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1. LITERARNI PREHLED

1.1. VIRUS KLiSTOVE ENCEFALITIDY

Virus klistové encefalitidy (VKE) se fadi do skupiny arbovirti (tj. virti pfendsenych krev
sajicimi ¢lenovci) a je pivodcem zavazného neuroinfekéniho onemocnéni nazyvaného
klistova encefalitida. Vektorem VKE jsou klistata z ¢eledi Ixodidae (pfedev$im Ixodes
ricinus a Ixodes persulcatus), prostfednictvim nichz je virus pfendSen na cilové hostitele.
V poslednich letech dochdzi ke stalému zvétSovani arealu rozsifeni VKE a ro¢né jsou
zaznamenany tisice ptipadi klistové encefalitidy v Evropé a az 10 000 pfipadti v Rusku a na

Délném vychodé (Mansfield et al. 2009; Dorrbecker et al. 2010).

1.1.1. TAXONOMIE A ROZSIREN{

Taxonomicky se VKE ftadi do rodu Flavivirus, do celedi Flaviviridae, kterd zahrnuje
okolo 70 rGznych druht virt. Krom&¢ VKE patii do skupiny flavivira i dalsi medicinsky
vyznamné patogeny, jako jsou napt. virus dengue, virus japonské encefalitidy, virus
zapadniho Nilu ¢i virus zluté zimnice. Flaviviry Ize délit do nékolika podskupin, ptfi¢emz
VKE se tadi mezi viry komplexu klistovych encefalitid. Viry z této skupiny jsou si
navzajem geneticky 1 antigenné piibuzné a vSechny maji spolecného pienasee — kliSté.
Kromé& VKE lze z dalSich viril, které patii do této skupiny, jmenovat napt. virus horecky
Kyasanurského lesa, virus Omské hemoragické horecky, virus Powassan, virus vrtivky ¢i
virus Langat (Grard et al. 2007).

VKE lze na zakladé sekvencni a serologické analyzy rozlisit na tfi zakladni subtypy -
evropsky, sibifsky a dalnévychodni (Ecker et al. 1999). Evropsky subtyp je pfenasen
klistétem 1. ricinus a je rozSifen na vétSiné tizemi Evropy. Sibifsky subtyp se vyskytuje na
uzemi Sibife, Finska a Baltskych statl a jako vektor mu slouzi klisté 1. persulcatus. Stejného
pfenasece vyuziva 1 dalnévychodni subtyp VKE, ktery se objevuje ve sttedni a vychodni
Sasti Asie véetné Ciny a Japonska (Dérrbecker et al. 2010).

Jednotlivé subtypy VKE se nelisi pouze geografickym rozsifenim ¢i druhem ptenasecii.

Zasadni rozdil je patrny 1 v klinickych pfiznacich onemocnéni, jeZ zplsobuji.

1.1.2. KLINICKE PRIZNAKY KLISTOVE ENCEFALITIDY

Onemocnéni zpusobené evropskym subtypem VKE miva ve vétSing€ piipada
asymptomaticky priabeh. V ptipadé klinicky aparentni infekce je typicky dvoufdzovy prabéh
-1-



onemocnéni, kdy po uplynuti inkubaéni doby (1-2 tydny) nastupuje viremicka faze
projevujici se nespecifickymi chiipkovymi piiznaky, které zahrnuji bolest hlavy a svald,
horecku ¢i tnavu. Prvni faze je Casto nasledovana asymptomatickou periodou trvajici 2 az 10
dni, béhem niz dochazi kinvazi viru do centralni nervové soustavy (CNS). Po
bezptiznakovém obdobi nasleduje druhd faze onemocnéni vyznacujici se piredevSim
meningitidou a meningoencefalitidou s moznosti néasledného vzniku postencefalitického
syndromu. Letalita je u onemocnéni zpisobené¢ho evropskym subtypem nizkéa a pohybuje se
vrozmezi 1-2 % (Dorrbecker et al. 2010). Na druhou stranu onemocnéni vyvolané
dalnévychodnim subtypem miva v 85 % jednofazovy pribéh a byva neuroinvazivnéjsi
s vy$§im poctem zavaznych neurologickych komplikaci. Letalita pfitom dosahuje az 30 %

(Dorrbecker et al. 2010).

1.1.3. STRUKTURA VKE

Virové castice VKE maji velikost pfiblizné¢ 50 nm a skladaji se z nukleokapsidy a
fosfolipidového obalu, ktery nukleokapsidu obklopuje a ktery obsahuje obalovy
glykoprotein E a membranovy protein M (viz obr. 1). Nukleokapsida se sklada
z kapsidového proteinu C a jednovlaknové molekuly RNA s pozitivni polaritou ((+)ssRNA)
o velikosti 11-12 kb. Genom koduje jeden otevieny Cteci ramec (ORF), ktery je obklopen 5
a 3’ nekodujicimi oblastmi. ORF je pfekladdn do jednoho polyproteinu skladajiciho se
z piiblizn€ 3 400 aminokyselin. Polyprotein je nasledné za pomoci protedz naStipdn na
jednotlivé virové proteiny - tfi strukturni a sedm nestrukturnich. Mezi strukturni proteiny
patii jiz zminény kapsidovy protein C, prekurzor membranového proteinu M (prM) a
glykoprotein E. Nestrukturni proteiny kédované genomem VKE jsou NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B a NS5 (Lindquist & Vapalahti 2008).

Obr. 1: Struktura virionu flavivird (zdroj: http://viralzone.expasy.org/all_by_protein/24.html).

0.



1.1.4. PRENOS VKE

Ptenos viru klistové encefalitidy je ur€en vzdjemnym vztahem mezi virem, klistétem a
klistécim hostitelem. Hlavnimi hostiteli a zaroven dilezitym rezervoarem VKE jsou drobni
hlodavci, ve kterych je virus schopny se nejen uspé$né mnozit, ale i pretrvavat, piicemz
muze dochézet k jeho prenosu na klistata. Pfenos z infikovaného klistéte na neinfikované je
mozny jak transovaridlné, kdy dochazi k ptenosu viru z infikované dospélé samice na dalsi
generaci, tak 1 béhem sani neinfikovaného klistéte na infikovaném viremickém hostiteli
(Dorrbecker et al. 2010).
klistéte na neinfikované béhem tzv. sousani (angl. co-feeding), kdy dvé klist’ata saji v tésné
blizkosti vedle sebe. V tomto piipadé¢ je pfenos mozny 1 pii sani na hostiteli
s nedetekovatelnou nebo velmi nizkou hladinou virémie (Labuda et al. 1993a; Labuda et al.
1993b). Dilezitou roli v pfenosu VKE mezi sousajicimi kliStaty hraje pfiliv leukocytl
(konkrétn¢ Langerhansovych bunék, neutrofili ¢i bunék z monocyto/makrofagové fady) do
mista sani klistéte. Miize dochdzet k infekci téchto imunitnich bunék, replikaci viru a
naslednému rozneseni viru prostfednictvi migrujicich bunék do dalSich mist sani kliStat
(Labuda et al. 1996). Zaroven bylo prokazano, ze klistéci sliny uvolnované béhem sani do
rany v kazi hostitele zvySuji uc¢innost tohoto ptenosu (Labuda et al. 1993c).

V piipadé, ze je klist¢ infikovano VKE, zistdva nakazené po celou dobu svého
zivotniho cyklu. Poté, co se klist¢ nakazi béhem sani, dochdzi k replikaci viru v buiikach
sttevni stény. Odtud se nésledné virus dostavd do slinnych zl4z, ze kterych je spolu se

slinami uvolilovan béhem sani na novém hostiteli (Nuttall et al. 1994).

1.1.5. PATOGENEZE

Infekce VKE se u ¢lovéka nejcastéji objevuje jako disledek sani infikovaného klistéte.
Byly ovSem zaznamenany i1 ndkazy konzumaci nepasterizovaného mléka od infikovanych
koz, krav ¢i ovei (Ruzek et al. 2010). V ptipadé nakazy prostfednictvim infikovaného
klistéte je virus do lidského téla transportovan pomoci klistécich slin, které jsou béhem sani
vylucovany do rany. K pfenosu viru dochazi jiz béhem prvnich minut po pfisati kliStéte,
postupem c¢asu se ovSem mnozstvi viru ve slinach zasadné zvySuje a to 10krat az 100krat
(Alekseev & Chunikhin 1990 ex Lindquist & Vapalahti 2008).

Po vstupu VKE do organismu pfichazi virové ¢astice do styku s buitkami vyskytujicimi

se v kizi, které mohou byt VKE infikovany. Vyznamnou roli hraji zejména dendritické
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buiky, makrofagy a neutrofily, které jsou nachylné k infekci VKE a mohou tak slouzit jako
misto pro pomnozeni viru a napomahat tim jeho ndslednému Sifeni z mista pfisati
infikovaného klistéte do krevniho ob&hu. Nejdilezitéjsi llohu pfi transportu viru maji ziejme
Langerhansovy buiiky, pomoci nichZ je VKE dopravovan do spadovych lymfatickych uzlin
(Haglund & Giinther 2003). V lymfatickych uzlinach dochdzi k virové replikaci a transportu
do krve s vyslednym vznikem virémie. Prostfednictvim krve je virus roznaSen do dalSich
organt, predevsim do organii retikuloendotelového systému, tj. do sleziny, jater a kostni
drené). Pti déletrvajici virémii mize dojit k pfekonani hematoencefalitické bariéry a invazi

do CNS (Mansfield et al. 2009; Razek et al. 2010).

1.1.6. REPLIKACE VKE V HOSTITELSKE BUNCE

K pfichyceni VKE na povrch hostitelské buiiky dochazi prostfednictvim E proteinu,
ktery tvoii obal virové Castice. S pfichycenim flavivirG na povrch builky jsou spojovany
nckteré¢ struktury (napf. glykosaminoglykany - pt. heparansulfit) ¢i receptory, které
zprostiedkovavaji nejen pfichyceni, ale 1 vstup vir do bunky. Mezi takové receptory patii
naptf. lektinové receptory C-typu (pf. DC-SIGN) exprimované na makrofazich a
dendritickych bunkach nebo fosfatidylserinové receptory (Perera-Lecoin et al. 2013).

Po pfichyceni na povrch vstupuje virion do builky pomoci klatrin-dependentni
které nasledné¢ vedou k membranové fzi a uvolnéni nukleokapsidy a virové RNA do
cytoplasmy. Poté dochdzi na membrané endoplasmatického retikula (ER) k translaci
virového genomu a vznika polyprotein, ktery je nasledné §tipan pomoci bunécnych enzymi
a virové NS2B/NS3 protedzy na tii strukturni a sedm nestrukturnich virovych proteint.

Po translaci genomové RNA dochdzi pomoci NS5 (RNA-dependentni RNA
polymerédza) k syntéze komplementarniho negativniho vldkna RNA, které slouZi jako
pfedloha pro syntézu (+)ssRNA. Nové syntetizované vlakno (+)ssRNA je pouzito k translaci
virovych proteind, k replikaci novych RNA vlaken nebo je zabudovano do nové vznikajicich
virovych ¢astic (Carletti et al. 2017).

Replikace VKE se odehrava v membranovych strukturach, které jsou po infekci VKE
tvofeny na ER. Tyto membranové struktury v podob¢ vacki jsou v buiice situovany zejména
v perinukledrni oblasti a pfedstavuji ochranu pied rozpoznanim replikaéniho meziproduktu
(tj. dvouvlaknové RNA neboli dsRNA) imunitnimi mechanismy hostitele (Miorin et al.
2013; Overby et al. 2010).



V lumen ER jsou virové castice zkompletovany a poté jsou dale upravovany v Golgiho
aparatu, kde dochazi k posttranslaénim modifikacim a ke S$tépeni prM za vzniku
membranového proteinu M. Zralé viriony jsou transportovany skrze sekrecni drahu a

uvolnény na povrch bunky (Carletti et al. 2017).
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Obr. 2: Replikace flaviviri v hostitelské burice (pfevzato z Fernandez-Garcia et al. 2009).

1) Virion vstupuje do buiiky pomoci receptorem zprostiedkované endocytozy.
2) V endosomu dochazi pod vlivem nizkého pH k membranové fuzi.

3) Virova genomova RNA je uvolnéna do cytoplasmy.

4) Virova RNA je translatovana na membrané ER a vznika polyprotein.

5) Replikace viru se odehrava v membranovych strukturach na ER.

6) V lumen ER vznikaji nové viriony.

7) Nezralé viriony jsou posttransla¢né upravovany v Golgiho aparatu.

8) Zralé viriony jsou uvoliiovany z buiky prostiednictvim exocytdzy.

Hostitelské buniky v reakci na virové infekce vyvinuly fadu mechanismi, pomoci nichz
mohou detekovat a nasledné zneSkodnit virové ¢astice. V pocatcich replikace hraji dilezitou
roli predev§im pfirozené imunitni mechanismy (napf. produkce prozanétlivych cytokinii a
interferonti typu I). Bunikami pfirozené imunity, které se podileji na likvidaci patogeni

kratce po jejich proniknuti do organismu, jsou napi. makrofagy (Dorrbecker et al. 2010).



1.2. MAKROFAGY

Makrofagy jsou builkky imunitniho systému a piedstavuji jednu ze zakladnich slozek
pfirozené imunity. Uplatiiuji se pfedevsim jako antigen prezentujici builky a profesionalni
fagocyty, které jsou zodpovédné za rozpoznani a néslednou likvidaci patogent ¢i mrtvych
bunck. Makrofagy se tcastni nejen piirozenych, ale i adaptivnich imunitnich mechanismt a
hraji nepostradatelnou roli v pritbéhu mnoha onemocnéni (Geissmann et al. 2010).

Makrofagy se fadi mezi leukocyty a v organismu mohou vznikat dvéma riznymi
zpusoby. V prvnim piipad€ vznikaji stejné jako ostatni leukocyty v kostni dieni. Zde jsou
tvofeny z hemopoetickych progenitorovych bun¢k, které mohou byt bud’ ptimo preménény
na makrofagy, nebo dochézi nejprve k diferenciaci hemopoetickych bun¢k na monocyty. Ty
jsou uvolnovany do krevniho obé&hu, kde cirkuluji po dobu nékolika dni, a poté vstupuji do
tkani, v nichz jsou pfeménovany na jednotlivé subpopulace tkanovych makrofagi (Gordon
& Martinez 2010).

Kromé vyse popsaného mechanismu vzniku makrofdgi, ktery byl po dlouhou dobu
povazovan za hlavni, byl charakterizovéan i druhy zptisob. Bylo zjisténo, ze mnoho populaci
tkanovych rezidentnich makrofagl je tvofeno z embryonickych prekurzort vznikajicich ve
zloutkovém vacku. Tyto prekurzory se vytvareji v tkdni jesté¢ pied narozenim a jsou pak
udrzovany v priubéhu dospélosti nezavisle na prekurzorech z kostni difené (Perdiguero et al.

2015).

Tkanové rezidentni makrofagy jsou trvale pfitomné v riiznych organech, kde plni
pfedev§im homeostatickou funkci. Odstranuji zde staré ¢i apoptické bunky, pfispivaji k
obnov¢ tkdné poskozené v pribéhu zanctu a rovnéz predstavuji ,,pohotovostni jednotky* pro
ptipad, ze dojde ke zranéni ¢i k propuknuti infekce. Jednotlivé subpopulace makrofagl se
mezi sebou navzajem fenotypové liSi v zavislosti na konkrétnich orgdnech, ve kterych se
vyskytuji. Odlisné makrofagy lze nalézt napt. v jatrech (Kupfferovy burky), plicich
(alveolarni makrofagy), mozku (mikroglie), slezin¢ ¢i stievé (Gordon & Martinez 2010;

Geissmann et al. 2010).



1.2.1. DIFERENCIACE A AKTIVACE MAKROFAGU

K diferenciaci monocytll na makrofagy dochazi zejména pod vlivem rastovych faktord,
jako jsou napt. GM-CSF a M-CSF (Parihar et al. 2010). Vznikl¢ makrofagy jsou nasledné
aktivovany a to dvéma zakladnimi mechanismy.

Pisobenim IFN-y nebo LPS dochazi ke klasické aktivaci makrofagt, kterd dava vznik
prozanétlivym M1 makrofagiim, které podporuji IL-12 zprosttedkovanou Tyl imunitni
odpovéd’. Naopak pusobenim IL-4 a IL-13 vznikaji alternativné aktivované makrofagy (M2
typ), jenz podporuji Ty2 imunitni odpovéd’ (Gordon & Martinez 2010). Nékteré makrofagy
vSak nevykazuji Cist¢ M1 nebo M2 fenotyp a na aktivaci makrofagii se zac¢ina pohlizet vice
jako na komplexnéjsi model zahrnujici rovnéz signaly, kterym jsou vystaveny makrofagy ve
svém konkrétnim mikroprostfedi (Ginhoux et al. 2016).

Aby byla aktivace makrofagh GspéSnd, je kromé stimulu prostiednictvim cytokinil
zapotiebi jesté druhého signalu. Ten nejcastéji vznika poté, co dojde k rozpoznani patogenu
prosttednictvim specifickych receptorii rozeznavajicich struktury typické pro patogeny
(PRR). Makrofagy exprimuji na svém povrchu celou fadu PRR, napt. Toll-like receptory
(TLR), RIG-I-like receptory (RLR), Nod-like receptory ¢i scavengerové receptory (Parihar
et al. 2010).

Aktivované makrofagy migruji do mista infekce ¢i poranéni a uvoliiuji do okoli pestrou
skalu latek, ¢imz ptispivaji k likvidaci patogenti a ke vzniku akutniho nebo chronického
zanétu. Ze sekretovanych latek 1ze jmenovat antibakteridlni a proteolytické enzymy, rizné
chemokiny ¢i velké mnozstvi cytokind, které mohou byt jak prozanétlivé (napt. IL-18, TNF
reaktivnich forem kysliku a dusiku (Gordon & Martinez 2010).

Po splnéni jejich funkce dochdzi k deaktivaci makrofagl, béhem niZ podstupuji funkéni
zmény, které zajisti, aby mohly opé&t zastavat ulohu rezidentnich makrofagh (Gordon &

Martinez 2010).



1.2.2. ULOHA MAKROFAGU PRI VIROVE INFEKCI

Makrofagy prispivaji k boji proti virim n¢kolika zptisoby. Makrofagy jsou dilezitymi
fagocytujicimi buiikami a jejich schopnost fagocytovat volné nebo opsonizované virové
Castice hraje vyznamnou roli pii vypoiadavani se s virovymi patogeny (Mercer & Greber
2013).

Jakozto antigen prezentujici bunky jsou makrofagy schopné prezentovat antigen
lymfocytlim a podileji se tak na vzniku adaptivni imunity vici virovym infekcim. Makrofagy
exprimuji na svém povrchu jak MHC I receptory, které stimuluji CD8+ T lymfocyty a jejich
cytotoxické efektorové mechanismy, tak MHC II receptory, které aktivuji Ty lymfocyty, B
lymfocyty a produkei imunoglobulinovych protilatek. MHC I receptory jsou vSak v prib&hu
diferenciace makrofagl Casto inhibovany a dochézi spise k expresi MHC II (Parihar et al.
2010).

Makrofagy jsou schopné sekretovat cytokiny, chemokiny a dalsi latky, které zamezuji
mnozeni viru a infekci okolnich bun¢k. Mezi takové latky patii napt. TNF-o, IL-1 ¢i IL-12,
které prispivaji k pfirozené imunitni odpovédi v ¢asné fazi virové replikace. Rovnéz
napomahaji rozvoji antigen specifick¢é odpovédi v pozdéjsi fazi infekce (Burke & Lewis
2002). Velmi dilezitou roli zastavaji interferony typu I (viz kapitola 1.4.). Pozornost je
vénovana rovnéz oxidu dusnatému (viz nasledujici kapitola), ktery piesto, Ze je jeho ucinek
spojovan spiSe s bojem proti bakteridlnim infekcim, zastdva neopomenutelnou roli 1

v likvidaci virovych patogent.

Navzdory nepostradatelné tloze makrofagi v obran¢ proti patogentim je potieba zminit,
ze aktivace makrofagl a jejich schopnost produkovat velké mnozstvi bioaktivnich latek
muze rovnéZz v ur€itych situacich zplsobovat poSkozovani tkané ¢i jiné naruSovani
fyziologickych pochodil a pfispivat tak k rozvoji patogeneze onemocnéni (Burke & Lewis

2002).



1.3. OXID DUSNATY

Oxid dusnaty (NO) je za normdlnich podminek volny radikal, ktery ma v organismu
znacny biologicky vyznam. Zasadné se podili nejen na fyziologickych pochodech, béhem
kterych se uplatiiuji jeho vaskularni a neuronalni ucinky, ale je rovnéz zahrnut v imunitni
odpovédi. Obrannych mechanismi hostitele se ucastni pfedevSim jako velmi ucinné
mikrobicidni ¢inidlo, ale neméné vyznamny je i jeho podil na regulaci imunitni odpovédi.
V zavislosti na vyprodukovaném mnozstvi miize mit NO vliv na aktivaci riznych signalnich
drah, na diferenciaci i funkci T-lymfocytli a rovnéz mtze ovliviiovat humoralni odpovéd’

(Uehara et al. 2015).

1.3.1. PRODUKCE NO

NO je produkovan fadou imunitnich bunék (dendritické buiiky, NK bunky, makrofagy,
eozinofily, neutrofily), ale k jeho vzniku dochazi i v neimunitnich buiikach, jako jsou napf.
endotelialni ¢i epitelidlni bunky, fibroblasty nebo keratinocyty (Akaike & Maeda 2000;
Uehara et al. 2015).

NO je tvofen béhem L-argininového metabolismu a to za pomoci enzymu nazyvanych
syntazy oxidu dusnatého ¢ili NO syntazy (Knowles & Moncada 1994). NO syntaza (NOS) je
enzym, ktery za ptitomnosti NADPH a O, pfeménuje L-arginin na NO. U savcu existuji tii
izoformy NOS — dvé konstitutivni a jedna inducibilni. Konstitutivni izoformy se rozliSuji na
neuronalni NOS (nNOS), jez se vyskytuje v neuronech, a endotelovou (eNOS), kterou Ize
nejcastéji nalézt v endotelidlnich bunikdch. nNOS a eNOS hraji dilezitou roli béhem
zakladnich pochodli v organismu (napf. béhem vasodilatace) a produkuji pouze malé
mnozstvi NO. Naopak inducibilni NOS (iNOS) je schopna v kratkém casovém intervalu
vyprodukovat velké mnozstvi NO a diky tomu je to pravé iNOS, jez hraje duleZitou roli
v imunitni odpovédi hostitele (Alderton et al. 2001).

K expresi iNOS dochédzi na zakladé rGznych stimulli, kterymi nejcastéji byvaji
mikrobidlni produkty ¢i cytokiny. Signalni draha vedouci k indukci produkce iNOS miize
byt spusténa prostiednictvim aktivace TLR, jenz rozpoznavaji molekularni struktury typické
pro patogenni mikroorganismy (tzv. PAMP). Stejné signalni dréha je aktivovéna i pomoci
nékterych cytokinti (IL-1B) ¢i TNF-a. K indukci exprese rovnéz miize dojit prostiednictvim
drahy spusténé po navazéni IFN-y. Na druhou stranu nékteré cytokiny produkované Ty2
lymfocyty (IL-4, IL-5) a supresivni cytokiny (napf. IL-10, TGF-B) mohou expresi iNOS
inhibovat (Uehara et al. 2015).



1.3.2. ULOHA NO PRI VIROVE INFEKCI

I kdyz je NO znam piedevSim pro svij antimikrobiadlni Gcinek uplatiiujici se u
bakteridlnich onemocnéni, jeho imunomodula¢ni schopnosti byly pozorovany i v piipadé
virovych infekei.

Béhem virové infekce mize dochazet ke vzniku NO indukci iNOS hned dvéma zpiisoby
a to bud’ ptimo, kdy samotna ptitomnost virovych castic ¢i virova replikace spousti expresi
iNOS, nebo nepiimo, kdy je za zvyseni exprese iNOS zodpovédny uréity mediator, ktery je
pii infekci produkovéan — napt. IFN-y (Akaike & Maeda 2000; Abdul-Cader et al. 2016).

Je velmi dobie zdokumentovano, ze NO hraje u fady virovych infekci protektivni roli a
podili se na eliminaci viru. Antiviroticky uc¢inek NO byl prokdzan napt. v pfipad¢ viru
vezikularni stomatitidy (Bi & Reiss 1995), viru Japonské encefalitidy (Lin et al. 1997),
dengue viru (Takhampunya et al. 2006) ¢i Coxsackie viru (Saura et al. 1999).

Diky tomu, zZe je NO znatné nestabilni volny radikdl, mulze reagovat
s makromolekulami a zpiisobovat tim strukturni i funkéni modifikace. Naptiklad reakce NO
s cysteiny, které jsou pfitomné v dulezitych virovych proteinech (pf. v protedzach
pottebnych pro nastipani virovych polyproteini), mize vést ke sniZzeni virové replikace a
naruseni zivotniho cyklu vird. Tento zplisob antivirotického plsobeni NO byl

zdokumentovan napt. u viru Coxsackie (Saura et al. 1999).

PrestoZze NO zastava u mnoha infekci obrannou Ulohu, u jinych byl naopak prokazan
jeho nepftiznivy tc¢inek, kdy ptitomnost NO zplisobuje vznik zanétu, zhorseni stavu pacientli
¢1 prispiva k pretrvavani infekce. Nezadouci UCinky NO se projevuji zejména v piipade
infekcei, behem kterych dochdzi k proniknuti viru do CNS, jak bylo prokazano napt. u viru
dengue (de Souza et al. 2013). Neméné Skodlivy efekt mize predstavovat oxidativni stres
zpiisobeny NO, jenZ miZe vést k vaZnym imunopatologiim a dokonce aZz k bunécné ¢i

organove dysfunkci (Akaike & Maeda 2000).
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1.4. INTERFERONY TYPU I

Interferony (IFN) typu I zahrnuji skupinu polypeptidi sekretovanych infikovanymi
bunikami pfi obrané proti virovym infekcim. Lze je rozdélit do sedmi rodin: IFN-a, IFN-f,
IFN-g, IFN-k, IFN-o, IFN-0 a IFN-t. Sekrece IFN-a a IFN-f zastdvd mezi zminénymi
interferony nejvyznamng;jsi tlohu (Pestka et al. 2004).

IFN typu I maji v boji organismu proti Sificim se patogent tfi hlavni funkce. Zaprvé jsou
u infikovanych (ale zarovenn i u neinfikovanych sousednich bunék) schopny indukovat
antimikrobidlni stav, ¢imz do zna¢né miry zamezuji Sifeni infekénich agens, zejména pak
virovych patogenti. Dale maji z4sadni vliv na piirozenou slozku imunitni odpovédi, kterou
mohou modulovat takovym zplsobem, ze u imunitnich bunék dochézi ke zvyseni schopnosti
prezentovat antigen a zlepSeni cytotoxicky funkci. Zatieti aktivuji adaptivni slozku imunity
tim, ze se podileji na rozvoji imunitni odpovédi zprostfedkované T i B lymfocyty a pomahaji

vytvafet imunologickou pamét’ (Ivashkiv & Donlin 2014).

# Virus
# Aktivace Antivirovy stav
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15Gs el
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Virus specifické
protilatky
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Obr. 3: Schematické znazornéni ptisobeni IFN typu I (pfevzato z Ivashkiv & Donlin 2014).
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1.4.1. EXPRESE IFN TYPU I

Virové castice jsou rozpoznavany prostiednictvim receptord, které jsou schopné
detekovat virové nukleové kyseliny a nasledné spoustét expresi IFN typu L. Téméf vSechny
bunky, u nichz dojde k infekci, jsou schopné rozpoznavat PAMP a to prostfednictvim PRR,
jako jsou cytoplasmatické RIG-I-like receptory nebo membranové Toll-like receptory. Prvni
typ receptori (RLR) je exprimovan u vétSiny typti bunck a slouzi k detekci nukleovych
kyselin vznikajicich po virové infekci v cytosolu bunék. Druhd skupina receptortt (TLR)
rozpoznava virové nukleové kyseliny nikoliv v cytosolu, ale v endosomech a tento zplsob
detekce patogent je umoznén jen nékterym specializovanym buiikkam, jako jsou napi.

makrofagy ¢i dendritické buiiky (Takeuchi & Akira 2009).

Toll-like receptory

TLR je skupina receptorti sestavajici z membranovych proteini schopnych rozeznavat
cizi a tedy potencidlné nebezpecné struktury — tzv. PAMP. Jednotlivé TLR rozeznavaji rizné
PAMP a zpocatku byly intenzivné¢ zkoumany jakozto signalni receptory, které se podileji na
aktivaci imunitni odpovédi ve vztahu k mikrobidlnimu stimulu. TLR jsou vSak rovnéz
schopné rozpoznavat rizné druhy nukleovych kyselin, coZz znich déld G€inny nastroj v
detekci vétsiny typt vira (Garcia-Sastre & Biron 2006).

Dutlezitou roli pfi rozezndvani virovych produktd hraji konkrétné receptory TLR3,
TLR7, TLR8 a TLRY. Dvouvldknova RNA, kterd vznikd béhem replikace DNA i RNA viri,
je rozeznavana pomoci TLR3 (Alexopoulou et al. 2001). TLR7 a TLRS8 rozpoznavaji ssRNA
a viry jejichz genom je ssRNA tvoten (Heil et al. 2004). Virovd DNA je detekovana pomoci
TLRO (Krug et al. 2004). VSechny tyto ¢tyfi TLR jsou na rozdil od ostatnich TLR, které jsou
lokalizované na bunécném povrchu, umistény v bunéénych endosomech a do kontaktu
s virovymi nukleovymi kyselinami pfichazeji po jejich proniknuti do buiiky prostfednictvim
endozomu (v ptipad€ TLR7/8/9), nebo jakozto produkty po virové replikaci z lyzovanych ¢i
apoptickych bunék (v ptipadé TLR3) (Garcia-Sastre & Biron 2006).

RIG-I-like receptory

Ptestoze jsou TLR exprimované pouze u nékterych specializovanych bunék, jsou témer
vSechny jaderné buiiky schopny odpovidat na virovou infekci prostiednictvim produkce IFN
typu L. Tato skutecnost je zajiSténa tim, Ze existuje na TLR nezévisla aktivace interferonoveé

produkce. Ta je realizovana pomoci RIG-I-like receptord, které jsou na rozdil od TLR

-12 -



lokalizované v cytoplasmé a prozatim byly popsany dva typy - RIG-I (z angl. retinoic acid-
inducible gene I) a MDAS (z angl. melanoma differentiation-associated gene 5) (Yoneyama

et al. 2004).

Po rozpoznani virové nukleové kyseliny prostfednictvim zminénych receptorti dochazi
k aktivaci n€kolika riznych signalnich drah, které se li$i v zavislosti na konkrétnim druhu
receptoru, jenz danou drahu spustil. Signalni drahy néasledné vedou k aktivaci transkripcnich
faktort (napt. IRF3, IRF7, NF-xB, AP-1), které indukuji expresi geni pro IFN typu I
(McNab et al. 2015).

1.4.2. UCINEK IFN TYPU I

Poté, co dojde na zéklad¢ rozpoznani virové nukleové kyseliny k produkci IFN-a a IFN-
B, vazou se sekretované interferony na transmembranovy receptor ozna¢ovany jako IFN-a
receptor (IFNAR), ktery se skladd se dvou podjednotek — IFNAR1 a IFNAR?2 (Brierley &
Fish 2002).

Vazba na IFNAR spousti aktivaci n¢kolika drah. Hlavni drdhou je JAK/STAT signalni
dréha (z angl. Janus kinase/signal transducer and activator of transcription). Dochazi
k aktivaci JAK1 a TYK2 (z angl. tyrosine kinase 2), které nasledné fosforyluji transkripéni
faktory STAT1 a STAT2. Ty poté vytvaii dimer a dochézi k jejich pfesunu do jadra, kde se
vazou na IRF9 a vznikd ISGF3 (interferonem stimulovany genovy faktor 3) komplex.
Komplex se vaZe na regulacni sekvenci ISRE (interferon-stimulated response element), ktera
se nachazi ve vétsiné gend indukovanych IFN typu I a spousti expresi stovky gena (tzv.
interferonem stimulovanych gent — ISG). Ty dohromady navozuji antivirovy stav (Ivashkiv
& Donlin 2014).

Kromé aktivace STAT1 a STAT2 mohou byt fosforylovany 1 jiné STAT, které rovnéz
spoust¢ji drahu vedouci k expresi ISG (McNab et al. 2015).

Kromé¢ JAK/STAT signalni drahy dochazi po navazani IFN typu I na IFNAR ke
spousténi PI3K/Akt drdhy. V této draze jsou rovnéz aktivovany JAK1 a TYK2, které
nasledn¢ fosforyluji IRS1 (inzulinovy receptorovy substrat 1) a IRS2, jez ptredstavuji
vazebné misto pro PI3K (fosfatidylinositol-3 kinaza). PI3K poté aktivuje serin-threoninovou
kindzu Akt. Akt signalni draha se podili na fadé funkci Casto zahrnujicich fizeni bunééného
déleni, proliferace a ptezivani. Tato draha miize rovnéz vést k aktivaci transkripéniho faktoru

NF-kB (Hervas-Stubbs et al. 2011).
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U mnoha ISG zatim nebyla uspokojivé vysvétlena jejich uloha, jiné jsou jiz naopak
prostudovany velmi dobie. Mezi dobie charakterizované ISG s antivirotickou aktivitou patii
napt. proteinkindza R (PKR) ¢i1 2°-5° oligoadenylat syntetdza (OAS). PKR je serin-
coz nasledné vede k blokaci translace bunécné i virové mRNA. OAS je rovnéz aktivovana
virovou dsRNA a vede k aktivaci ribonukledzy L, ktera katalyzuje $t€peni transkript virové

1 hostitelské RNA (Garcia-Sastre & Biron 2006).

Ptestoze interferony typu I hraji v boji s virovymi infekcemi zasadni a nepostradatelnou
roli, spousta vird (mezi nimi napft. i flaviviry) dokazala vyvinout strategii, pomoci niz jsou
do ur¢ité miry schopné uniknout imunitni odpovédi zprostiedkované IFN typu L.

Nejjednodussi zptsob, jak se viry mohou vyhnout imunitnim mechanismiim, je v prvni
fad¢ zabranéni jejich detekce. Mnoho virdl je schopno skryt ¢i degradovat dsRNA, ktera
vznikad béhem virové replikace. Napi. VKE zpozd'uje antivirovou signalizaci tim, ze ukryva
RNA molekuly do struktur na ER, kde jsou pro rozpoznani pomoci PRR nedostupné (Miorin
et al. 2012). RovnéZz bylo prokdzano, Ze virovy strukturni protein NS5 jednd jako
interferonovy antagonista a je schopny inhibovat interferonem stimulovanou JAK/STAT
drahu takovym zptisobem, ze blokuje fosforylaci STATI a tim brani expresi antivirotickych

proteind (Best et al. 2005; Werme et al. 2008).

OOO IFN typu I

Inhibice aktivace IFNAR |—| O
IFNAR1 IFNAR2

Inhibice fosforylace |—ow—— ¥ Tak1
Jakl a Tyk2

@) =

sniZeni exprese STAT2 |—> STAT2 " |STATL F

Inhibice fosforylace STATI

] - ———— - ~

Jadro

Obr. 4: Schematické znazornéni signalni drahy spousténé IFN typu I a zvyraznéni mist
(v ramé&ccich), ve kterych mizZe vlivem flaviviri dochézet k naruseni signalizace
(ptevzato z Fernandez-Garcia et al. 2009).
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1.5. KLISTECI SLINY

Klistata jsou obligatni krev sajici ektoparazité, kteii parazituji na Sirokém spektru
hostiteli od obojzivelnikt, pies plazy a ptaky az po savce. Klist'ata jsou rozsifena po celém
svéte a predstavuji vyznamné pienasece pro velké mnozstvi patogenli. Taxonomicky jsou
fazena mezi roztoCe (Acari), do fadu Ixodida se 3 Celedémi: Ixodidae (tzv. tvrda klistata),
Argasidae (tzv. m&kka kliStata) a Nuttallielidae (Sonenshine & Roe 2013).

Sani klistat na hostiteli je ndrocny a komplexni proces a to predevsim u klistat z celedi
Ixodidae, kterd pro uspésn¢é dokoncené sani zlstavaji na hostiteli pevné prichycena po dobu
neékolika dni. Béhem sani musi klisté naruSit vrstvu epidermis a vytvofit ranu, ktera se
nasledné naplni krvi a vznikd tzv. feeding pool. Pevnému pfichyceni klistéte napoméaha
tvorba tzv. cementu, ktery je vylucovan slinnymi zldzami a upeviiuje saci ustroji v ran¢
(Sonenshine & Roe 2013).

Poskozeni kiize vznikajici pfi priniku a fixaci saciho aparatu spousti v misté piisati
silnou hemostatickou, zanétlivou a imunitni odpovéd’, kterd by klistéti za bézné situace
dlouhodobé sani zcela znemoznila. Klist'ata si proto musela v pribéhu koevoluce se svym
hostitelem vyvinout fadu obrannych mechanismi, jak se ucinné chranit pfed odmitavou
odpovédi ze strany hostitele. Tato ochrana je poskytovana prostfednictvim bioaktivnich latek
obsazenych v klistécich slinach, které jsou béhem sani vyluovany do rany a zasadné
ovlivituji imunitni mechanismy hostitele ve prospéch sajiciho klistéte (Wikel 2013).

Klistéci sliny jsou produkovany ve slinnych Zlazach nachézejicich se v anterolateralni
oblasti té€lni dutiny klist’at a jsou sloZeny z mnoha lalacka (alveolil). Laliicky jsou navzajem
propojeny slinnymi vyvody, pomoci nichZ jsou vznikajici sliny odvadény do salivaria. Odtud
jsou nasledné¢ sekretovany do rany v misté pfisati na hostitele (Bowman et al. 2008). Béhem
sani kliStéte dochazi k vyraznému zvétSovani slinnych zlaz, které mohou navysit sviij objem
az 25x. RovnéZz se méni 1 zastoupeni jednotlivych latek ve vyluCovaném sekretu. Po

odpadnuti klistéte z hostitele dochazi k opétovné degeneraci slinnych zlaz (Kaufman 1991).

1.5.1. VLIV KLISTECICH SLIN NA HEMOSTAZU

Prvni obranny mechanismus, ktery je spusStén jako reakce na mechanické poskozeni
ktze po pftisati kliStéte, predstavuje hemostaza. Ta zahrnuje tii zdkladni mechanismy —
koagulaci, vazokonstrikci a agregaci krevnich desticek. Modulace hemostatickych
mechanismu hostitele je zdkladnim pfedpokladem pro Uspésné sani klistéte a umoziuji ji

latky z klistécich slin, které inhibuji koagulacni kaskadu, maji vazodilatacni Uc¢inek a
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zamezuji agregaci krevnich desti¢ek. Tato problematika a identifikace konkrétnich molekul
z klistécich slin, jez maji vliv na hemostazu, je shrnuta v fad¢ praci — napt. Chmelat et al.

2012; Francischetti 2010; Mans 2010.

1.5.2. VLIV NA IMUNITNI ODPOVED HOSTITELE

Dalsi prekazku, se kterou se musi sajici klist¢ vyporadat, predstavuje imunitni systém
hostitele. Klistéci sliny popt. extrakt ze slinnych zlaz (SGE) proto obsahuji fadu latek
majicich vliv jak na pfirozenou (nespecifickou), tak i ziskanou (specifickou) imunitu
hostitele.

Mezi asny mechanismus imunitni odpovédi hostitele patii aktivace komplementu. Bylo
prokazano, ze sliny z mnoha druhti klistat jsou schopny inhibovat alternativni drahu
komplementu a rovnéz byla v klistécich slindch identifikovana fada konkrétnich molekul
namifenych proti komplementu (Schroeder et al. 2009).

Dalsi reakei, kterd je spusSténa velmi kratce po prisati klistéte, je zanétliva odpoved
vyznacujici se ptedev§im rychlym pfesunem leukocytti do mista pfisati. Dochazi k aktivaci
endotelialnich bun¢k, keratinocytd, zirnych bunék, makrofagh ¢i dendritickych bunck. Ve
velké mife jsou uvolnovany prozanétlivé chemokiny a cytokiny, jejichz sekrece ma za
nasledek ptisun neutrofilii a dal§ich zanétlivych bunék do mista pfisati klistéte (Francischetti
et al. 2009).

Doposud byl prokdzan modulaéni Uc¢inek klistécich slin (popf. SGE) na naprostou
vétSinu imunitnich bunék ucastnicich se pfirozené imunitni odpovédi, jejiZz obranym
mechanismim je vystaveno sajici klisté kratce po pfisati. SGE ¢i1 klistéci sliny moduluji
schopnost imunitnich bun¢k fagocytovat ¢i zabijet patogeny, jak je tomu napt. u neutrofild,
dendritickych bun€k, makrofagh ¢i NK bunck. Maji rovnéZ vliv na maturaci, proliferaci a
migraci bun€k, snizuji schopnost prezentovat antigen, moduluji produkci cytokini a
chemokintl, expresi receptorti ¢i ovliviiuji rtizné signalni drahy vedouci k expresi gent
(shrnuto napt. v Kazimirova & Stibraniova 2013).

V pribéhu sani klistéte dochdzi rovnéz k aktivaci ziskané slozky imunitni odezvy
hostitele a to jak bunécné, tak humordlni. V piipad¢ opé€tovného prisati klisStéte dochazi
k aktivaci pamétovych T a B lymfocytl, které se ucastni prozéanétlivé odpovédi proti
pfisatému klistéti uvoliiovanim specifickych cytokinli a produkei protilatek cilenych na
klistéci antigeny ze slinnych zldz. Dochézi tak k aktivaci komplementu nebo senzitizaci

zirnych bunék a bazofili. Ve slinaich mnoha druhiti klistat byly nalezeny také latky
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potlacujici proliferaci T 1 B lymfocytl a dale latky se schopnosti ménit skladbu cytokin
produkovanych T lymfocyty (Brossard & Wikel 2004; Wikel 2013).

Této velmi rozsdhlé problematice vlivu klistécich slin na jednotlivé slozky imunitniho
systému, popt. konkrétnimu Uc¢inku dodnes identifikovanych latek, je v€novana celd fada
praci (Francischetti et al. 2009; Kazimirovad & Stibraniova 2013; Wikel 2013; Kotal et al.
2015). V této praci bude detailnéjSi popis pusobeni klistécich slin uveden pouze pro

makrofagy.

than

makrofag dendriticka butka |
aktivace, proliferace
/ polarizace, maturace, diferenciace
/" produkce cytokint, fagocytéza, migrace "

Th lymfocyt

€

endotel

Obr. 5: Schéma znazornujici vliv klistécich slin (SGE) na bunky pfirozené i adaptivni
imunitni odpovédi (pfevzato z Kotal et al. 2015).

Viiv klistecich slin na makrofagy

Vliv klistécich slin ¢i SGE na funkci makrofagl byl prokazan v mnoha ptipadech a to
jak jejich ucinek na funkci samotnych makrofagt, tak jejich vliv na makrofadgy v interakci
s patogeny. Z toho vyplyva, Zze makrofagy zfejm¢ maji zdsadni vyznam pii obrané proti

sajicimu klistéti a rovnéz v obrané proti pfenasenym patogentm.
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Bylo pozorovano, ze SGE z klistéte 1. ricinus potlacuje produkci superoxidu a NO u
mySich makrofagl stimulovanych spirochetami Borrelia afzelii a zaroven snizuje schopnost
makrofagli spirochety likvidovat (Kuthejlova et al. 2001). Rovnéz bylo zjisténo, Ze sliny a
SGE z t¢hoz klistéte maji u mysich makrofagt inhibi¢ni efekt na fagocytdzu spirochet B.
afzelii a snizuji produkci TNF-a (Kyckova & Kopecky 2006).

Sliny z klistéte 1. scapularis inhibuji u mySich makrofagh sekreci prozanétlivych
cytokint (IL-6, IL-12p40, TNF-a a IL-1B) po stimulaci Anaplasma phagocytophilum (Chen
et al. 2012).

SGE z klistéte Rhipicephalus microplus moduluji po stimulaci pomoci LPS expresi
kostimulaénich molekul (CD80, CD86, CD40 a CD69) na povrchu makrofagh skotu a
rovnéz u mysi makrofagové linie RAW 264.7. Zaroven dochazi k poklesu produkce TNF-aq,
IFN-y a IL-12. (Brake et al. 2010; Brake & de Le6n 2012).

SGE z klistéte R. appendiculatus potlacuje u mysi makrofagové linie JA-4 transkripci a
sekreci IL-1a, IL-10 a TNF-a. Rovnéz inhibuje produkci NO (Gwakisa et al. 2001).

Sliny z klistéte Dermacentor variabilis snizuji schopnost mySi makrofagové linie IC-21
fagocytovat, ovliviiuji migraci bunék a produkci Ty2 cytokinti IL-4 a IL-10 (Kramer et al.
2011).

1.5.3. VLIV KLISTECICH SLIN NA PRENOS PATOGENU

Imunomodulaéni G¢inky slin potlacujici obranné mechanismy hostitele vSak
nepiedstavuji vyhodu pouze pro sajici klist€. Oslabeni imunitni odpovédi déva vznik
unikatnimu prostfedi, které poskytuje vhodné podminky pro pfenos a nasledné mnoZeni
patogenti. Takovy zplisob pfenosu je oznacovan jako slinami aktivovany pienos (SAT) a
poprvé byl pozorovan u Thogoto viru, kdy bylo popsano, ze ptitomnost SGE z klistéte R.
appendiculatus vyrazné zvysila pocet nakazenych nymf, které saly na morceti, jemuz
byl inokulovan Thogoto virus (Jones et al. 1989; 1990).

Od popsani SAT efektu u Thogoto viru byl tento zplisob pfenosu prokazan i u tady
dalSich patogent (vira, bakterii 1 prvoki) a jejich pfenasect a to nejen u klistat, ale 1 u jinych
krev sajicich €lenovcl.. Jmenovat lze napt. usnadnéni pienosu spirochet B. burgdorferi za
pomoci klistéte 1. scapularis (Zeidner et al. 2002) i I. ricinus (Machackova et al. 2006;
Hork4 et al. 2009) nebo prokazani SAT efektu pifi pfenosu viru klistové encefalitidy
prostiednictvim SGE z klistéte 1. ricinus (Labuda et al. 1993c).
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2. CILE PRACE

1) Charakterizovat replikaci VKE v mySich makrofazich a ovlivnéni replikace VKE

kliStécimi slinami.

2) Stanovit produkci oxidu dusnatého v téchto buiikach a jeji ovlivnéni klistécimi slinami.

3) Stanovit produkci IFN-f v téchto butikach a jeji ovlivnéni kliStécimi slinami.

4) Otestovat vliv inhibice IFN drahy na replikaci VKE.

5) Otestovat vliv klistécich slin na apoptézu virem infikovanych makrofaga.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. MATERIAL

3.1.1. BUNECNE LINIE

V pokusech byly pouzivany tii rizné mysi bunécné linie (PMJ2-R, IC-21 a P388/D1),
které byly vSechny kultivovany pti 37°C v médiu RPMI 1640 s 10 % bovinniho fetalniho séra
(BOFES), 1 % smési antibiotik (vysl. konc.: penicilin G - 100 j./ml; streptomycin - 100
pg/ml), 1% L-glutaminu (vysl. konc. 292 pg/ml) a 50 mM 2-merkaptoetanolu (vSe Biowest).

Linie PMJ2-R pochazi z peritonealnich makrofagti mysi kmene C57BL/6J, které byly in
vivo infikovany retrovirem J2 nesouci v-raf a v-myc onkogeny (Adami et al. 1993).

Linie IC-21 vznikla transformaci peritonedlnich makrofagi mysi kmene C57BL/6
pomoci viru SV40 (simian virus 40) (Mauel & Defendi 1971).

Linie P388/D1 byla ziskéna z lymfoidniho novotvaru indukovaného metylcholantrenem
z mysi kmene DBA/2 (Dawe & Potter 1957).

Pro stanoveni titru viru byly pouzity liniové PS buinky (odvozené z bunck praseci
ledviny) kultivované pii teploté¢ 37 °C v médiu L;s (Leibowitz) s3 % prekolostralniho
teleciho séra (PTS), 1 % smési antibiotik (vysl. konc.: penicilin G - 100 j./ml; streptomycin -
100 pg/ml) a 1% L-glutaminu (vysl. konc. 292 pg/ml) (vSe Biowest).

3.1.2. MYSI

Pro ziskéani peritonedlnich makrofagli a makrofagii z kostni diené byly pouzity samice
inbredniho mysiho kmene C57BL/6 (Velaz s.r.0.). Mysi byly chovany ve zvéfinci Katedry

medicinské biologie v Ceskych Budgjovicich za standardnich podminek.

3.1.3. VIRUS KLISTOVE ENCEFALITIDY

K infekci makrofagh byly pouZzity dva rizné kmeny zapadoevropského subtypu VKE —
prototypovy kmen Neudoerfl a kmen Hypr. Kmen Neudoerfl byl vyizolovan v roce 1971
v Rakousku z infikovaného klistéte I. ricinus. Kmen Hypr byl izolovan v roce 1953 na
Moravé z krve desetiletého pacienta, kterému byla diagnostikovana klistova encefalitida.
Kmen Hypr je vporovnani skmenem Neudoerfl vyrazné neuroinvazivnéjsi a
neurovirulentnéjsi.

Oba pouzité kmeny viri byly ziskany pomnozenim ve Vero buiikach.
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3.1.4. KLISTECI SLINY

Sliny byly ziskany z dospélych samic klistat . ricinus, které byly vlajkovou metodou
nachytany ve volné piirod¢ a poté byly ponechany sat na morceti po dobu 6-7 dni. Nasata
klistata byla pomoci oboustranné lepici pasky pfipevnéna k podloznim sklickim a na
hypostom a jednu z palp jim byla nasazena a nasledné¢ pomoci plasteliny zafixovana
sklenéna kapilara. Na hibetni cast téla byly podle velikosti klistéte képnuty 1-2 pl 5 %
roztoku pilokarpinu (Sigma) v 95% etanolu (Penta). Poté byla klistata umisténa do vlhké
komurky, kde byla ponechdna po dobu 2 hodin pii 37 °C. Béhem této doby dochazelo
k vylucovani slin do kapilar a vyprodukované sliny byly nasledn¢ sesbirany, sterilizovany
filtraci pres filtr (0,22 pm; Merc Millipore) a uchovany pii teploté -70°C.

Mnozstvi proteind ve slinach bylo uréeno pomoci metody pro stanoveni koncentrace

proteinli dle Bradforda (Bradford 1976).

3.1.5. INHIBITORY

V nékterych pokusech byly pouzivany inhibitory blokujici drdhu spousténou
prostfednictvim IFN typu I a to JAK inhibitor I (JAKi) a inhibitor LY294002.
JAK Inhibitor I — specificky inhibitor Janusovych kindz (Calbiochem).
LY294002 — specificky inhibitor fosfatidylinositol-3 kindzy (Sigma-Aldrich).

3.2. METODY

3.2.1. REPLIKACE VKE V MAKROFAZICH A JEJi OVLIVNENI KLISTECIMI SLINAMI

Pro tuto sérii pokusti byly pouzity liniové makrofagy (PMJ2-R, IC-21, P388/Dl),
peritonealni makrofagy nebo makrofagy ziskané z kostni diené mySi. Makrofagy byly
infikovany VKE (kmenem Neudoerfl nebo Hypr), se kterym byly inkubovany po dobu
1 hodiny, béhem niZ dochdzelo k adsorpci virovych ¢astic na povrch bunék. Po uplynuti
doby inkubace byly nenavazané virové Castice odmyty a bunky byly inkubovany v 96-
jamkové kultivacni desticce.

V ptipadé€, ze byl sledovan vliv kliStécich slin na replikaci VKE, byly pfed infekci
buiiky nejprve preinkubovany se slinami po dobu 1,5 hodiny.

V casech 2, 24, 48 a 72 hodin po infekci (hpi) byl odebirdn supernatant, ktery byl
zamrazen a uschovan pii -70 °C pro nésledné stanoveni titru viru.

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich.
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3.2.1.1. Priprava bun¢k

Bunecné linie (PMJ2-R, IC-21 a P388/DI): Buiky byly uvolnény proudem média
(PMJ2-R) nebo seskrabany ze dna kultivacni lahve (IC-21 a P388/D1), ptevedeny do podoby
bunécné suspenze a po spocitani v Biirkerové komtrce bylo potiebné mnozstvi bunék
odebrano do mikrozkumavek, ve kterych byly bunky centrifugovany pii 110 g po dobu
5 minut.

Vznikly pelet byl poté resuspendovan v kompletnim kultivaénim médiu RPMI (tj. RPMI
1640 s 10 % BOFES, antibiotiky, L-glutaminem a 2-merkaptoetanolem).

Peritonealni makrofagy (PM): Mys byla usmrcena zlomenim vazu a pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou jehlou ji bylo 3 ml vychlazeného zékladniho RPMI (tj. nic¢im
neobohaceného) vyplachnuto peritoneum. Ziskand bunécnéd suspenze byla drzena na ledu,
aby se zamezilo adherenci makrofagt, a v Biirkerové komtrce byl spocitan pocet bun¢k.

Potfebné mnozstvi bun¢k bylo nésledné centrifugovano pii 200 g, 4 °C po dobu
5 minut. Vznikly pelet byl resuspendovan v kompletnim RPMI.

Bunky byly nasledné nasazeny na 96-jamkovou kultivac¢ni desticku (TPP) po 200 pl na
jamku v mnozstvi 10° bunék/ml (bylo pogitano s tim, Ze peritonealni makrofagy tvori 20 %
z celkového mnozstvi bungk — tj. 2 x 10° bungk/ml). Buiiky byly inkubovany v termostatu po
dobu 4 hodin pti 37 °C a 5 % CO..

Poté byly neadherované buiiky odstranény 2% opakovanym promytim jamek 150 pl
kompletniho média RPMI. Po promyti byl vysledny objem ve vSech jamkach 200 pl.

Makrofagy z kostni direné (BMM): Mys byla usmrcena zlomenim vazu, zadni koncetiny
byly zbaveny kize a oddéleny tak, aby stehenni a holenni kost zlistaly neporusené. Kosti
byly dikladné ociStény a omyty. Poté byly odstranény konce kosti a pomoci injekéni
stiikacky s jehlou byly kosti promyty médiem MEM (Minimum Essential Medium; Sigma) a
to takovym zplusobem, aby doslo k uvolnéni kostni dfené. Tim byla ziskana bunééna
suspenze, kterd byla naslednd piefiltrovana pies 70 um sitko (Corning Falcon™) do
centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovana po dobu 8 minut pii 250 g a 4 °C.

Vznikly pelet byl resuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku 0,84% NH4Cl (Lachema) za
ucelem lyzovani erytrocytti. Po 2 minutach plisobeni lyza¢niho roztoku bylo pfidano 10 ml
MEM a buiiky byly centrifugovany po dobu 8 minut pii 250 g a 4°C.

Vznikly pelet byl resuspendovan v kompletnim kultiva¢nim médiu RPMI. Buiiky byly
nasledné spo¢itany a v mnozstvi 3 x 10° bundk/10 ml kompletniho RPMI s piidanym
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GM-CSF (vysl. konc. 20 ng/ml) byly nasazeny na bakteridlni kultiva¢ni misky (po 10 ml na
misku).

Bunky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C a 5 % CO; po dobu 8 dnti, pficemz
3. den bylo bunkam ptiddno 10 ml Cerstvého kultivacniho média RPMI s GM-CSF a 6. den
bylo bunikdm 10 ml média odebrano a opét ptidano 10 ml Cerstvého kultivaéniho média
RPMI s GM-CSF. Osmy den bylo odstranéno médium s neadherovanymi buiikami a
adherované buiky (makrofagy) byly ze dna misky seSkrabany, spocitdny, nafedény
v potiebném mnozstvi kultivatniho média RPMI a nasazeny na 96-jamkovou kultivacni
desti¢ku po 200 pl na jamku v mnozstvi 2 x 10° bunék/ml.

Poté byly inkubovany v termostatu po dobu 3 hodin pti 37 °C a 5 % CO,, aby doslo

k jejich adherenci na dna jamek.

3.2.1.2. Infekce bunek

K pfipravenym bunkam byl bud’ do mikrozkumavek (v ptipad¢ bunéénych linii), nebo
do jednotlivych jamek kultivacéni desticky (v ptipadé PM a BMM) pfidan virus (kmen
Neudoerfl nebo Hypr) v mnoZstvi MOI = 4 (tj. v mnoZstvi 4 virové ¢astice na bunku).

Buriky byly spolu s virem inkubovany po dobu 1 hodiny pti 37 °C a 5 % COs.

V ptipadé¢ sledovani vlivu klistécich slin pfedchazela infekci virem preinkubace bunék s
klistécimi slinami (vysl. konc. 10 pug/ml) po dobu 1,5 hodiny pii 37 °C a 5 % CO,. Skupiny,
k nimZz nebyly pfidavany sliny, byly doplnény odpovidajicim mnoZstvim kultiva¢niho

média.

Po uplynuti inkubaéni doby byly buiiky promyty od volnych, nenavazanych virovych
¢astic. Mikrozkumavky s bunéénymi liniemi byly 2x promyty centrifugaci (5 minut, 100 g,
4 °C). Promyté bunky byly resuspendovany v potfebném mnozstvi kultivacniho média a
nasledné byly nasazeny na 96-jamkovou kultivac¢ni desticku (200 pl/jamku) v mnozZstvi
2 x 10” bunék/ml.

PM a BMM byly zbaveny volnych virovych ¢astic odsanim 150 pl média z jamek a
pfidanim 150 pl nového kultivaéniho média. Tento postup byl nasledné 2x opakovan s tim,
ze vysledny objem po promyti byl ve vSech jamkach 200 pl.

Ke skupindm, které byly pted infekci preinkubovany s klistécimi slinami, byly sliny
znovu piidany (vysl. konc. 10 pg/ml). Skupiny, k nimZ nebyly pfidavany sliny, byly

doplnény odpovidajicim mnozstvim kultivaéniho média.
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Kultivacni destiCky s buitkami byly inkubovany v termostatu pii 37 °C a 5 % CO; a
v Casech 2, 24, 48 a 72 hpi byly z ptisluSnych jamek odebirany vzorky supernatantu (150 pl),

které byly zamrazeny a uskladnény pii -70 °C pro nasledné stanoveni titru viru.

3.2.1.3. Plakova titrace

Pro stanoveni mnozstvi virovych castic v odebranych vzorcich byla pouzita metoda
plakové titrace.

PS bunky byly za pomoci verzentrypsinu uvolnény ze dna kultivaéni lahve,
rozsuspendovany v kompletnim médiu L;s (tj. Lis s 3 % PTS, antibiotiky a L-glutaminem) a
nasledné spocitany v Biirkerové komirce. Po odebrani potfebného mnozstvi bunck byly
buiky doplnény médiem do pozadovaného objemu a umistény do lednice, aby se zamezilo
jejich adherenci.

Do 24-jamkovych paneltl (TPP) bylo pfidano po 180 pl média L;s na jamku, do kterého
byly pipetovany a nasledn¢ desitkovou fadou natedény jednotlivé vzorky (20 pl) odebrané
v ptedchozim bodu. K takto nafedénym vzorkim bylo nasledné¢ do kazdé jamky ptidano
300 pl suspenze PS bunck (v mnozstvi 3 x 10° bun&k/ml).

Panely byly inkubovany v termostatu 4 hodiny pii 37 °C a 0,5 % CO,. Poté byl obsah
jamek prevrstven 400 pl roztoku 2x koncentrovaného L;s média a 3% roztoku
karboxymethylcelul6zy (Sigma) v poméru 1 : 1. Panely byly inkubovany pii 37 °C a 0,5 %
CO; po dobu 5 dni.

Po uplynuti inkubacni doby doslo ke vzniku plakt, které byly zviditelnény barvenim.
Nejprve byly panely promyty v 0,9% roztoku NaCl (Lach-Ner) a poté byly po dobu 45 minut
barveny roztokem naftalenové Cerné (1 g naftalenové Cerne, 60 ml ledové kyseliny octové,
13,6 g octanu sodného, doplnéno do 1 1 destilované vody). Nésledné byly omyty pod tekouci
vodou a bylo spoc¢itdno mnozstvi vzniklych plakt, které byly viditelné jako neobarvena

loZiska virem zlyzovanych bunék mezi ostatnimi obarvenymi bunkami.

3.2.2. ZASTOUPENI INFIKOVANYCH BUNEK U JEDNOTLIVYCH SKUPIN MAKROFAGU

Ptiprava 1 infekce bunék v této sérii pokust byla provadéna stejnym zpiisobem jako ve

vyse uvedené postupu (viz bod 3.2.1.1. a 3.2.1.2.).
Bunky vSak byly namisto kultivace v 96-jamkové desti¢ce kultivovany na sklicku, na
kterém bylo pfipevnéno 16 odstranitelnych jamek. Tento systém umozioval kultivaci bunék

pfimo na mikroskopickém sklicku a nasledné pouziti na mikroskopii. U bunécénych linii se
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rovnéz liSila pouzivand koncentrace bunék, nebot’ bylo z divodu snazs§iho prohlizeni
preparatu zvoleno mensi mnoZstvi a to 5 x 10* bunék/ml. Koncentrace PM a BMM ziistala
neupravena.

Po infekci VKE (byl pouzivan pouze kmen Hypr, MOI = 4) a nésledném promyti od
volnych virovych c¢astic byly builkky inkubovany 48 hodin a poté byly fixovany a
imunofluorescencné znaceny. Znaceni bylo provadéno pfidanim primarni protilatky proti
flavivirovému proteinu E a fluorescencné znacené sekundarni protilatky. Preparaty byly
prohlizeny pod fluorescen¢nim mikroskopem.

V ptipadé, ze byl sledovan vliv klistécich slin, byly ptfed infekei builkky nejprve
preinkubovany se slinami (vysl. konc. 10 pg/ml) po dobu 1,5 hodiny.

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich.

3.2.2.1. Imunofluorescenc¢ni znaceni

Bunky infikované kmenem Hypr byly inkubovany ve vlhké komurce po dobu 48 hodin
pti 37 °C a 5 % CO; a poté byly fixovany ponofenim celého sklicka s jamkami (Thermo
Scientific Nunc) do roztoku acetonu (Penta) a methanolu (Penta) v poméru 1 : 1, ktery byl
vychlazen na -20 °C. Fixace probihala 10 minut.

Poté byly odstranény plastové jamky a na sklicku zlstaly pouze silikonové krouzky,
které tvofily dolni okraje odstranénych jamek. Po oschnuti skli¢ka bylo do kazdého krouzku
(zbytku po jamce) ptidano 40 pl PBS s 10 % BOFES na dobu 30 minut, ¢imz bylo
zabranéno nespecifické vazbé protilatek.

V mnozstvi 40 pl na ,jamku* byla pfidana mySi protilatka proti povrchovému E
proteinu flavivirti (Sigma-Aldrich) natedénd s roztokem PBS-T (PBS s 0,05 % Tween-20;
Sigma-Aldrich) v poméru 1 : 250. Nasledovala inkubace ve vlhké komtrce pii 37 °C po
dobu 1 hodiny.

Po uplynuti inkubace bylo sklicko 3xpromyto v PBS-T po dobu 1 minuty.

Poté byla ve stejném mnozstvi jako primarni protilatka ptfidana sekundarni anti-mysi
protilatka konjugovand s FITC (fluorescein-5-isothiokyanat; Sigma-Aldrich) nafedéna
s PBS-T v poméru 1 : 500 a opét nasledovala inkubace ve vlhké komiirce po dobu 1 hodiny
pti 37 °C.

Po uplynuti inkubace bylo sklicko promyto v PBS-T a nasledn¢ bylo do kazd¢ ,,jamky*
ptfidano 40 ul DAPI (Sigma-Aldrich) nafedéného deionizovanou vodou v poméru 1 : 1000.

Nasledovala inkubace pti 37 °C ve vlhké komiirce po dobu 10 minut.
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Po uplynuti inkubace bylo sklicko 3x promyto v PBS-T a byly odstranény silikonové
krouzky.

Po oschnuti byl na sklicko nakapan 2,5% roztok 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu
(DABCO; Sigma-Aldrich), preparat byl piekryt krycim sklickem a byl prohlizen pod
mikroskopem Olympus BX53 vybavenym CCD kamerou (Olympus DP-73), pomoci niz

byla pofizena fotodokumentace (viz Ptiloha 1 a 2).

3.2.3. PRODUKCE OXIDU DUSNATEHO V INFIKOVANYCH MAKROFAZICH

Na stanoveni produkce NO byly pouzity bunécné linie (IC-21 a PMJ2-R) a PM. Builky
byly pfipraveny a infikovany stejnym zplisobem jako ve vySe uvedené postupu pfi pfipravé a
infekci bunék pro stanovovani titru viru (viz bod 3.2.1.1. a 3.2.1.2.).

Kromé skupiny bunék infikovanych VKE (kmenem Neudoerfl nebo Hypr) byly navic
zahrnuty dvé kontrolni skupiny neinfikovanych bunc¢k, ke kterym bylo namisto viru ptidano
odpovidajici mnozstvi média L;s, v némz byly kultivovany Vero buiiky, v nichz byl pouzity
virus pomnozen. Prvni kontrolni skupina zahrnovala pouze neinfikované buiiky (negativni
kontrola), druha skupina (pozitivni kontrola) obsahovala neinfikované bunky stimulované
pfidanim LPS (vysl. konc. 100 ng/ml) a IFN-y (vysl. konc. 5 ng/ml pro bunécnou linii IC-21
a 10 ng/ml pro PMJ2-R a PM).

Bunky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C a 5 % CO; a pro jednotlivé Casové
intervaly (24, 48 a 72 hpi) byla pfislusnd kultiva¢ni desticka umisténa do -70 °C pro
nasledné stanoveni produkce NO.

Produkce NO byla stanovovana z rozmrazené¢ho obsahu jamek pomoci Griessova testu
zalozeného na detekci dusitani (NO;), kdy po pfiddni Griessova reagens dojde
v pfitomnosti NO, ke zméné€ zabarveni substratu a tato zména je nasledné detekovana na
spektrometru.

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich.

3.2.3.1. Griessuv test

Naredénim roztoku 0,1 mM NaNO, (Penta) do 96-jamkové kultivacni desticky
s plochym dnem byla sestavena kalibra¢ni pfimka.

Poté bylo do jednotlivych jamek na panel pfeneseno 100 pl vzorki, ke kterym bylo
ptidano 100 pl Griess reagens (Sigma).
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Panel se vzorky byl ponechan 15 minut ve tmé pii laboratorni teploté. Poté, co doslo ke
zméné¢ zabarveni, byla méfena absorbance pifi 540 nm na spektrometru (Synergy HI1

microplate reader; BioTek).

3.2.4. PRODUKCE IFN-B V INFIKOVANYCH MAKROFAZICH A JEJi OVLIVNENI
KLISTECIMI SLINAMI

Produkce IFN-B byla stanovovana ze supernatanti infikovanych bunék odebiranych
v Casech 2, 24, 48 a 72 hpi. Buiiky byly pfipraveny a infikovany stejnym zptsobem jako ve
vyse uvedeném postupu pii piipravé a infekei bunék pro stanovovani titru viru (viz bod
3.2.1.1.a3.2.1.2.).

Kromé& skupiny bunék infikovanych VKE (opét kmenem Neudoerfl nebo Hypr,
MOI =4), byla navic zahrnuta kontrolni skupina neinfikovanych bunék slouzici jako
negativni kontrola.

V ptipadé, Ze byl sledovan vliv klistécich slin, byly pfed infekci buiiky nejprve
preinkubovany se slinami (vysl. konc. 10 pg/ml) po dobu 1,5 hodiny.

Mnozstvi IFN-B ve vzorcich bylo stanovovéano sendvicovou metodou ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay).

VSechny pokusy byly provadény v triplikacich.

3.2.4.1. Stanoveni IFN-f3
Mnozstvi IFN-B ve vzorcich bylo stanovovano pomoci kitu LEGEND MAX™ Mouse
IFN-B ELISA Kit (BioLegend, Inc.). Postup byl provadén pfesné podle navodu vyrobce.

Absorbance byla métfena na spektrometru pii 450 nm.

3.2.5. VLIV INHIBITORU JAKi a LY294002 NA REPLIKACI VKE A PRODUKCI IFN-B
V INFIKOVANYCH MAKROFAZICH

Pro tento pokus byly pouzity pouze bunétné linie PMJ2-R a IC-21, které byly
pfipraveny a infikovany stejnym zplisobem jako ve vySe uvedené postupu pii piipravé a

infekci bunék pro stanovovani titru viru (viz bod 3.2.1.1. 2 3.2.1.2.).
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K infekci byl pouzit pouze kmen Hypr v infekéni davce MOI = 1. V tomto pokusu byly
pouzity inhibitory JAKi (inhibitor JAK) a LY294002 (inhibitor PI3K), které byly ptidany k
infikovanym bunkam rozdélenym na Ctyfi skupiny:

I. infikované bunky (Hypr, MOI = 1)

IL. infikované buiky + JAKi (vysl. konc. 1 uM) (preinkubace 30 minut pfed infekci)

III. infikované bunky + LY294002 (vysl.konc. 10 uM) (preinkubace 30 minut pted infekci)
IV. infikované bunky + LY294002 (vysl. konc. 10 uM) (bez preinkubace)

Kultivaéni desticky s buitkami byly inkubovéany v termostatu pti 37 °C a 5 % CO; a
v Casech 24 a 48 hpi byly z piislusnych jamek odebirany vzorky supernatantu (150 pl), které
byly zamraZeny a uskladnény pii -70 °C pro néasledné stanoveni titru viru (viz bod 3.2.1.3.) a
produkce IFN-B (viz bod 3.2.4.1.).

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich.

3.2.6. PREZIVANI A APOPTOZA INFIKOVANYCH MAKROFAGU OVLIVNENYCH
KLISTECIMI SLINAMI

Bunky byly pfipraveny a infikovany stejnym zplisobem jako pfi piipravé a infekci
bun¢k pro stanovovani titru viru (viz bod 3.2.1.1. a 3.2.1.2.).

Na rozdil od ptfedchazejici série pokusti byla pouZita pouze bunécnd linie PMJ2-R a
k infekei byl pouzit jen kmen Hypr (MOI = 4).

Kromé skupin obsahujicich infikované bunky a infikované bunky s ptidanymi klistécimi
slinami (vysl. konc. 10 pg/ml) byla navic zahrnuta skupina neinfikovanych bun¢k (kontrolni
skupina) a skupina neinfikovanych bunék s pfidanymi slinami (vysl. konc. 10 pg/ml).

Kultivaéni desticky s buitkami byly inkubovany v termostatu pii 37 °C a 5 % CO,,
V casovych intervalech 24, 48 a 72 hpi bylo stanovovéano piezivani bun¢k a byla méfena
aktivita kaspazy-3 (proapopticka signalizace) a serin-threoninové kindzy Akt (antiapopticka
signalizace) na pratokovém cytometru.

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich.

3.2.6.1. Pfezivani bunck
Ke sledovani  pfezivani bunék byl pouzit roztok  alamarBlue® Cell
Viability Reagent (Thermo Fisher Scientific, Inc.). Tento roztok obsahuje modré, slabé

fluorescen¢ni barvivo resazurin, které je v metabolicky aktivnich buiikach redukovano na
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rizovy, silné fluorescenéni resorufin. Resorufin lze poté detekovat pomoci absorbance ¢i
fluorescence a nasledné¢ tak stanovit zivotaschopnost bunék.
K pfislusSnym skupindm bun¢k bylo v jednotlivych ¢asovych intervalech ptidano 20 pl
roztoku alamarBlue® a buiiky byly inkubovany v termostatu 4 hodiny pii 37 °C a 5 % CO..
Po uplynuti doby inkubace byla na spektrometru stanovena u jednotlivych skupin bun¢k

fluorescence (excita¢ni vinova délka: 550 nm, emisni vlnova délka: 590 nm).

3.2.6.2. Stanoveni aktivity kaspazy-3 a Akt

Mnozstvi aktivni kaspazy-3 v buiikkdch bylo stanoveno pomoci kitu FITC Active
Caspase-3 Apoptosis Kit (BD Pharmingen™).

Bunky byly nejprve v jednotlivych ¢asovych intervalech pteneseny z kultivacni desticky
do mikrozkumavek. Nasledné bylo postupovano piesn¢ dle instrukci vyrobce, kdy byly
bunky promyty, fixovany a znaceny protildtkou rozeznavajici aktivni kaspazu-3. V bodé, ve
kterém byla ke vzorklim pridavana FITC znacena protilatka proti aktivni kaspaze-3, byla ke
vzorkim navic pfidana 20x fedénd APC (allofykocyanin) znacend protilatka proti aktivni
formé Akt (Miltenyi Biotec, Inc.).

Vzorky byly méfeny na pratokovém cytometru BD FACS Canto™ II s pouzitim
softwaru BD FACSDiva™ Software v. 6.1.3.

3.2.7. STATISTICKE VYHODNOCENI DAT

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu R (R Development Core Team
2008) metodou jednocestné analyzy variance (ANOVA). Statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami jsou v grafech oznaceny hvézdi¢kami (jedna hvézdicka pro p < 0,05, dvé pro
p < 0,01, tfi hvézdicky pro p <0,001).

Vsechny grafy ve vysledcich zobrazuji aritmetické priméry ze stanovenych hodnot a

chybové usecky v grafech predstavuji stfedni chybu priiméru (SEM).

-9



4. VYSLEDKY
4.1 REPLIKACE VKE V MAKROFAZICH A JEJI OVLIVNENI SLINAMI

Cilem této série pokusti bylo charakterizovat replikaci dvou odlisnych kment VKE (t;.
kmene Neudoerfl a Hypr) v riznych mysSich makrofazich a to jak v bunéénych liniich
(PMJ2-R, IC-21 a P388/D1), tak i v peritonedlnich makrofazich (PM) a makrofazich
derivovanych z kostni difen¢ (BMM). Replikace VKE byla sledovana v ¢asech 2, 24, 48 a
72 hpi.

Pti sledovani replikace VKE v bunéénych liniich se virus nejméné mnozil v linii IC-21 a
naopak nejvyssi replikace bylo dosazeno v linii PMJ2-R a to jak v ptipad¢ infekce kmenem
Neudoerfl (obr. 6A), tak v ptipad¢ infekce kmenem Hypr (obr. 6B). U linie P388/D1 se po

infekci kmenem Hypr pohyboval titr viru mezi dvéma zminénymi liniemi.

A Neudoerfl B Hypr
9 -
8 -
= 7 A
£
> 6 1
a
9 5
g
= 4
2
£ 3 F; — - —P388/D1
]
= 2 PMJ2-R
1 - 1 4
0 T T 1 0 T T 1
2 24 48 72 2 24 48 72
¢as [hpi] ¢as [hpi]

Obr. 6: Replikace VKE v bunéénych liniich IC-21, P388/D1 a PMJ2-R v ¢asovych
intervalech 2, 24, 48 a 72 hpi pfi pouziti dvou riznych kment viru — kmene
Neudoerfl (A) a Hypr (B), oba v pocatecni infekéni davece MOI = 4.
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Pti porovnani replikace kmene Neudoerfl a kmene Hypr v linii PMJ2-R je patrné, Ze
infekce virulentnéjSim kmenem Hypr vyvolala v ¢ase 24 hpi mirn€ vysS$i titr viru
v porovnani s kmenem Neudoerfl. Tento trend s postupem Casu (48 a 72 hpi) nartstal a

rozdily v titrech obou kment virt se staly vyraznéjsimi (obr. 7).

7 - PMJ2-R
= 6
£
S 5 1
(¥
ﬂ.o 4 -
S 3 -
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0 T T T
2 24 48 72
cas [hpi]

Obr. 7: Replikace virového kmene Neudoerfl a kmene Hypr (MOI = 4) v bunécné linii
PMIJ2-R v ¢asovych intervalech 2, 24, 48 a 72 hpi.

Kromé replikace VKE v bunécnych liniich bylo mnozeni viru (kmen Hypr) sledovano
rovnéz v PM a BMM. Na rozdil od replikace viru Hypr v bunéénych liniich nedochéazelo u
PM ani u BMM k tak vyraznému nartstu titru viru v zavislosti na ¢ase a u obou se mnozstvi

viru v odebraném supernatantu v pritbéhu ¢asu jen mirné zvySovalo (obr. 8A a 8B).

A B BMM
6 - PM 6 -
E 5 - 5 -
SN
2
T 4 -E\i/l/l 4 A
& 3 3 -
2 2 2 -
S
0 T T T 0 T T T
2 24 48 72 2 24 48 72
&as [hpi] &as [hpi]

Obr. 8: Replikace kmene Hypr (MOI =4) v PM (A) a v BMM (B) v ¢asovych intervalech 2,
24, 48 a 72 hpi.
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Poté, co bylo charakterizovano mnozeni VKE u jednotlivych skupin makrofagi, byl
testovan vliv kliStécich slin na tuto replikaci. Vliv klistécich slin byl sledovan béhem
replikace virového kmene Hypr v bunéénych liniich PMJ2-R a IC-21 a rovnéz u makrofagh
derivovanych z kostni dfené v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hpi (obr. 9).

U obou linii doslo v ¢ase 24 hpi vlivem kliStécich slin k signifikantnimu snizeni titru
viru a to o 11 % u linie PMJ2-R a o 15 % u IC-21 (obr. 9A a 9B). Stejny trend byl
pozorovan i 48 hpi, kdy vsak bylo snizeni daleko nizsi a statisticky nevyznamné. Po 72 hpi
bylo ptisobeni slin na titr viru u jednotlivych linii odlisné — u PMJ2-R doslo u skupiny
s pfidanymi slinami k signifikantnimu poklesu titru viru (o 4 %), zatimco u linie IC-21 doslo
k statisticky vyznamnému zvyseni titru (o 4 %). Stejny pokus byl minimalné 3% zopakovan
s podobnym vysledkem. V ¢ase 24 hpi doslo vzdy vlivem slin k statisticky vyznamnému
poklesu titru viru. V Case 48 hpi doslo rovnéz k signifikantnimu nebo alespoii trendovému
poklesu. V ¢ase 72 hpi byly naopak vysledky nejednotné, nebot’ doslo vlivem slin bud’
k signifikantnimu sniZeni, nebo naopak k statisticky vyznamnému zvySeni titru viru.

U BMM byl v ¢asech 48 a 72 hpi pozorovan vlivem slin trendovy pokles titru viru, ktery
vSak nebyl z diivodu velkych odchylek signifikantni (obr. 9C).
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Obr. 9: Vliv klistécich slin (10 pg/ml) na replikaci kmene Hypr (MOI = 4) v liniich
PMJ2-R (A) aIC-21 (B) a BMM (C) v ¢asech 24, 48 a 72 hpi.
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4.2. ZASTOUPENI INFIKOVANYCH BUNEK U JEDNOTLIVYCH SKUPIN
MAKROFAGU

Po provedeni piedchozich pokusii bylo pozorovano, ze replikace VKE v mySich
makrofazich se mezi jednotlivymi skupinami pouzitych makrofagh 1i$i. V navaznosti na to
byly provedeny pokusy, jejichz cilem bylo zjistit, zda se kromé odlisné miry replikace 1isi
jednotlivé skupiny makrofagi i zastoupenim infikovanych bun€k a zda muze byt toto
zastoupeni n¢jakym zptisobem ovlivnéno plisobenim klistécich slin.

S vyuzitim imunofluorescen¢niho znaceni virovych ¢astic bylo zjisténo, ze pfi infekci
virem Hypr se 48 hpi mnozstvi infikovanych a neinfikovanych bunék mezi jednotlivymi
skupinami makrofagi zna¢né liSilo (obr. 10A; ukéazka fotodokumentace viz Piiloha 1).
Nejvyssi zastoupeni infikovanych bunék bylo pozorovano u linie PMJ2-R (98,7 %), naopak
nejnizsi bylo stanoveno u BMM (1,7 %). U linie IC-21 byla infikovana neceld ¢tvrtina bunék
(22,7 %) au P388/D1 vice nez polovina (55,0 %).

Procento infikovanych bunék u jednotlivych skupin makrofagli korespondovalo s titrem
viru (obr. 10B), ktery byl stanoven z odebranych supernatanti metodou plakové titrace.
Nejméné se virus replikoval v BMM a se zvySujicim se procentudlnim zastoupenim
infikovanych bunék dochazelo ke zvyseni titru viru, ktery dosahoval nejvyssi hodnoty u linie

PMIJ2-R.
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Obr. 10: Procentudlni zastoupeni bunek infikovanych kmenem Hypr (MOI = 4) stanovené
48 hpi u jednotlivych skupin makrofagh — BMM, IC-21, P388/D1 a PMJ2-R (A) a tomu
odpovidajici replikace viru (B).
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Poté, co bylo stanoveno zastoupeni infikovanych bunck u jednotlivych skupin makrofagi,
bylo testovano, zda mtze byt toto zastoupeni ovlivnéno pfidanim klistécich slin.

Vlivem klistécich slin doSlo u linie IC-21 infikované kmenem Hypr v ¢ase 48 hpi
k signifikantnimu sniZeni procenta infikovanych bun¢k a to ze 43,1 % na 16,7 % (obr. 11A).
Vliv klistécich slin byl sledovan i u peritonealnich makrofagi, u kterych bylo vSak procento
infikovanych bun¢k velmi nizké (< 1 %) a vliv klistécich slin proto nemohl byt vérohodné
posouzen.

Procento infikovanych buné€k u linie IC-21 rovnéz odpovidalo replikaci viru, kdy bylo
pozorovano, ze ve skupiné s pfidanymi slinami doSlo ke statisticky vyznamnému poklesu

titru viru a to 0 10 % (obr. 11B). U PM nebyl patrny zadny vliv klistécich slin.
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Obr. 11: Vliv klistécich slin (10 pg/ml) na procentualni zastoupeni infikovanych bunék
(kmenem Hypr, MOI = 4) u linie IC-21 a u PM v ¢ase 48 hpi (A) a tomu
odpovidajici replikace viru (B).
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4.3. PRODUKCE OXIDU DUSNATEHO V INFIKOVANYCH MAKROFAZICH

Tato série pokusti byla provedena za ucelem zjisténi, zda a do jaké miry dochazi k
produkci oxidu dusnatého (NO) v mySich makrofazich po jejich infekci VKE.

V pokusech byla pouzivana jako pozitivni kontrola (PK) skupina neinfikovanych
makrofagii stimulovanych ptfiddnim LPS (vysl. konc. 100 ng/ml) a IFN-y (vysl. konc.
5 ng/ml pro IC-21 a 10 ng/ml pro PMJ2-R a PM). Negativni kontrolu (NK) pfedstavovaly
neinfikované a nestimulované makrofagy.

U bunéénych linii infikovanych virem Neudoerfl (MOI = 4) nebylo v ¢asovych
intervalech 24, 48 a 72 hpi pozorovano zadné zvyseni produkce NO v porovnani s negativni
kontrolou (obr. 12A a 12B). Stejnych vysledkii bylo dosazeno i pii infekci téchto linii
virulentnéj§im kmenem Hypr. U PM rovnéz nebylo vlivem infekce VKE zaznamenano
navyseni produkce NO a to i pfesto, ze byl pouzivan kmen Hypr ve vyssi infekéni davce

(MOI = 10) a obsah NO," ve vzorcich byl stanovovan i v ¢ase 96 hpi (obr. 12C).
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Obr. 12: Stanoveni mnoZzstvi NO,™ u linii infikovanych kmenem Neudoerfl (MOI = 4)
v ¢asech 24, 48 a 72 hpi (A, B) a u PM infikovanych kmenem Hypr (MOI = 10) po

24, 48,72 a 96 hpi (C). 35



4.4. PRODUKCE IFN-p V INFIKOVANYCH MAKROFAZICH A JEJi OVLIVNENI
KLISTECIMI SLINAMI

Tato série pokusti byla zamétfena na zjisténi, zda dochazi pod vlivem infekce VKE
v mySich makrofazich k produkci IFN-B a zda je tuto produkci mozné ovlivnit pfidanim
klistécich slin.

Nejprve byla sledovana produkce IFN-3 u bunécné linie PMJ2-R a to pfi infekci obéma
kmeny VKE - kmenem Hypr a Neudoerfl (MOI = 4) v ¢asech 2, 24, 48 a 72 hpi. Pokus
rovnéz zahrnoval skupinu neinfikovanych bunék.

V cCasech 2 a 24 hpi bylo stanovené mnozstvi IFN- u obou infikovanych skupin bunék
velmi nizké a neliSilo se (nebo jen velmi malo) od neinfikovanych bunck (obr. 13).
V ptipad¢ infekce virem Neudoerfl nedoslo k vzestupu produkce IFN-B ani v ¢ase 48 hpi
a vyraznéj$i narust vyprodukovaného IFN-f byl patrny az po 72 hodinach od infekce. U
skupiny infikované kmenem Hypr bylo zaznamenéno zvySeni produkce IFN- jiz v Case 48
hpi a v ¢ase 72 hpi doslo k velmi vyraznému vzestupu v mnozstvi vyprodukovaného IFN-f,

které bylo zna¢né vyssi nez v ptipade skupiny infikované kmenem Neudoerfl.
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Obr. 13: Mnozstvi IFN-B vyprodukovaného buiikami linie PMJ2-R pfi infekci kmenem
Hypr a Neudoerfl (MOI = 4) v ¢asovych intervalech 2, 24, 48 a 72 hpi.
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Pti sledovani produkce IFN-f u ostatnich makrofagh byl pouzivan pouze kmen Hypr,
ktery u linie PMJ2-R vyvolal vyssi produkci IFN-f.

U bunécéné linie P388/D1 byl pozorovan shodny vzestupny trend v mnozstvi
vyprodukovaného IFN-B jako u bunécné linie PMJ2-R s tim rozdilem, ze k vyraznému
vzestupu doslo jiz v Case 48 hpi (obr. 14A). Naopak u bunécné linie IC-21 byl sice v ¢asech
24 az 72 hpi rovnéz pozorovan vzestupny trend, naméfené mnozstvi vSak bylo velmi nizké a
k zadnému vyraznému nartistu nedoslo (obr. 14B). V piipadé PM a BMM byly hodnoty
naméfeného IFN-B rovnéz velmi nizké s maximem v Case 24 hpi (obr. 14C a 14D), pficemz

u PM byla pouzita vyssi infekéni davka (MOI = 10) a produkce IFN- byla pozorovana i v

case 96 hpi.
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Obr. 14: Mnozstvi IFN-f vyprodukovaného v linii P388/D1 (A), v linii IC-21 (B), v PM
(C) a BMM (D) po infekci kmenem Hypr.
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Vliv klistécich slin na produkci IFN- byl sledovan u buné¢né linie PMJ2-R (obr. 15).
V casech 2 a 24 hpi nebyl pozorovan zadny narust v produkci a ke zvySeni mnozstvi IFN-f3
doslo az v case 48 a 72 hpi. V té€chto Casech zaroven doslo vlivem kliStécich slin k statisticky
vyznamnému zvyseni produkce IFN-f a to 0 34 % v case 48 hpia o 151 % v Case 72 hpi.

Tento pokus byl nasledné 2x zopakovan se stejnym vysledkem. Totozny pokus byl
proveden rovnéz s bunécnou linii IC-21, u které vSak byla hodnota namérené¢ho IFN-
natolik nizka, ze nemohl byt pozorovan zadny rozdil mezi skupinou s pfidanymi slinami a

bez slin.
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Obr. 15: Vliv klistécich slin (10 pg/ml) na produkci IFN-B bunikami linie PMJ2-R
infikovanymi kmenem Hypr (MOI = 4).
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4.5. VLIV INHIBITORU JAKi a LY294002 NA REPLIKACI VKE

Tento pokus byl zaméfen na zjisténi, zda pouziti specifickych inhibitort, které ovliviuji
signalni drahu spousténou IFN-B, bude néjakym zptasobem ovliviiovat replikaci VKE
v liniich PMJ2-R a IC-21, popt. produkci IFN-f témito buiikami.

Pouzité inhibitory byly pted infekci bun¢k preinkubovany s buitkami po dobu 30 minut
a poté byly teprve infikovany kmenem Hypr (MOI = 1). V pfipad¢ inhibitoru LY294002
byla zahrnuta i skupina bez preinkubace.

Replikace VKE byla sledovana ve dvou intervalech - 24 a 48 hpi (obr. 16). V Case
24 hpi nebyl v titrech viru mezi jednotlivymi skupinami zaznamenan zadny signifikantni
rozdil. Po 48 hpi vSak doslo pod vlivem inhibitoru LY294002 ke statisticky vyznamnému
zvySeni titru viru. ZvySend replikace byla pozorovdna u obou skupin — tj. jak u skupiny
preinkubované s LY294002, tak i u skupiny bez preinkubace. K mensimu ale rovnéz

statisticky vyznamnému zvySenti titru viru doslo 1 ptisobenim inhibitoru JAKi.

Stejny pokus byl proveden i slinii IC-21, u které¢ vSak nebyl mezi jednotlivymi

skupinami ani pro jeden ¢asovy interval zaznamendn zadny rozdil.
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Obr. 16: Vliv inhibitorti JAKi (vysl. kone. 1 uM) a LY294002 (vysl. konc. 10 uM) na
replikaci viru v linii PMJ2-R infikované kmenem Hypr (MOI = 1).
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Kromé vlivu inhibitorti na replikaci VKE byl rovnéz sledovan jejich vliv na mnoZzstvi
IFN-B, které infikované makrofagy vyprodukovaly. Mnozstvi IFN-f bylo stanovovano pouze
u linie PMJ2-R a to v Case 48 hpi (obr. 17). Pod vlivem obou inhibitorii doslo k signifikantné
snizené produkci IFN-B. Pasobenim inhibitoru JAKi doslo ke snizeni mnozstvi IFN-B o
40 % a pod vlivem inhibitoru LY294002 ¢inil pokles 60 % u skupiny s preinkubaci a 67 % u

skupiny s inhibitorem bez preinkubace.
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Obr. 17: Vliv inhibitort JAKi (vysl. konc. 1 pM) a LY294002 (vysl. konc. 10 pM) na
produkci IFN-f buiikami linie PMJ2-R infikovanymi kmenem Hypr (MOI = 1).

U linie IC-21 nebylo mnozstvi IFN- stanovovano a to jak z divodu toho, Ze se pii
sledovani vlivu inhibitori na replikaci neprojevil Zadny rozdil mezi skupinami, tak 1 proto,

ze v predchozich pokusech bylo u linie IC-21 naméfeno jen velmi malé mnozstvi IFN-f.
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46. PREZIVANI A APOPTOZA INFIKOVANYCH MAKROFAGU
OVLIVNENYCH KLISTECIMI SLINAMI

Cilem téchto pokusti bylo zjistit, zda infekce kmenem Hypr ovliviiuje piezivani a
apoptdzu bunék a zda dochazi k néjaké zméné v ptitomnosti klistécich slin.

Prezivani bun¢k bylo sledovéno u linie PMJ2-R v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72
hodin po infekci kmenem Hypr (MOI = 4) (obr. 18). Metoda pouzitd na posouzeni
zivotaschopnosti bun¢k byla zalozena na metabolické aktivité¢ bun€k, pii niz dochazelo ke
zméné vlastnosti pouzitého barviva, které se ze slabé fluorescencniho ménilo na silné
fluorescencni. Mira fluorescence byla poté snadno detekovana.

V cCase 24 hpi vyvolala infekce kmenem Hypr statisticky vyznamny narist v prezivani
bunck a to 0 39 % (obr. 18). Tento narlst v prezivani infikovanych bunék byl zaroven
signifikantné snizen v piitomnosti klistécich slin a to o 20 %. U skupin neinfikovanych
bunék a neinfikovanych bun¢k s pfidanymi slinami se pfezivani nelisilo. V ¢ase 48 hpi byl u
obou skupin infikovanych bunék naopak pozorovan pokles v ptezivani, ktery byl
signifikantni pouze v pfipad€ skupiny infikovanych bunék s pfidanymi slinami (pokles vici

neinf. bunkam o 41 %). V Case 72 hpi nebyl mezi skupinami patrny zadny signifikantni

rozdil.
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Obr. 18: Ptezivani u bun¢k linie PMJ2-R infikovanych kmenem Hypr (MOI = 4)
v porovnani s neinfikovanymi buiikami (kontrolni skupina) a ovlivnéni ptezivani
kliStécimi slinami (10 pg/ml); jako 100 % zvolena primérna hodnota kontrolni
skupiny.
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Kromé detekce aktivity metabolismu bunck, bylo pfezivani bunék posuzovéano
z pohledu pfitomnosti fosoforylované (aktivni) formy Akt kindzy, kterd ma antiapopticky
ucinek a podporuje tim prezivani bunck.

Aktivita Akt byla stanovovana v ¢asovych intervalech 24 a 48 hpi pomoci APC znacené
protilatky proti fosforylované form¢ Akt. Naméfend mira fluorescence odpovidajici
mnozstvi aktivované Akt v jednotlivych vzorcich byla vyjadfena jako aktivita Akt
v procentech.

V case 24 hpi byl naznacen podobny trend jako v pfedchozim piipadé u posuzovani
prezivani bunék (obr. 19). V reakci na infekci kmenem Hypr doslo ke zvyseni aktivované
Akt, kterd byla vlivem klistécich slin snizena. Tento trend vSak nebyl u zadné skupiny
statisticky prukazny.

Po 48 hodindch bylo naopak pozorovano u infikovanych skupin sniZeni aktivni formy
Akt. Po pridani kliStécich slin navic doslo k signifikantnimu snizeni Akt vici skupiné
infikovanych bunék a to o 13 %. Statisticky vyznamné snizeni vsak bylo sledovano po

ptidani klistécich slin 1 u skupiny neinfikovanych bunék (o 28 %).
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Obr. 19: Ptitomnost aktivni formy Akt u bun¢k linie PMJ2-R infikovanych kmenem Hypr
(MOI =4) v porovnani s neinfikovanymi buiikami (kontrolni skupina) a ovlivnéni
aktivity Akt kliStécimi slinami (10 pg/ml); jako 100 % zvolena primérnd hodnota
kontrolni skupiny.
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Kromé zivotnosti bun¢k byla u bunééné linie PMJ2-R sledovana mira apoptoézy a to
prostiednictvim stanoveni aktivity kaspazy-3, jejiz fosforylovana (aktivni) forma hraje
dalezitou tlohu v procesu apoptdzy. Aktivni forma kaspazy-3 byla stanovena pomoci FITC
znacené protilatky proti fosforylované formé kaspazy-3 a na pritokovém cytometru bylo
urceno procento pozitivnich bun¢k v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hpi.

V case 24 hpi bylo procento bunék s aktivni kaspazou-3 u vSech skupin velmi nizké a
mirné¢ zvySené bylo pouze u skupiny neinfikovanych bunék (obr. 20). V ¢ase 48 hpi doslo u
infikovanych bunék k signifikantnimu navysSeni. Pfidané klistéci sliny pak u infikovanych
bunck zpilisobily statisticky vyznamny pokles v procentu bunék pozitivnich na aktivni
kaspazu-3 ato z 11,2 % na 7,4 %. V Case 72 hpi jiz tento pokles patrny nebyl, ale procento

bunck pozitivnich na aktivni kaspazu-3 bylo pod vlivem VKE stéle signifikantné zvySené.
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Obr. 20: Procento bungk linie PMJ2-R pozitivnich na aktivni kaspdzu-3 po infekci
kmenem Hypr (MOI = 4) a ovlivnéni kliStécimi slinami (10 pg/ml).
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5. DISKUZE

VKE je klistaty pfenaseny patogen, ktery zplisobuje zavazné neuroinfekéni onemocnéni
a fadi se mezi nejvyznamnéjsi arboviry v Evropé¢ a Asii. K pfenosu VKE na ¢lovéka dochazi
nejCastéji po prisati infikovaného klistéte, kdy se virus dostavd do organismu
prostiednictvim vyluCovanych slin. Mezi buiiky tvofici prvni obrannou linii pii vstupu VKE
do napadeného organismu patii makrofagy, které piedstavuji ucinny obranny mechanismus
proti invadujicim patogenim (Dorrbecker et al. 2010). Na druhou stranu jsou ovSem
makrofagy citlivé k ndkaze VKE a v piipad¢ jejich infekce ptedstavuji vyznamné misto pro

replikaci viru pfedtim, nez je dosazeno virémie (Labuda et al. 1996).

Hlavnim cilem mé prace bylo charakterizovat vztah mezi infekci VKE a mySimi
makrofagy a zjistit, zda dochazi k ovlivnéni tohoto vztahu slinami z kliStéte Ixodes ricinus.
Zaroven bylo mym tkolem pokusit se objasnit, jakou Ulohu hraje pfi replikaci VKE a jejim
ovlivnéni kliStécimi slinami produkce interferonu-f a oxidu dusnatého infikovanymi

makrofagy.

Replikace VKE v mysich makrofazich

Pro charakterizovani replikace VKE v makrofazich byly pouzity tfi odlisné mysi
makrofagové linie (PMJ2-R, IC-21 a P388/D1), peritonedlni makrofagy (PM) a makrofagy
z kostni dien¢ (BMM) ziskané z mysSi C57BL/6, které byly in vitro infikovany dvéma
ruznymi kmeny VKE — kmenem Neudoerfl a kmenem Hypr.

Zjistili jsme, Ze vSechny tfi pouzité bunécéné linie jsou k ndkaze VKE citlivé a dochazi
v nich k vyrazné replikaci VKE charakterizované zvySujicim se titrem viru v ¢ase (pro 24 a
48 hpi). Tento pozorovany trend se shoduje naptiklad s vysledky prace
Ahantarig et al. (2009), ve které byla rovnéz sledovana replikace VKE a to v bunécné linii
IC-21 infikované kmenem Hypr.

K virové replikaci dochdzelo pti pouZiti obou kmentt VKE. Pti srovnani replikace téchto
dvou kment vSak byla patrna urcita odliSnost. Pozorovali jsme, ze kmen Hypr, ktery je
charakterizovan vys$si virulenci projevujici se predevSim vysS§i mirou neuroinvazivnosti
(Wallner et al. 1996), dosahuje pfi replikaci v makrofagovych liniich vysSich titrGi nez
prototypovy kmen Neudoerfl. Tyto vysledky se shoduji naptiklad s pozorovanim Fialové et

al. (2010), ktera pii infekci dendritickych bunck (DC) zaznamenala vysSi procento
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infikovanych buné¢k pfi pouziti kmene Hypr nez pfi infekci kmenem Neudoerfl. Stejny trend
byl zjistén 1 pii infekci bunék A549 (linie vznikla z lidskych epitelovych bunék karcinomu
plic) (Overby et al. 2010).

Ptestoze byla replikace VKE zaznamenana ve vSech pouzitych bunéénych liniich, mira
replikace byla mezi jednotlivymi liniemi odlisna. Nejvyssich titrd VKE bylo dosazeno v linii
PMJ2-R, nizs8i mira replikace byla pozorovéana v linii P388/D1 a nejméné se virus replikoval
v linii IC-21.

Pii infekci PM a BMM byl prubéh replikace VKE v porovnani s bunéénymi liniemi
odlisny, nebot’ VKE dosahoval v téchto makrofazich jen nizkych titrt, které s casem

nartistaly pouze pozvolng.

Zda rozdily v titrech viru u jednotlivych skupin makrofaglh odpovidaji rozdilnému
zastoupeni infikovanych bunék, bylo sledovano pomoci imunofluorescenéniho znaceni
cileného na flavivirovy E protein. Tento na§ predpoklad, Ze titr viru stanoveny ze
supernatantu bude korespondovat s mnozstvim infikovanych bunék, se ukazal byt spravnym
a jednotlivé skupiny makrofagl se zastoupenim infikovanych bunék vskutku liSily. Nejvice
infikovanych bun¢k bylo pozorovano u linie PMJ2-R (98,7 %), u linie P388/D1 byla
infikovana vice nez polovina (55,0 %) a u linie IC-21 to byla necela ctvrtina bunék (22,7 %).

Pro odlisny pribéh replikace a rozdilné zastoupeni infikovanych bunék v jednotlivych
skupinach makrofagl se nabizi vysvétleni, ze citlivost k ndkaze VKE mize byt ovlivnéna
odliSnym stupném diferenciace pouzitych bunék. Tuto teorii podporuje prace
Kopeckého et al. (1991), ve které bylo zjisténo, ze PM z nedospélych inbrednich mysi (stafi
8—11 dni) jsou k infekci VKE prokazatelné vnimavéjsi nez PM z dospélych mysi (staii 25—
30 dni). Tato hypotéza je podpofena i skutecnosti, Ze buiiky linie IC-21, ve kterych se virus
replikoval méné, jsou vice diferenciované nez bunky linie P388/D1 (Walker & Gandour
1980) a jejich fenotyp nejvice pfipomina zralé, diferenciované makrofagy (Chamberlain et

al. 2009).

Viiv klistecich slin na replikaci VKE

Dal§im cilem v mé praci bylo zjistit, zda miize pfitomnost klistécich slin ovlivnit
replikaci VKE v mysich makrofazich. Vliv klistécich slin na virovou replikaci byl jiz diive
sledovan napt. u viru vezikuldrni stomatitidy (Hajnickd et al. 1998). V této praci byl

prokdzan pozitivni u¢inek SGE zkliStat Dermacentor reticulatus a Rhipicephalus
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appendiculatus na mnozeni viru. Podobnych vysledkii bylo dosazeno i v nasi laboratofi, kdy
doslo pod vlivem slin z klistéte 1. ricinus ke zvySeni replikace VKE v infikovanych DC
derivovanych z kostni dfen¢ (nepublikovana data).

V mé praci se ovSem pozitivni G¢inek kliStécich slin na replikaci VKE nepodatilo
potvrdit a v ¢asech 24 a 48 hpi byl u linii PMJ2-R a IC-21 naopak pozorovan vlivem
klistécich slin pokles titru viru. Toto snizeni bylo v ¢ase 24 hpi u vSech provedenych pokusii
signifikantni a po 48 hpi bylo pozorované sniZzeni rovnéz signifikantni, nebo alespon
trendové. V Case 72 hpi jiz vysledky nebyly tak jednotné a u linie IC-21 doslo vlivem slin ke
statisticky vyznamnému zvySeni titru viru, popt. nemély pfidané sliny zddny vliv. U linie
PMIJ2-R bylo po 72 hpi pod vlivem klistécich slin pozorovano bud’ signifikantni zvySeni
titru viru, nebo naopak statisticky vyznamny pokles.

Vliv klistécich slin na replikaci kmene Hypr byl sledovan i u BMM. V tomto ptfipadé

dochdzelo vlivem slin po 48 a 72 hpi k trendovému snizeni, které vSak nebylo signifikantni.

Krom¢ stanoveni vlivu klistécich slin na mnozstvi viru v odebranych supernatantech byl
sledovan vliv kliStécich slin na zménu zastoupeni infikovanych bunck. V tomto pokuse byla
pouzita linie IC-21 a peritonealni makrofagy. Rozdily v zastoupeni infikovanych buné¢k byly
posuzovany v ¢ase 48 hpi. Bylo zjisténo, ze pod vlivem klistécich slin doslo u linie IC-21
k signifikantnimu sniZeni poctu infikovanych bunék (ze 43,1 % na 16,7 %). Tyto vysledky
odpovidaji pozorovanému snizeni titru viru pod vlivem slin.

U PM bylo zjisténo jen velmi malé mnozstvi infikovanych bunc¢k (mén€ nez 1 %) a vliv
klistécich slin proto nemohl byt vérohodné zhodnocen. Klistécimi slinami nebyl v tomto
ptipad¢ ovlivnén ani titr viru. Pfi fluorescen¢ni mikroskopii v§ak bylo pozorovéno, Ze kromé
adherovanych PM byly pfitomné i jiné mensi buniky kulatého tvaru, které byly na rozdil od
PM téméf vSechny infikované a stanoveny titr viru tudiz mlZe byt zkreslen pfitomnosti
jinych infikovanych bunék a nemusi odpovidat skute¢né replikaci viru v PM.

Tyto vysledky se, stejn€ jako v pfipadé vlivu slin na replikaci viru, neshoduji s dosud
publikovanymi pracemi. Rozdilné ptisobeni klistécich slin bylo pozorovéno u DC
izolovanych ze sleziny, u kterych bylo pod vlivem slin prokdzano zvySené procento
infikovanych bun¢k a to pfi infekci kmenem Hypr 1 kmenem Neudoerfl (Fialova et al. 2010).
Odlisné vysledky pozorované u makrofagii a dendritickych buné¢k mohou vychazet z toho, Ze
roli jako DC (napf. Langerhansovy burky), které se zdsadné podileji na transportu viru do

uzlin (Labuda et al. 1996).
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I kdyz je snizeni titru viru vlivem klistécich slin neobvyklé, byly obdobné vysledky jako
v mé praci pozorovany i pii infekci lidskych myeloidnich DC virem dengue, kdy piitomnost

slin z komara Aedes aegypti snizovala procento infikovanych DC (Ader et al. 2004).

Uloha NO

DalSim cilem mé préce bylo zjistit, zda dochazi vlivem infekce VKE k produkci oxidu
dusnatého (NO). V nékterych pracich bylo prokazano, ze infekce peritonedlnich makrofagt
urCitymi flaviviry (napi. virem zluté zimnice, virem encefalitidy Saint Louis) vede
k produkci NO (Barros et al. 2009). Stejné zjisténi pro VKE doklada ve své praci i
Plekhova et al. (2007).

Rovnéz byl prokdzan antivirovy u¢inek NO béhem replikace flavivirti a to naptiklad u
japonské encefalitidy (Lin et al. 1997) ¢i dengue viru (Takhampunya et al. 2006).

Pokusy, ve kterych jsem ve své praci stanovovala mnozstvi NO, byly provadény
s kmenem Neudoerfl i virulentnéj$im kmenem Hypr a produkce NO byla sledovana v casech
24, 48 a 72 hpi. Z bunécnych linii byly pouZivany pouze linie IC-21 a PMJ2-R, nebot’ u linie
P388/D1 bylo prokdzano, Ze na rozdil od ostatnich makrofagli u ni nedochazi po stimulaci
LPS ¢i IFN-y k syntéze NO (Stuehr & Marletta 1987; Walloschke et al. 2010).

Ackoliv neékteré prace nasvédcuji tomu, ze jsou makrofagy schopné po infekci flaviviry
produkovat NO, nebyla u Zadné z pouZitych linii ani u PM ¢i BMM zaznamenéna zvySena
produkce NO vlivem infekce VKE. ZvySené mnozstvi NO nebylo stanoveno ani v piipadé
zvySeni infekéni davky na MOI = 10 a ani po prodlouZeni sledovaného ¢asového intervalu
na 96 hpi (u PM). Zadné rozdily nebyly patrné ani v piipadé, Ze byly vzorky pouzivané pro
méfeni obsahu NO* odebirany ze supernatantu nebo z bunééné suspenze.

I kdyz bylo v nékterych pracich prokazano, ze NO zastavé pii virové infekci protektivni
ulohu, jiné prace naopak potvrzuji nase vysledky. Kreil & Eibl (1995) ve své praci zjistili, ze
PM infikované VKE neprodukuji spontanné NO a virova infekce v tomto pifipadé pouze
»pripravuje’ makrofagy na produkci NO a k jejich aktivaci je zapotiebi jest¢ dalsi signal.
Rovnéz bylo zjisténo, Ze NO nesnizuje v piipadé infekce VKE virovou replikaci in vitro a
pti pouziti inhibitoru NO (aminoguanidinu) naopak dochazi k prodlouzeni primérné doby
preziti mysi infikovanych VKE (Kreil & Eibl 1996). Toto pozorovani poukazuje na to, Ze by

infekce VKE mohla spiSe nez k obran¢ ptispivat k patogenezi onemocnéni.
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Uloha IFN-p

DalSim cilem mé prace bylo zjistit, jakou ulohu hraje u infikovanych makrofagi
produkce IFN-B. U fady virt bylo pozorovano, ze po jejich infekci dochazi k tvorbé IFN-
(Takeuchi & Akira 2009). Rovnéz byla prokazéna dilezitost antivirového pisobeni IFN-f u
VKE (kmene Hypr) a Langat viru, ktery patii spolu s VKE mezi viry komplexu klistovych
encefalitid. Bylo zjisténo, Zze pii pouziti knockoutovanych modelii mysi s absenci
interferonového systému bylo u téchto mysi pozorovano vice fatalnich neurologickych
ptiznakt vyvolanych infekci VKE nebo Langat virem (Weber et al. 2014).

Ve své praci jsem zjistila, ze liniové makrofagy PMJ2-R produkuji IFN-B jak po infekci
virovym kmenem Neudoerfl, tak i v pfipadé infekce kmenem Hypr, pficemz infekce
virulentnéjsim kmenem Hypr mé za nasledek vySsi produkei IFN-B. Stejné vysledky, kdy
infekce virulentnéj$im kmenem vyvolala vyraznéjsi interferonovou odezvu, byly pozorovany
i v praci Fialové et al. (2010) a Overby et al. (2010).

Zajimavé je rovnéz pozorovani, ze ke zvySené produkci IFN-B dochézelo az po 48 hpi a
nejvyraznéj$i byla produkce az po 72 hpi. Toto zjisténi se shoduje s praci
Overby et al. (2010), kterd uvadi méfitelnou produkci IFN-B az 24 hpi. Toto zpozdéni je
vysvétleno tim, Ze sereplikace virovych ¢astic odehrdvda v membranach na
endoplazmatickém retikulu, kde se VKE ukryva pfed rozpoznanim imunitnimi mechanismy
hostitele (Overby et al. 2010; Miorin et al. 2012). Tento posun v produkci IFN-B miZe
zpusobit, ze dojde k infekci okolnich bunék diive, nez u nich dojde k navozeni antivirového
stavu. Vzhledem k tomu, Ze bylo prokézano, Ze VKE naruSuje JAK/STAT signalni drdhu
(Best et al. 2005; Werme et al. 2008), tak opozdéna produkce IFN-f3 mlze mit za nasledek

oslabeni antivirovych u¢inkl IFN-f.

Stejny trend v produkci IFN-f jako u linie PMJ2-R byl pozorovan i po infekci kmenem
Hypr u linie P388/D1, kdy doSlo k nartistu v produkci IFN-f rovnéz az po 48 hpi. U linie
IC-21 byla produkce IFN-B odliSnda a byly stanoveny o poznani niz§i hodnoty
vyprodukovaného IFN-B. KdyZz byl pokus s linii IC-21 zopakovén, nebyl naméfen téméf
zadny IFN-B. Toto zjisténi mlize vypovidat o tom, Ze ndmi pouzivané bunky této linie maji
néjaky defekt v interferonove dréaze.

U PM bylo maximum produkce IFN-B patrné 24 hpi a poté mnozstvi IFN-f mirné
klesalo. Hodnoty vyprodukovaného IFN-B byly v porovnéni s liniemi PMJ2-R a P388/Dl1
znaén€ niz8i. Stejny trend byl zaznamenan i v piipadé BMM. Nizké mnozstvi IFN-B

stanovené u PM a BMM lze vysvétlit tim, Ze bylo v porovnani s liniovymi makrofagy
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infikovano jen malé procento bunék a produkce IFN-B tedy nemohla dosahovat tak

vysokych hodnot.

Vliv klistecich slin na produkci IFN-f

Pti posuzovani tlohy klistécich slin jsme zjistili, ze pod vlivem kliStécich slin dochazi k
signifikantnimu zvySeni produkce IFN- a to o 34 % v case 48 hpi a o 151 % v Case 72 hpi.
Tyto vysledky koresponduji s podobnym experimentem provedenym v nasi laboratofi na
myeloidnich DC, kdy byla pod vlivem klistécich slin pozorovana zvysSena aktivita STAT1
(nepublikovana data), k jehoz aktivaci dochézi poté, co je nasledkem navazani interferonu na

IFNAR spusténa JAK/STAT signalni draha (McNab et al. 2015).

Ze ziskanych vysledku je ziejmé, Ze mezi zvySenou produkci IFN-f a zménou replikace
VKE pod vlivem klistécich slin u linie PMJ2-R neni piima souvislost.

Vysledky v case 48 hpi naznacuji, ze zvysena produkce IFN- pod vlivem klistécich slin
by mohla vést ke snizeni virové replikace v tento Casovy interval. Tomu vSak odporuje
odlisny charakter replikace VKE v ¢ase 72 hpi, kdy bylo pfi zvySené produkci IFN-f
pozorovano signifikantni snizeni nebo naopak zvySeni titru viru. Této skuteCnosti, ze
zvySena produkce IFN-B neovliviiuje replikaci VKE, nasvédcuje i fakt, ze stejny vliv
klistécich slin na replikaci VKE byl prokazan i ulinie IC-21, u niz pfitom nedochézelo
k navySeni produkce IFN-f.

Omezeny antivirovy uc¢inek IFN-B byl pozorovan jiz diive u infekce virem dengue
(Diamond et al. 2000). V této praci bylo zjisténo, Ze IFN-B ma sice antivirovy ucinek, ale
dilezitou roli pfitom hraje ¢as plsobeni. V piipad¢, ze byl IFN-B pfidan k bunkam pied
infekei, byl virus na uc¢inky IFN-f citlivy a dochazelo ke sniZeni titru viru. Pokud byl vSak
pfidan k infikovanym bunikam 4 nebo 24 hodin po infekci, tak ovlivnil replikaci viru jen

velmi omezené.

Viiv inhibitorii LY294002 a JAKi na replikaci VKE a produkci IFN-f

V této sérii pokusit bylo nasim hlavnim cilem zjistit, zda dochdzi pfi naruSeni IFN
signalizace pomoci specifickych inhibitori k néjaké zméné replikace VKE a schopnosti
produkovat IFN-B. PouZitymi inhibitory byly Jak inhibitor I (JAKi), ktery ma inhibi¢ni
ucinek na kindzy zrodiny JAK (Thompson et al. 2002), a inhibitor LY294002, ktery
specificky inhibuje PI3K (Vlahos et al. 1994), jenz je zahrnuta v PI3K/Akt draze, k jejiz
aktivaci dochazi po navazani IFN typu [ na IFNAR (Hervas-Stubbs et al. 2011).
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V ptipad¢ pouziti obou inhibitorti byl v ¢ase 48 hpi zaznamenan signifikantni pokles
v produkci naméteného IFN-B. Tento pokles byl vyrazngjsi v pfipadé pouziti L'Y294002.
Snizena produkce IFN-B zaroven odpovidala signifikantnimu zvySeni titru VKE. Toto
zvyseni titru viru bylo opét vyraznéjsi v piipadé pouziti inhibitoru LY294002.

Nase zjisténi naznacuji, ze replikace VKE je ovlivnéna piisobenim IFN-f a v pfipadé, ze
je hned na pocatku infekce zablokovana interferonova signalni draha, tak dochazi k naruseni
zpétnovazebné regulace produkce IFN-B a ke snizeni mnozstvi vyprodukovaného IFN-B. To
nasledné vede ke zvyseni replikace VKE.

Narusena produkce IFN-B vyvoland flavivirovou infekei pod vlivem plisobeni
LY294002 byla pozorovana jiz diive a to u viru japonské encefalitidy a viru dengue (Chang
et al. 2006). Srovnatelné vysledky byly rovnéZ zaznamenany v pifipadé infekce mysSich
peritonealnich makrofagt virem vezikularni stomatitidy, kdy pouziti inhibitoru LY294002

vyvolalo snizeni exprese IFN-f3 a zvyseni virové replikace (Schabbauer et al. 2008).

Prezivani a apoptoza u infikovanych bunék pod viivem klistécich slin

Poslednim bodem v mé praci bylo zjistit, zda se u infikovanych makrofagli méni mira
apoptdzy a zivotnost bunék a zda jsou tyto parametry ovlivnény klistécimi slinami. Pokusy
byly provedeny na buné¢né linii PMJ2-R, ktera byla infikovana kmenem Hypr.

Mira apoptozy bunék byla posuzovana stanovenim mnoZstvi aktivni formy kaspazy-3,
kterd zastava v procesu apoptdzy zasadni roli (Porter & Janicke 1999). Ve své praci jsem
pozorovala, ze v Case 24 hpi nedochdzelo u infikovanych bunék k téméetr zadné apoptoze a
mirné vyssi procento bunék pozitivnich na kaspazu-3 bylo zaznamenano pouze u skupiny
neinfikovanych bunék. V ¢ase 48 hpi doslo vlivem infekce ke znaénému zvySeni procenta
apoptotickych bunék, které bylo zarovei signifikantn¢ snizeno vlivem klistécich slin.

Toto pozorovani je shodné s vysledky Fialové et al. (2010), v jejiz praci bylo prokazéno,
ze infekce kmenem Hypr i kmenem Neudoerfl vyvolava u DC po 48 hodinach zvyseni
apoptozy. Rovnéz bylo zjisténo, ze zvySené procento apoptotickych bunck infikovanych
kmenem Hypr je sniZzeno pod vlivem klistécich slin (Fialova et al. 2010). Na rozdil od naSich
experimentll bylo ovSem procento virem infikovanych bunék vlivem klistécich slin v DC
zvyseno.

V ptipadé¢ makrofagové linie mlZe byt snizeni procenta apoptotickych bunék

v pfitomnosti slin diisledkem sniZeni procenta infikovanych bunék.
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Na zéklad¢ metabolické aktivity bunék jsme déle stanovovali Zivotnost makrofagu.
Bylo zjisténo, ze vlivem infekce dochazi po 24 hpi k mirnému zvyseni ptezivani. ZvySené
prezivani infikovanych buncék bylo souCasné signifikantné snizeno vlivem klistécich slin.
SniZeni, 1 kdyz jen trendové, bylo pozorovano i v ase 48 hpi. V tomto Case byl vSak
zaznamenan i pokles pfezivani oproti neinfikovanym skupinam.

Tyto vysledky soucasné koresponduji s namétenou mirou aktivované formy Akt, ktera
ma na Zivotnost bunék vyznamny vliv (Datta et al. 1999).

Pokud infekce bunc¢k vedla ke zvySeni jejich Zivotnosti, tak jeji snizeni kliStécimi
slinami 1ze stejn¢ jako v predchozim piipadé vysvétlit snizenym procentem infikovanych

bunék.

Na zékladé ziskanych vysledkl lze uvést, ze virus kliStové encefalitidy se v mysich
makrofazich mnozi rizné€ v zavislosti na jejich diferenciaci. Infikované makrofagy produkuji
IFN-B, jehoz produkce je ovlivnéna klistécimi slinami avSak nesouvisi jednoznac¢né s mirou
virové replikace. Ovlivnéni IFN signalizace specifickymi inhibitory se ovSem na replikaci
VKE projevuje. Virova infekce vyvolava u bunék makrofagové linie apoptozu, ktera je pod

vlivem klisStécich slin snizena.
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6. ZAVER

e VKE se mnozi v mySich makrofazich.
Nejvice se virus replikuje v makrofagové linii PMJ2-R, méné pak v linii P388/D1 a
nejméné v linii IC-21.
V primérnich kulturach makrofaghh (PM a BMM) se virus mnozi jen velmi malo.

e Makrofagy infikované VKE neprodukuji pod vlivem infekce oxid dusnaty.

e Infikované makrofagy produkuji pod vlivem infekce IFN-f.

e Kilistéci sliny zvysuji u infikovanych makrofagt produkci IFN-f.

e Produkce IFN-B ovlivnéna kliStécimi slinami nesouvisi jednozna¢né s mirou virové

replikace.

e Ovlivnéni IFN signalizace specifickymi inhibitory JAKi a LY294002 ma za nasledek

zvyseni virové replikace.

o KIlistéci sliny snizuji u infikovanych makrofagi apoptdézu vyvolanou VKE.
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7. SEZNAM ZKRATEK

AP-1
APC
BMM
BOFES
CNS
DABCO
DAPI

DC
DC-SIGN

DNA
dsRNA
ELISA
ER

FITC
GM-CSF
hpi

IFN
IFNAR
IL

IRF

IRS

ISG
ISGF3
ISRE
JAK/STAT
JAK1
JAKi

LPS
LY?294002

aktivatorovy protein 1 (z angl. activator protein 1)

allofykocyanin

makrofagy derivované z kostni dien¢ (angl. bone marrow-derived macrophage)

bovinni fetalni sérum

centrdlni nervova soustava

1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

4',6-diamidin-2-fenylindol

dendritické buniky (z angl. dendritic cells)

z angl. dendfritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
non-integrin

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
dvouvlaknova ribonukleova kys. (z angl. double-stranded ribonucleic acid)
z angl. enzyme-linked immunosorbent assay

endoplasmatické retikulum

fluorescein-5-isothiokyanat

z angl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

hodiny po infekci

interferon

receptor pro IFN-a a IFN-3

interleukin

interferonovy regulacni faktor (z angl. interferon regulatory factor)
inzulinovy receptorovy substrat (z angl. insulin receptor substrate)
interferonem stimulované geny

interferonem stimulovany genovy faktor 3

z angl interferon-stimulated response element

z angl. Janus kinase/signal transducer and activator of transcription

z angl. Janus kinase 1

JAK inhibitor I (2-tert-butyl-9-fluoro-3,6-dihydro-7H-benz[h]-imidaz[4,5-
flisoquinoline-7-one)

lipopolysacharid

inhibitor fosfatidylinositol-3 kinazy
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M-CSF z angl. macrophage-colony stimulating factor

MDA-5 z angl. melanoma differentiation-associated gene 5

MHC hlavni histokompatibilni komplex (z angl. major histocompatibility complex)

NF-«B nuklearni faktor kappa B

NO oxid dusnaty

NOS syntaza oxidu dusnatého (e/i/nNOS — endotelovéd/inducibilni/neuronalni NOS)

OAS 2¢-5¢ oligoadenylat syntetaza

ORF otevieny Cteci ramec (z angl. open reading frame)

PAMP molekularni struktury typické pro povrch patogenti (z angl. pathogen-
associated molecular patterns)

PBS fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

PBS-T PBS s 0,05% ptidavkem Tween-20

PI3K fosfatidylinositol-3 kindza

PKR proteinkinaza R

PM peritonealni makrofagy

PRR receptory rozeznavajici struktury typické pro patogeny (z angl. pattern

recognition receptors)

prM prekurzor membranového proteinu M

PTS prekolostralni teleci sérum

RLR RIG-I-like receptory

RIG-1I z angl. retinoic acid-inducible gene |

SAT slinami aktivovany ptenos (z angl. saliva-activated transmission)

SGE extrakt ze slinnych 714z (z angl. salivary gland extract)

ssRNA jednovlaknova ribonukleova kyselina (z angl. single-stranded ribonucleic
acid)

STATI1 z angl. signal transducer and activator of transcription 1

TGF-B z angl. transforming growth factor

TLR Toll-like receptory

TNF faktor nadorové nekrozy (z angl. tumor necrosis factor)

TYK2 z angl. tyrosine kinase 2

VKE virus klistové encefalitidy
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9. PRILOHY

Priloha 1: Imunofluorescen¢ni znaceni E proteinu VKE (kmen Hypr) u BMM a
bunécnych linii IC-21, P388/D1 a PMJ2-R; pozorovano pii zvétSeni 400x (A)
a 600 x (B).

BMM

I1C-21

P388/D1

PMJ2-R
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Priloha 2: Imunofluorescencni znaceni E proteinu VKE kmene Hypr (zelena) u bunécné
linie IC-21 s/bez piidanych klistécich slin (10 pg/ml); bunécna jadra dobarvena
pomoci DAPI (modré). Pozorovano pii zvétseni 400%.

IC-21 + kliStéci sliny I1C-21

=9
<
a
+
v
>
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