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1 UvVOoD

11 KUZE

poskytuje dulezitou bariéru mezi télem a prostiedim a zabranuje tak vyS$im ztratam vody a
pronikéani potencidlné Skodlivych environmentalnich latek a mikroorganismi. Kromé dobie
charakterizované mechanické bariérové funkce tvoii kiize aktivni bariéru, ktera poskytuje

prvni linii imunologické obrany proti infekci (Bailey et al., 2014; Pasparakis et al., 2014).

1.1.1 Stavba kuze
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Obr 1: Stavba kiize (Lawton, 2019).

Kuze se sklada z n¢kolika vrstev (Obr. 1). Vnéjsi vrstva klize se nazyva epidermis a je
zcela avaskularni. Z toho divodu je zavisla na dermis, kterd ji skrz bazalni membranu zajistuje
vyzivu a odvadi odpadni latky. Epidermis je tvofena z 95 % keratinocyty, zbylych 5 %
predstavuji dalsi bunécné struktury jako melanocyty, Langerhansovy buiikky a Merkelovy
bunky. Hlavni funkci epidermis je vytvatet bariéru pied vnéjsimi faktory, zabranit ztraté vody
a udrzet homeostazu.

Epidermis je sloZzena ve vétsing Casti téla ze 4 vrstev: stratum corneum, stratum

granulosum, stratum spinosum a stratum basale. V mistech, kde se vyskytuje nejtenéi kiize

lidského téla, je jesté navic 5. vrstva, a to stratum lucidum (Obr. 2) (Lawton, 2019).
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Obr. 2: Stavba epidermis (Lawton, 2019)

Vnitini vrstva kiize se nazyva dermis a je od epidermis oddé¢lena bazalni membranou.
Mezi jeji funkce patii podpora epidermis, ochrana vnitinich vrstev kiize pted mechanickym
poranénim a také se podili na procesu hojeni ran. Hlavni stavebni bunky dermis jsou
fibroblasty a hlavni pojivovou tkéani je kolagen spolecn¢ s elastinem. Dermis je tvoiena
ze dvou vrstev, a to z tenci stratum papillare, ktera obsahuje fidké kolagenni vazivo a silngjsi

stratum reticulare, ktera obsahuje husté kolagenni vazivo (Lawton, 2019).

1.1.2 Keratinocyty

Keratinocyty jsou nejpocetnéjsi stavebni buiky epidermis. Keratinocyty na rozdil
od melanocyt a Langerhansovych bun¢k jsou mnohem vétsi. Pokud dojde k naruseni kiize
krev sajicimi ektoparazity (napft. klist'ata), keratinocyty jsou pravé jedny z prvnich bunék, se

kterymi tito parazité prichazeji do styku (Barbieri et al., 2014; Kotal et al., 2015).

Keratinocyty se tvofi ve vrstveé stratum basale a K jejich diferenciaci dochazi pfi jejich
pohybu vzhiiru smérem k stratum spinosum a granulosum, kde se za¢ne vytvaiet struktura
keratinu. Poté zacinaji vznikat mikrofilamenta a mikrotubuly, coz jsou zakladni stavebni
jednotky cytoskeletu. Cely tento proces se nazyva keratinizace neboli rohovaténi kuze.
K posledni fazi diferenciace keratinocytt dochazi ve stratum corneum, kde z keratinocyti
vznikaji mrtve, zplostélé bunky zvané korneocyty. Korneocyty jsou zrohovat¢lé burky, které
vytvari tvrdsi vrstvu kiize. Postupné pak na povrchu dochazi k tzv. deskvamaci, coz znamena
olupovani vnéjsich vrstev kize (Obr. 3). Cely tento proces diferenciace trva 28 dni
(Lawton, 2019).
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Obr. 3: Deskvamace kuze (Lawton, 2019).

Keratinocyty hraji vyznamnou roli ve vrozené imunité. Maji totiz schopnost
produkovat celou fadu signalnich proteind, tzv. cytokina a také v pfipad¢ zanétu prezentovat
antigeny pomoci MHC | a MHC II. Jelikoz keratinocyty pfichazeji do styku s patogenem jako
jedny z prvnich bunék, maji na svém povrchu specifické bilkovinné receptory, tzv. Toll-like
receptory. Tyto receptory jsou schopné rozeznavat cizi, nebezpeéné struktury zndmé jako
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), které se vyskytuji na povrchu patogennich
organismu. Aktivace Toll-like receptorti na keratinocytech je klicova pro vyvolani kozni
imunitni odpovédi, coz vede k pfevazné bunééné odpoveédi Th1 buiikami doprovazené aktivaci
interferont typu | (Feliciani et al., 1996; Grone, 2002; Miller, 2008; Matejuk, 2018;
Quaresma, 2019).

Produkce cytokinii keratinocyty

Cytokiny zajistuji bunécnou komunikaci mezi sousednimi bufikami (parakrinni
uc¢inek), mezi vzdalenymi buiikami (endokrinni ucinek) anebo plsobi na bunku, ktera je
produkuje (autokrinni u¢inek). Cytokiny produkované epitelovymi bunikami udrzuji v téchto
mistech normalni homeostatické mechanismy a mohou indukovat proliferativni zmény
funkce. Dysfunkce regulace cytokinii muze pfispivat k zanétlivym onemocnénim a pokud
dojde k nekontrolovatelné zanétlivé odpovédi, mohou se tyto cytokiny podilet na vzniku
autoimunitnich koZznich onemocnénich jako napft. psoridza (lupénka) nebo rosacea (riizovka)

(Feliciani et al., 1996; Li et al., 2017).

Keratinocyty produkuji né€kolik druhti interleukini s mnoha rozdilnymi funkcemi.
Keratinocyty mohou produkovat napi. IL-1, ktery se uplatiiuje v bunééné imunité a zahajuje

zénétlivou odpovéd’. IL-1 je pro keratinocyty chemotakticky, vyvolava zvysSenou expresi



keratinu 6, sniZzuje pfilnavost nékterych bakterii na keratinocyty a chrani keratinocyty
pted apoptdzou vyvolanou navdzanim TNF. Déle keratinocyty produkuji IL-6 a IL-8, které
podporuji zanét a IL-6 navic velmi podporuje proliferaci keratinocyti. Keratinocyty maji
schopnost produkovat i IL-10, ktery zanét naopak inhibuje. Keratinocyty mohou také
produkovat tumor necrosis faktor — napi. TNF-a, ktery mtize zptisobit smrt nadorovych bunék.
V neposledni fadé mohou produkovat i interferony — napf. INF-f a INF-A, které maji
antivirovy uc¢inek a pii virové infekci je jejich hladina zvysena. INF-)A je pro keratinocyty a
jiné epitelialni buniky (napft. hepatocyty) velmi typicky a hraje velmi dulezitou roli v odpovédi
na virovou infekci. Svym ptisobenim totiz chrani bunky proti mnoha druhtim viram. Samotny
INF-A se da vyuzit i jako terapeutikum, napt. proti viru hepatitidy C (Feliciani et al., 1996;
Grone, 2002; Hermant et al., 2014; Lépez et al., 2018; Garcia et al., 2018).

Exprese vySe zminénych cytokini je ovlivnéna nékolika faktory. Napi. rozpoznani
dvouvldknové RNA, kterd muze pochazet bud’ z vird nebo z poskozené buiky, Toll-like
receptorem vede ke zvysené expresi IFN-B, IL-8 a TNF-a. Dalsim ovliviiujicim faktorem
muze byt mechanické poskozeni kize, které zptisobi zvysenou expresi IL-6 (Piipponen &
Landén, 2020).

1.1.3 Imunitni odpovéd kiize

Imunitni reakce v kuzi jsou dulezité pro obranu hostitele proti patogennim
mikroorganismim. Kuze je organ obsahujici nékolik typti imunitnich bunék, které se podileji
na vrozenych a adaptivnich imunitnich reakcich. Schéma bunék imunitniho systému v kizi je

znazornéno na Obr. 4 (Quaresma, 2019).
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Obr. 4: Schéma bun¢k imunitniho systému v kazi (Quaresma, 2019).



Velmi dilezZitou funkci v imunitni odpovédi maji antimikrobialni peptidy (AMPs),
které chréni organismus proti infekci. Aktivovat AMPs mohou dva interleukiny, ato IL-17 a
IL-22. AMPs muze vytvaret n€kolik druhli bunék, jako napt. keratinocyty, fibroblasty,
dendritické bunky, monocyty anebo makrofagy (Quaresma, 2019; Nguyen & Soulika, 2019).

Langerhansovy buriky (LCS)

Langerhansovy butiky (LCS) jsou jedinym typem myeloidnich bunék nachazejicich se
v epidermis. LCs obsahuji charakteristicka Birbeckova granula, ktera hraji dulezitou roli
pii degradaci patogent. LCs na svém povrchu exprimuji molekulu langerin (CD207), kterd je
soucasti Birbeckovych granul a dokaze rozpoznavat a vazat sacharidy, diky ¢emuz pak LCs
1épe dokazou identifikovat patogeny. Dalsi marker, ktery je typicky pro kozni LCs, je CD1a.
Vyvoj koznich LCs je odlisny od ostatnich LCs, které ve vétSin€ piipadt vznikaji z prekurzora
Vv kostni dieni. Kozni LCs jsou odvozeny z myeloidnich progenitorovych bun¢k z jater nebo
ze zloutkového vaku. LCs se vyznacuji vysokou expresi MHC Il a vyskytuji se v prvni linii
pfi imunitni odpoveédi. Jsou to dulezité antigen prezentujici bunky, kdy antigen prezentuji jak
CDB8+ cytotoxickym T lymfocytam, tak CD4+ pomocnym T lymfocytim. LCs z kiize migruji
do spadovych lymfatickych uzlin, kde se vyviji imunitni odpovéd’ a béhem zanétu se rychlost

jejich migrace zvysuje (Rajesh & Hibma, 2019; Quaresma, 2019; Nguyen & Soulika, 2019).
Kozni dendpritické bunky (dDC)

Dendritické buniky, které se vyskytuji v dermis, jsou zndmé jako kozni dendritické
buniky (dDC). Podobnym zptsobem jako LCs migruji dDC do lymfatickych uzlin. Jsou to
profesionalni antigen prezentujici bunky, které¢ hraji dalezitou roli pfi prvotni adaptivni

imunitni odpovédi (Quaresma, 2019; Nguyen & Soulika, 2019).
Makrofagy

Makrofagy mohou byt dvojiho puvodu. Bud'to mohou vznikat z embryonalnich
progenitorovych bunék, které se v kuzi tvoii prenatalné a samy se obnovuji, anebo ¢astéji
vznikaji z monocytt, které dozravaji v makrofadgy, jakmile se dostanou do kize
(Ginhoux & Jung, 2014). Makrofagy maji velmi dutlezitou roli fagocytézy patogend a
nekrotické tkané. Mimo jiné produkuji nékolik cytokint (IL-1, TNFa, IL-6) a chemokind,
které indukuji rozvoj supresivni nebo prozanétlivé odpovédi a podili se na procesu hojeni ran.

.....

M2 (Nahrendorf & Swirski, 2016; Nguyen & Soulika, 2019).



Zirné buiiky

Zirné buiiky se nevyskytuji v prvni linii, ale jsou pfitomny az ve spodni vrstvé dermis.
Zirné buiiky vstupuji do kiize z kostni dené jako progenitorové buiiky a dozravaji az v misté
reakce na podnéty prostfedi. Zrani Zirnych bunék mohou ovliviiovat nékteré cytokiny,
napt. IL-3, IL-4, IL-9 a IL-10. U lidi se zirné buniky nachézeji ve vSech oblastech kiize, ale
nejvice jich je v pazich a nohéach. Hustota zirnych bun¢k v papilarni dermis se zvySuje s vékem
a jsou nejéast&ji lokalizovany v blizkosti nervovych vlaken. Zirné buiiky obsahuji granula,
ve kterych jsou preformované mediatory (napi. histamin, serotonin nebo tryptaza). Déle
mohou zirné bunky produkovat zanétlivé cytokiny a hraji dulezitou roli v alergiich, jelikoz
produkuji histamin a na svém povrchu maji receptory pro IgE (Quaresma, 2019; Nguyen &
Soulika, 2019).

Eosinofily

Eosinofily se také vyskytuji v dermis a poskytuji obranu proti parazitim, jelikoz
obsahuji pro parazity toxickd granula, jejichz obsah jsou schopny vypustit do prostiedi
(Jacobsen et al., 2012; Long et al., 2016). Aktivaci eosinofili zptisobi zvySena exprese

cytokinii produkovanych Th2 lymfocyty (Cook et al., 2011).
Neutrofily

Neutrofily se nachézeji v dermis a patéi mezi prvni imunitni buiiky, které migruji
do poranéné tkané (napf. mechanickym poranénim), kde zustavaji po dobu 2-5 dni a pak
dochazi k jejich apoptoze. Kdyz se tyto buiiky dostavaji do mista infekce, exprimuji receptory,
které rozpoznavaji mikroorganismy, a diky nim jsou neutrofily schopné se na né vazat a
nasledné¢ je fagocytovat. Ve fagolysozomech jsou piitomny mikrobicidni molekuly
(napf. reaktivni formy kysliku (ROS), oxid dusnaty nebo proteolytické enzymy) a pohlcené
mikroorganismy jsou tak zni¢eny (Quaresma, 2019; Nguyen & Soulika, 2019).

T lymfocyty

KiZze obsahuje rtizné typy lymfoidnich bun€k, z nichz vSechny jsou dilezité jak
v klidovém stavu, tak pfi zanétlivych reakcich. T lymfocyty jsou dilezitou slozkou adaptivni
imunity a hraji stézejni roli v obrané proti patogentim a nadoriim. Jejich dysregulace pfispiva
Kk rozvoji riznych onemocnéni. T lymfocyty dozravaji v brzliku, kde prochazeji preskupenim
somatickych genti vedoucim k expresi jedinecného T bunécného receptoru (TCR).

Béhem pozitivni selekce dochazi k eliminaci téch T lymfocytl, které nedokazou rozeznat



antigeny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC | a MHC I1). T lymfocyty, které
dokazou rozpoznat MHC I, maji na svém povrchu CD8 proteiny a T lymfocyty, které dokazou
rozeznat MHC I, maji na svém povrchu CD4 proteiny. CD4 a CD8 slouzi jako ko-receptor
TCR a napoméhaji v komunikaci s antigen prezentujicimi buiikami, ¢imz podporuji efektivni
odpovéd’ na antigen. K aktivaci T lymfocyti dochazi navazanim antigenu na TCR, nasleduje
mnoZeni a diferenciace T lymfocyti, ze kterych se stavaji bunky efektorové. Ty prispivaji
K odstranéni patogend a po jejich vymizeni 95 % efektorovych bunék podléhad apoptoze.

Ze zbyvajici T lymfocyti vznikaji pamét'ové bunky (Sabat et al., 2019).

Existuje specialni druh T lymfocytt tzv. yd T-lymfocyty, které maji odlisné slozeni
TCR. Tyto lymfocyty maji receptory sloZzené z y a & heterodiméri, které jsou homologni
s a a P fetézci TCR nalezenych na CD4+ a CD8+ T lymfocytech. y6 T-lymfocyty nedokazou
rozeznat antigeny prezentované pomoci MHC II, ale dokazou rozeznat alkylaminy, malé
fosforylované molekuly, lipidy (ty, které se v makroorganismech bé&zné nenachazi) a
proteinové a neproteinové antigeny, které nejsou prezentovany antigen prezentujicimi
bunikami. Pro yd T-lymfocyty neni prezentace antigenu pomoci MHC molekul tudiz potiebna,
¢imz se lisi od afy T-lymfocyti, které prezentaci antigenu pomoci MHC molekul potiebuji.
O funkci y6 T-lymfocytd v lidské kuzi toho zatim neni mnoho znamo, nicméné byla
pozorovana zvySend exprese yo T-lymfocyti béhem nékolika druhid onemocnéni kize

(melanom, leishmaniéza, lepra) (Cruz et al., 2018; Quaresma, 2019).

V mysi kuzi y6 T-lymfocyty vytvaii tzv. DETC (dendritické epidermalni T-
lymfocyty). V jiné ¢asti téla mysi toto uskupeni nebylo nalezeno. DETC ,,monitoruji* buiky
epidermis a jsou pfipraveny rozpoznat antigeny exprimované sousednimi keratinocyty a
reagovat na né. Pokud se keratinocyty nachdzi ve stavu bunécného stresu, DETC zac¢nou
sekretovat chemokiny, rastové faktory a cytokiny, které podporuji zanét kiize, zabiji nadorové
buriky a ucastni se hojeni ran. Tyto funkce byly popsany na mysi epidermis, nicméné je
potvrzeno, Ze populace yd T-lymfocytd je piitomna i v lidské epidermis spolecné
s prevladajicimi aff T-lymfocyty (Cruz et al., 2018; MacLeod & Havran, 2011).

B lymfocyty

B buiiky se v prubéhu koznich onemocnéni nachazeji v dermis a jsou spojeny se
zvySenymi hladinami IgM, IgE a IgG. B lymfocyty obvykle hraji tstfedni roli v humoralni
imunitni odpovédi, protoze syntetizuji protilatky. Kromé tvorby protilatek mohou
B lymfocyty fungovat jako antigen prezentujici buriky a produkovat cytokiny, které ovliviiuji

tkafiovou a systémovou imunitu. B lymfocyty migruji do ktize pies endotel, kde interaguji



s receptory selektinii (membranoveé glykoproteiny) a integrini (membranové proteiny, které
umoziuji pfilnuti bunék k podkladu). B lymfocyty migruji smérem k antigenu, kde antigen
prezentujici buiiky aktivuji naivni lymfocyty ptitomné v tkani. Mechanismy, kterymi B buiiky
ptispivaji k zanétlivé kozni patogenezi, zahrnuji interakci se slozkami vrozené imunity a
s T lymfocyty. B lymfocyty u koznich infekci hraji dulezitou roli nejenom v syntéze
specifickych protilatek, ale i v opsonizaci bakterii a v indukci fagocytézy makrofagy a
neutrofily (Quaresma, 2019; Nguyen & Soulika, 2019).

1.2 VIRUS KLISTOVE ENCEFALITIDY (TBEV)

Klistova encefalitida (TBE) je zptisobena virem klist'ové encefalitidy (TBEV), jednim
z nejrozsifenéjSich arbovirti v Evropé a v mnoha ¢astech Asie a je povazovana za jednu
lidskych ptipadt encefalitidy v Rusku a asi 3000 piipadt ve zbytku Evropy ro¢né. K pienosu
TBEV na ¢loveéka obvykle dochazi kousnutim infikovaného klistéte (Gritsun et al., 2003,;
Dorrbecker et al., 2010).

1.2.1 Taxonomie

TBEV se taxonomicky fadi do rodu Flavivirus, do ¢eledi Flaviviridae, kam patii i dalsi
lidské patogeny jako napft. virus Zika, virus Dengue, virus zapadonilské horecky nebo virus
japonské encefalitidy (Pulkkinen et al., 2018). Na zakladé sérologické a sekvenéni analyzy
byl TBEV rozdélen do tii podtypti: evropsky, sibiisky a dalnévychodni. Evropsky podtyp je
prenasen klistaty druhu Ixodes ricinus, kdezto sibifsky podtyp a dalnévychodni podtyp jsou
prenaseny klistaty druhu Ixodes persulcatus (Ecker et al., 1999).

1.2.2 Struktura TBEV

Viriony maji pramérné asi 50 nm a jsou slozeny z nukleokapsidy obklopene lipidovou
dvojvrstvou obsahujici dva obalové proteiny: E (obalovy glykoprotein) a M (membrénovy
protein). Hlavnim povrchovym proteinem virové Castice je E protein, ktery interaguje
sbunéénymi receptory a zprostiedkovdvd fuzi s membranou infikovanych bunék.
Intracelularni viriony obsahuji prekurzorovy prM protein, ke $t€peni prM na M furinem
dochazi pii uvolnéni viriond z bunék. Nukleokapsida se sklada z jednovldknové RNA

pozitivni polarity o velikosti 11-12 kb a kapsidového proteinu (C). Genom kdduje jeden



otevieny &teci ramec (ORF), ktery je obklopen 5 a 3" nekddujicimi oblastmi. Ten je nasledng
ptekladan do jednoho polyproteinu skladajiciho se z 3 400 aminokyselin. Polyprotein je
nastipan bunéénymi a virovymi protedzami na tfi strukturalni proteiny (C, M a E) a sedm
nestrukturalnich proteind (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5) (Lindquist &
Vapalahti, 2008; Mandary et al., 2019). Struktura virionu a genomu flavivira je na Obr. 5.
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Obr. 5: Struktura virionu * a genomu flavivira (Mandl, 2005).
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1.2.3 Replikace TBEV

V prvnim kroku se viriony vazou na povrch hostitelské bufiky svym obalovym
glykoproteinem E. Hostitelské buiky maji na svém povrchu glykosaminoglykany
(napft. heparansulfat). Virion interaguje s receptorem na povrchu hostitelské bunky a
za pomoci proteinu Klatrinu endocytézou vstupuje do bunky. Nizké pH endosomu indukuje
reorganizaci proteinu E virového obalu z dimert na trimery a za¢ne fOze virové membrany
s membranou endosomu. Tento proces vede k uvolnéni virového nukleokapsidu do hostitelské
cytoplazmy, tzv. odplasténi viru. Virovy genom v tomto momenté neni obaleny a dochazi
k jeho replikaci. Virove proteiny jsou syntetizovany ribozomy hrubého endoplazmatického
retikula (ER). Nov¢ syntetizované RNA jsou zachyceny proteinem C na cytoplazmatické
stran¢ ER. Komplex nukleokapsidu ziskéva strukturni proteiny E a M a lipidovy obal tim, ze
ptes membranu puci do lumen ER. V tento moment vznikaji nezralé ¢astice, které obsahuji
proteiny prM a E na povrchu a nejsou infekéni. Ty jsou nasledné transportovany siti Golgiho
aparatu a dozravaji v kyselém prostredi. Ke zrani virionu dochazi st€penim proteinu prM

proteazou furin hostitelskou bunkou. Tato kone¢na $tépna faze produkuje maly protein M a



iniciuje reorganizaci proteinu E za vzniku homodimert, které jsou kompetentni k nasledne
fOzi. Zralé ¢astice obsahujici protein M vystupuji z infikované buriky spolu s ¢aste¢né
vyzralymi a nezralymi Casticemi. Zralé a ¢aste¢né zralé castice mohou zah4jit novy cyklus
infekce, nicméné nezralé ¢astice nejsou schopny fuze, a tim padem nedokazou zahdjit novy
cyklus, jsou tedy neinfek¢ni (Mandl, 2005; Pulkkinen et al., 2018). Schéma replikace TBEV
je na Obr. 6.
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Obr. 6: Schéma replikace viru (Pulkkinen et al., 2018).

1.2.4 Pienos TBEV

TBEV se na ¢loveéka pienasi ve vétSiné piipadl klistétem. Po kousnuti infikovanym
klistétem pfijdou do kontaktu s virem jako prvni dendritické bunky a Langerhansovy buriky,
které pravdépodobné zprostiedkuji transport viru do spadovych lymfatickych uzlin a virus se
replikuje v lymfatickych uzlinach, coz vede k virémii. Nasledné se §ifi do dal$ich organt
vcetné CNS. Mimo pienosu TBEV klistétem jsou znamy dalsi ptilezitostné zpusoby pfenosu
na ¢lovéka napt. konzumaci infikovaného nepasterizovaného mléka (Wikel et al., 1994;

Ruzek et al., 2010).
Kliste

Klistata jsou krev sajici ¢lenovci piibuzni pavoukiim a Stirim. Je znamo téméi 900
druht klistat, z nichz 702 druht jsou klistata rodu Ixodes (Celed’ Ixodidae — tvrda klist'ata),
zatimco 193 druhi jsou klist'ata rodu Argas (Celed’ Argasidae — mékka klist'ata) a jeden druh

se vyskytuje v ¢eledi Nuttalliellidae (Guglielmone et al., 2010). Zivotni cyklus klistat rodu
Ixodes se sklada ze tii vyvojovych stadii — larva, nymfa a dospélec (Obr. 7). Klist'ata saji krev
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na vhodném jedinci ze dvou divodid — potiebuji dostatek potravy, aby se mohla vyvijet
z jednoho stadia do druhého a dospélé samice navic potiebuji dostatek potravy k produkci
vajicek. Kazda faze Zivotniho cyklu trva pfiblizné jeden rok (nejkratsi zivotni cyklus klistéte
trva v priméru ti'i roky) a poté je klisté pfipraveno vyvinout se do dalsiho stadia (Ruzek et al.,
2010). TBEV se dostane do t¢la klistéte pii sani krve z nékterého hostitele (nejcastéji hlodavci)
a nejprve infikuje buniky stéevni stény. Po infekci bunék stieva piechazi TBEV do slinnych

zlaz a k ptenosu dochazi béhem nasledného sani na jiném hostiteli (Nuttall et al., 1994).

T
Larva

Feeds on large and medium sized mammals
and humans

Feeds on small

/ mammals

7

)

\

(

Feeds on small and medium sized
mammals

Nymph

Obr. 7: Zivotni cyklus Ixodes ricinus 2.

Klistata jsou obligatni krev sajici ektoparaziti a mohou sat na né€kolika druzich
obratlovcil (obojzivelnici, plazi, ptaci, savci). Klistata potfebuji svym specidlnim sacim
ustrojim (hypostom s ha¢ky) narusit epidermis a proniknout tak ptes kuzi hostitele. Nasledné
ukotvi své saci Ustroji v kizi pomoci tzv. cementu (Kazimirova & Stibraniova, 2013).
V dusledku poranéni a protrzeni cév, ke kterému dochazi béhem poruseni epidermis, se
v dermis vytvoti krvava ranka, ktera slouzi k pferuSovanému sani krve klistétem a k sekreci
slin (Bartikova et al., 2020). Schématické znazornéni ziskani, vyvoje a ptenosu TBEV

klistétem je znazornéno na Obr.8.
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Obr. 8: Schéma pienosu TBEV klistétem (Simo et al., 2017).

1) TBEV se dostava do t&la klistéte spole¢né s krvi béhem sani na hostiteli.

2) TBEV zagina napadat stfevo.

3) TBEV pronikne epitelem traviciho traktu a napadne télo klist'at.

4) Patogeny se piesouvaji do slinnych zlaz.

5) Patogeny napadaji slinné Zlazy.

6) Patogeny se béhem krmeni dostavaji do nového hostitele spolu se slinami,
které pisobi proti hostitelské hemostaze, zanétu a imunitnim reakcim a
usnadnuji tim infekci hostitele. Pro pfehlednost schématu je na obrazku
znazornéna pouze polovina traviciho traktu a jedna slinna zlaza.

feeding cavity

Klisteci sliny

V piipadé, ze je klisté infikovano, infekéni agens se prenaseji prostfednictvim jejich
slin (Nuttall, 2019). Klistéci sliny jsou vylu¢ovany slinnymi zlazami, které také zprostiedkuji
nékolik daliich biologickych funkci (napi. sekreci cementu) (Simo et al., 2017). Parové slinné
zlazy tvofi ,,hroznovité* seskupeni lalicku (acini) umisténé na obou stranach télni dutiny
klistéte a predstavuji nejvétsi zlazy v jejich téle. Existuji dva hlavni typy lalicka slinnych
7l4z — agranularni a granularni. Zatimco u vSech druht klistat je pfitomen pouze jeden typ
agranularniho lalucku (typ I), u klistat z ¢eledi Argasidae je piitomen pouze jeden typ
granularnich laltcka (typ 1) a u klistat z Celedi Ixodidae se vyskytuje nékolik typu zaroven
(typ 1N, IIT a TV, ktery je specificky pouze pro samecky) (Obr.9). Agranularni lalacky (typ 1)
spojuji predni ¢ast hlavniho slinného kanalu a pfilezitostné i proximalni oblasti vedlejsich
kanalt, kdezto granularni lalacky (typu Il a Ill) jsou umisténé dal, a to v sekundarnich a

terciarnich kanalcich (Bonnet et al., 2018).
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Obr. 9: Seskupeni lalicku ve slinnych zlazach klistat z ¢eledi Ixodidae (Bonnet et al., 2018).

Multifunkéni slinné Zzladzy klistat hraji dulezitou fyziologickou roli nezbytnou
pro pieziti klistat béhem faze na hostiteli i mimo n¢&j (Bonnet et al., 2018). Klistéci sliny jsou
dulezitym biologickym materidlem, ktery tlumi obranyschopnost hostitele a usnadiuje sani,
aniz by si toho hostitel v§iml. Sliny maji proto mnoho specialnich funkci, napf. cytolytickou,

vasodilata¢ni, antikoagulaéni, protizanétlivou a imunosupresivni (Simo et al., 2017).

Cela imunitni reakce za¢ina v okamziku, kdy hypostom klistéte pronika ktizi hostitele
a narusi ji. Prvni bunky, které ptfijdou do kontaktu s klistécimi slinami jsou keratinocyty.
Dalsimi buiikkami, které se slinami reaguji, jsou Langerhansovy bunky, zirné bunky,
eozinofily, dendritické bunky a makrofagy (Francischetti et al., 2009). Klistéci antigen je
z velké ¢asti transportovan Langerhansovymi buitkami do spadovych lymfatickych uzlin a zde
je prezentovan T lymfocytim. V tento moment T lymfocyty za¢nou produkovat cytokiny a
spousti se protilatkova odpoveéd (Wikel et al., 1994; Wikel, 1996). Dilezitou roli v imunitni
odpovédi hostitele na klisté hraje histamin, ktery zptisobuje roztazeni cév a je mediatorem
zanétu. V misté, kde se klisté prichytilo na ktzi, dojde diky histaminu k zarudnuti a otoku, coz
klistéti komplikuje jeho saci proces. Histamin také potlacuje produkci slin klistétem (Nuttall &
Labuda, 2004).

Aby klistata mohla neruSené sat krev na hostiteli, umi mnoho imunitnich reakci
potlacit, napt. v jejich slindch jsou obsazeny specidlni proteiny, které dokaZou pifimo vazat
histamin a ten se pak nemuize Gcastnit imunitni reakce hostitele. Klist'ata dale dovedou potlacit
i hemostatické reakce hostitele. Hemostaza, ktera zahrnuje koagulaci, vazokonstrikci a
agregaci krevnich desticek, je prvnim vrozenym mechanismem obrany hostitele proti
mechanickému poranéni zplisobenému vniknutim klistéte do kiiZze. Tato reakce hostitele dale

zahrnuje aktivaci komplementu a vznik zanétu (Francischetti et al., 2009).

Buiiky, které jsou ovlivnény klistécimi slinami, mohou mit zcela odliSnou odpovéd,,

nez pokud klistécimi slinami ovlivnény nejsou. Napft. bylo zjisténo, ze pfi infekci bakterii
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Borrelia klistéci sliny vyvolaly silnou cytokinovou odpovéd lidskych primarnich
keratinocytli, kterd byla mnohem vétSi nez odpovéd” vyvolana pouze samotnou bakterii
bez klistécich slin (Bernard et al., 2016). Jaky vliv maji klistéci sliny na keratinocyty
pti infekci TBEV nebylo dosud publikovano, nicméné bylo prokazano, ze sliny komara Aedes
aegypti, ktery ptenasi virus Dengue (Celed’ Flaviviridae), zvysuji virovou infekci lidskych
keratinocytli potla¢enim vrozené imunitni odpovédi (Surasombatpattana et al., 2012). V dalsi
studii bylo prokazano, Ze sliny komaru rodu Aedes a rodu Culex, ktefi pienasi virus
zapadonilské horecky (WNV), maji na antivirovou odpoveéd’ keratinocytli inhibi¢ni ucinek
(Garcia et al., 2018). Klistéci sliny ptsobi i na ostatni buiiky imunitniho systému. V mnoha
ptipadech indukuji nebo potlacuji tvorbu riznych cytokint. Klistéci sliny u makrofagi
indukuji produkci IL-4 a IL-10 a naopak inhibuji tvorbu TNF a INF-y, u dendritickych bunék
inhibuji produkci IL-6, TNF a IFN-B a u lymfocytt indukuji tvorbu IL-4, IL-6 A IL-10, kdezto
tvorbu IL-2, IL-12 a TNF inhibuji (Kotél et al., 2015).

1.2.5 Ptiznaky TBE

TBE ma ve vétsiné piipadi asymptomaticky pribéh. U pribéhu symptomatického je
inkubacni doba vétSinou 7-14 dni (Dumpis et al., 1999). Pocate¢ni viremicka faze se obvykle
projevuje nespecifickymi pfiznaky podobnymi chiipce — horecka, Unava, malétnost, bolest
hlavy a téla (Lindquist & Vapalahti, 2008). Po této fazi nasleduje zlepSeni nebo dokonce
asymptomaticky interval. Pak se rozvine druha febrilni faze, ktera vypada u 50 % dospélych
pacientti jako meningitida, u 40 % dospélych pacientii jako meningoencefalitida a u 10 %
dospélych pacientti se miize objevit meningoencefalomyelitida (Bogovic et al., 2010). V druhé
fazi onemocnéni neni v séru ani plazmé detekovan zZadny virus. Pfiblizné 30 % pacientq, kteti
prod¢lali druhou f&zi onemocnéni, méa dlouhotrvajici nasledky a kvili tomu sniZzenou kvalitu

zivota (Blom et al., 2018).

8 days (range 4-28) S days (range 2-10) 7 days (range 1-21) Few days up to months

I Viral clearance in 65% of infected I

| No detectable virus

First phase Asyr::;zematic Second phase

Diffuse influenza
like symptoms

Symptom debut/
Hospitalization

Fever, fatigue,
general malaise,
body pain

Cranial nerve paralysis

spinal nerve paralysis
ataxia r

altered consciousness

Obr. 10: Schéma pribéhu TBE (Blom et al., 2018).
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1.3 INTERAKCE VIRU S KERATINOCYTY

Keratinocyty jsou hlavnimi buitkami epidermis a miZe v nich dochazet k replikaci
viru. S keratinocyty pfichazi do kontaktu zejména arboviry, které jsou pfenaSeny na obratlovce
kousnutim infikovanymi ¢lenovci. Mezi arboviry patfi mimo jiné i ¢eled’ Flaviviridae (Labuda
et al., 1996; Pulkkinen et al., 2018; Chessa et al., 2020).

1.3.1 Interakce flavivira s keratinocyty

Virus zapadonilské horecky (WNV), ktery zplsobuje velmi vazné onemocnéni, je
prenasen komarem rodu Culex do epidermis spole¢né s jeho slinami. WNV se za¢ne v kizi
replikovat a nasledné migruje do spadové lymfatické uzliny, coz vede k rozsahlé virémii a
v nékterych ptipadech k neurologickym symptomiim. Bylo experimentalné prokazéano, ze
keratinocyty jsou hlavnim cilem WNV. Titry viru produkovaného priméarni kulturou lidskych
keratinocyti dosahovaly hodnot 107 PFU/ml jiz za 30 hodin po infekci (Lim et al., 2011).
Tento fakt byl potvrzen i v jiné studii, kde kromé mnozeni viru v keratinocytech, byla
studovana navic i imunitni odpovéd’ keratinocyti na infekci WNV. V tomto experimentu byla
virova naloz testovana pomoci RT-PCR a piedpokladané zvySeni mnozstvi viru WNV se
potvrdilo u vsech testovanych MOI (0.1, 1 a 10) béhem 24 hod. Po 72 hod mnozstvi WNV
vzrostlo dvojnasobné pouze pii MOl = 0.1 a 1 a pti MOI = 10 byla pozorovana masivni lyza
keratinocytt. U infikovanych keratinocytll byla navic prokdzéna indukce interferonu typu | a
11 (IFN-B, IFN-A1 a A2). Dale bylo potvrzené i vyznamné zvySeni prozanétlivych cytokint
(TNFa, IL-6) a raznych chemokint (CXCL1, CXCL2, CXCL8 a CCL20) (Garciaetal., 2018).

Dalsim experimentem bylo prok&zano, ze keratinocyty jsou cilem i pro virus
Powassan, ktery zplsobuje velmi vaznou encefalitidu a je prendSen klistétem
Ixodes scapularis. Virus byl v keratinocytech detekovan metodou RNA hybridizace in situ

(Hermance & Thangamani, 2020).

V keratinocytech se mnozi i virus Dengue (DENV), ktery je pfenaSen komary
rodu Aedes. DENV jako prvni infikuje fibroblasty spolecné s keratinocyty. V tomto
experimentu byla infikovana lidska linie keratinocyti (HaCaT) a detekce viru byla provadéna
pomoci imunofluorescence v riznych ¢asovych intervalech. Procento infikovanych bunék
bylo kvantifikovano prutokovou cytometrii a zjistilo se, Ze 24 hodin po infekci exprimovalo
virovy protein E 10 % bunék a tento pocet se zvysil 48 hodin po infekci na pfiblizné 23 %.
Tento vysledek jasné ukazuje na replikaci DENV v keratinocytech. Pro potvrzeni tohoto
zjisténi byla jesté provedena plakova titrace pii MOI 10 ve tfech ¢asovych intervalech (24 hod,

48 hod a 72 hod po infekci) a bylo detekovano zvyseni titru viru v zavislosti na case. Nasledné
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byla jesté prokazana i produkce interferont typu I a typu III (IFN-f a [FN-A) a zvySeni sekrece
interleukint IL-6 a IL-8 (LOpez et al., 2018).

U viru Langat byla také studovana interakce s keratinocyty. Bylo prokazano, ze virus

prostiednictvim bunéfnych exosomill dokaze infikovat koZzni keratinocyty a endotelidlni

krevni buniky (Zhou et al., 2018).

Jedind experimentalni prace ukézala, ze se v keratinocytech mnozi i TBEV. Byly
pfipraveny primarni kultury bunék z ktize mysiho ucha. Ty byly nasledné inkubovany
za pfitomnosti viru po dobu 48 hodin. Ukazalo se, ze titry TBEV po 48 hod byly 107 PFU/mlI
a po dalsich 48 hod se titry viru udrzovaly téméf ve stejnych hodnotach (Labuda et al., 1996).
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2 CILE PRACE

1) Ptiprava primokultury mysich keratinocytt a jejich kultivace.

2) Infekce téchto bunék TBEV, detekce viru metodou [IFAT (Indirect
Immunofluorescence Antibody Test).

3) Mnozeni viru v keratinocytech (plakova titrace).
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3 MATERIAL A METODY
3.1 MATERIAL

3.1.1 Mysi

Pro ziskadni primarni kultury keratinocytii byla pouzita Cerstvé narozend (do 3 dnli
po narozeni) mlad’ata samic inbredniho mysiho kmene C57BL/6N (Velaz s.r.0.). Mysi byly
chovany ve zveéfinci Katedry medicinské biologie Jiho¢eské univerzity v Ceskych

Budgjovicich za standardnich podminek.

3.1.2 Primarni kultura

V pokusech byla pouzivana primarni kultura mysich keratinocytu, kterd byla prvni den
kultivovana pti 37 °C v ,,Plating” médiu (calcium-free MEM-a (Gibco), 1 % ATB, 1 % L-
glutamin, 2 % dialyzovaného BOFES (bovinni fetalni sérum; Gibco), 1 % insulin-transferin
selenium (Bio-Techne), 25uM CaClz, 5 ug/ml EGF).

Nasledujici den jim bylo toto médium vyménéno za rustové médium pro keratinocyty
(calcium-free MEM-a (Gibco), 1 % ATB, 1 % L-glutamin, 1 % BSA (bovine serum albumin),
1 % insulin-transferin selenium (Bio-Techne), 25uM CaClz, 0,5 ug/ml EGF a 0,2 % BPE
(bovine pituitary extract; Gibco)). Primarni kultura byla kultivovana pii 5 % COz.

3.1.3 Bunécna linie

Na stanoveni titru viru byla pouzita bunécna linie bunék PS (bunécna linie byla
derivovana z bun¢k praseci ledviny) kultivované pti teploté 37 °C v mediu L15 (Leibowitz)
3 % PTS (prekolostralniho teleci sérum, 1 % ATB a 1 % L-glutamin.

3.1.4 Virus klistové encefalitidy
K infekci keratinocytll byl pouzit kmen Hypr pomnozeny na bunikach VERO. Titr
tohoto kmene je 7,7x10” PFU/ml.

3.1.5 Klistéci sliny
Sliny byly ziskany z dospélych samic klist’at Ixodes ricinus, které saly na morcatech

po dobu 6-7 dnti. Kazda samice byla pfipevnéna na podlozni sklicko za pomoci oboustranné
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lepici pasky a na hypostom a jednu palpu jim byla nasazena kapilara, ktera zachytavala jejich
sliny. Tato kapilara byla jesté navic fixovana pomoci plasteliny. Poté byl na hibet samic
nakédpnut 1 pl 5 % roztoku pilokarpinu (Sigma) v 95 % etanolu (Penta), aby se indukovalo
slintdni. Samice klistat byly nasledné¢ umisténé do vlhké komirky, kde byly ponechany
2 hodiny v termostatu pii 37 °C a 5% CO2. Po této dobé byly sesbirany sliny, spojeny,
sterilizovany filtraci pies filtr 0,22 pm a uchovany pti teploté -70 °C. Ve slinach byl poté urc¢en
obsah proteinu pomoci metody pro stanoveni koncentrace proteint dle Bradfordové (Bradford
1976). Pro tuto praci byly pouzity sliny v koncentraci proteinu 500 pg/ml, 400 pg/ml a
340 pg/ml. Sliny byly vzdy natedény Growth médiem na koncentraci 10 pg/ml.

3.2 METODY

3.2.1 Ptiprava primarni kultury keratinocyti

Po odejmuti mldd’at od matky, byla mldd’ata zchlazena a zabita dekapitaci a byl jim
odstranén ocas a nohy. Nasledné jim byla nastfihnuta hibetni ¢ast kiize, ktera byla ihned poté
stazena. V dal§im kroku byla kiize umisténa do Petriho misky s 0,25% trypsinem (Sigma)
v HBSS epidermis nahoru a ziistala takto namoc¢ena pies noc pii 4 °C.

Vlastni trypsinizace prob¢hla pti 37 °C a 5% CO2 15 minut. Poté byla kiize vloZzena
do ,,Air"“ média (RPMI-1640, 10 % BOFES, 1 % ATB) a nasledovalo odd¢leni epidermis
od dermis. Ze spodni strany epidermis byly seskrabany keratinocyty. Buiiky byly 2x promyty
v ,,Air" médiu (5 min p#i 1000 rpm, 4 °C) a 2x v ,,Plating” médiu, ve kterém se jiz ponechaly.
Keratinocyty byly spocteny v Biirkerové komirce, ¢ast jich byla nasazena na panel
0 96 jamkach nebo na sklicka o 6 jamkach a ¢ast jich byla zmrazena.

Keratinocyty se nasazovaly v rizném mnozstvi. Na sklicka o 6 jamkach bylo vzdy
nasazeno 500 pl/jamku bunééné suspenze v mnozstvi 2 x10° bunék/ml a na panel
0 96 jamkéach bylo nasazeno 200 pl/jamku bun&éné suspenze V mnozstvi 3 x 10° bunék/ml.

Keratinocyty, které byly nasazeny na panel nebo skli¢ka, byly prvni noc kultivovany
Vv ,,Plating* médiu pii 37 °C a 5% CO2 a dalsi den jim bylo toto médium vyménéno za riistové
médium pro keratinocyty. Keratinocyty byly dale kultivovany v termostatu pii 37 °C a

5% COz2 a vyména ristového média probihala kazdy druhy den.

Keratinocyty na zmrazeni byly v ,,Plating” médiu rozsuspendovany do kryozkumavek
po 900 ul a k nim bylo piidano 100 ul dimethylsulfoxidu jako kryoprotektiva. Nasledné byly

buiiky zmraZzeny a uchovany v tekutém dusiku.
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3.2.2 Infekce keratinocytl

Keratinocyty byly vzdy na kazdém skli¢ku ¢i panelu rozdéleny do dvou skupin:
se slinami a bez slin. Ze vSech jamek bylo odsato médium a ke skuping se slinami bylo pfidano
100 pl/jamku klistécich slin v koncentraci proteinu 10 pg/ml. Ke skupiné bez slin bylo misto
slin ptidano pfislusné mnozstvi ristového média. Preinkubace trvala 1hod v termostatu
pti 37 °C a 5% COa.

Po uplynuti 1 hod byl ke keratinocytiim ptidan virus kmene Hypr v mnozstvi MOI1=100
a MOI=1 (hodnota MOI udava, kolik virovych ¢astic piipadd na jednu bunku). Virus byl
ptidan v mnozstvi 100 ul /jamku a poté nasledovala adsorpce 1 hod v termostatu pii 37 °C a
5% CO:a.

Po hodinové adsorpci byl virus odsat a keratinocyty byly 2x promyty ristovym
médiem v mnozstvi 200 pl/jamku, aby se odmyly nenavazané virové Castice. Ke skupiné
se slinami, bylo pridano 200 pl /jamku slin v koncentraci proteinu 10pg/ml a ke skupiné
bez slin bylo pfidano piislusné mnozstvi ristového média. Sklicka nebo jamky s keratinocyty
byly ve vétsing pokust inkubovany: 1 den, 3 dny a 7 dnii po infekci (dpi) pii 37 °C a 5% CO..

V kazdém casovém intervalu byly odebrany vzorky, které byly nasledn¢é zmrazeny a

uchovany -70 °C pro pozd¢jsi stanoveni titru viru.

3.2.3 Plakova titrace
Pro stanoveni titru viru byla pouzita metoda plakové titrace, ktera byla provadéna

na PS bunkach.

PS buriky byly pomoci verzenu a trypsinu uvolnény ze dna kultivaéni lahve, nasledné
byly spocteny v Biirkerové komurce a nafedény do kultivaéniho média tak, aby m¢ély
vyslednou koncentraci 3x 10° bun&k/ml. Takto pfipravena bunééna suspenze byla uloZena

do lednice, aby se zamezilo adhezi bungk.

Plakova titrace byla provadéna na 24 jamkovych panelech. Nejprve bylo do vSech
jamek napipetovano 180 ul média L15, 3% PTS, 1 % ATB a 1 % L-glutamin a poté byl
titrovany vzorek desitkové fedén piimo v jamkach panelu. V nasledujicim kroku bylo pfidano
300 pl/jamku bunééné suspenze PS bunck. Obsah jamek byl promichdn a panely byly
inkubovany 4 hod v termostatu pii 37 °C a 0,5% CO2.

Po uplynulych 4 hod bylo do kazdé jamky napipetovano 400 pl pielivu, ktery byl

pted tim pfipraven smichanim 2x koncentrovaného kompletniho L15 média a 3% roztoku
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karboxymethylcelulozy (Sigma) v poméru 1:1. Panely byly inkubovany 5 dnu v termostatu
pti 37 °C a 0,5% CO2

Po 5 dnech bylo provedeno barveni paneli, aby doslo k zviditelnéni vzniklych plaki.
Panely byly nejprve promyty ve fyziologickém roztoku (0,9% roztok NaCl) a poté byly na
1 hodinu ponoieny do roztoku naftalenové ¢erné (1 g naftalenové cerng, 60 ml ledové kyseliny
octove, 13,5 g octanu sodného, dopinéno do 1 | destilovanou vodou). Po uplynuti 1 hod byly

panely promyty pod tekouci vodou a po ususeni byly spocitany plaky.

3.2.4 Imunofluorescence

Nejdiive byly jamky ve vSech ¢asovych intervalech 2x promyty PBS, poté bylo
do jamek ptidano 50 pl/jamku fixa¢niho roztoku (4% paraformaldehyd; ROTH) a sklicka byla
15 min inkubovana pfi laboratorni teploté.

Po inkubaci byly jamky 3x promyty PBS (50 pl/jamku), do vSech jamek bylo ptidano
50 upl/jamku 0,1% Tritonu X-100 (SERVA) na permeabilizaci bunék. VSe se nechalo

inkubovat opét 15 min.

Pak byly jamky promyty 2x PBS a bylo pfidano 50 pl/jamku 50mM NH4Cl z divodu
blokace autofluorescence formaldehydu. Sklicka byla inkubovdna 10 min. Tento krok byl

proveden 2x.

Po promyti PBS (2x) bylo do kazdé jamky pfidano 50 pl 10% BOFES v PBS
na 30 minut, aby bylo zabranéno nespecifické vazbé protilatek.

V nésledujicim kroku bylo ptidano 50 pl/jamku priméarni mysi protilatky proti proteinu
E nafedéné 1:250 v PBS-T (PBS s 0,05 % Tween-20; Sigma-Aldrich). V jedné sérii pokusi
byla pouzita navic jesté krali¢i protilatka proti keratinu (Anti-keratin 14; Biolegend) fedéna
1:250 v PBS-T, aby se odlisily keratinocyty od ostatnich bun¢k. Sklicka byla inkubovana
1 hod ve vlhké komurce pii 37 °C.

Po 1 hod byla sklicka 3x promyta PBS-T a bylo ptidano opét 50 pl/jamku sekundarni
anti-mysi protilatky (Anti-mouse IgG Fab2, Alexa Fluor 488; Cell Signaling Technology)
nafedéné v PBS-T v poméru 1:1000. Tato protilatka je fluorescenéné znacena, tudiz bylo
nutné pracovat mimo piimé svétlo. V jedné sérii pokusu byla jeSté navic pouzita druha
sekundarni anti-krali¢i protilatka (Anti-rabbit 1gG Fab2, Alexa Fluor 555; Cell Signaling
Technology) nafedéna v PBS-T 1:1000. Nésledovala inkubace 1 hod ve vlhké komurce
pii 37 °C.
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Po uplynuti inkubace byla sklicka 1x promyta v PBS-T a bylo pfidano 100 ul/jamku
DAPI (4,6-diamidin-2-fenylindol; Sigma-Aldrich), aby se obarvila jadra. Inkubace trvala

10 min ve vlhké komirce Vv termostatu pti 37 °C.

Nasledné byla sklicka 3x promyta PBS-T a ze skli¢ek byly odloupnuty plastové jamky.
Sklicka byla osusena a na né¢ bylo nakiapnuto DABCO (2,5% roztok 1,4-
diazabicyklo[2.2.2]oktanu; Ebioscience). Preparat byl prekryt krycim sklickem.

Preparaty byly poté prohlizeny pod mikroskopem Olympus BX53 vybavenym CCD
kamerou (Olympus DP-73). Timto mikroskopem byla pofizena i fotodokumentace. Souc¢asné
bylo pfi prohlizeni preparati vyhodnoceno % pozitivnich bunék na TBEV. V kazdém
casovém intervalu bylo vyhodnoceno 10 zornych poli. V jedné sérii pokusti byl preparat
prohlizen navic jesté pod konfokalnim mikroskopem Olympus Fluoview FW10i a na export
fotografii byl pouzit program FV10-ASW (ver.04.02).
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4 VYSLEDKY

4.1 DETEKCE VIRU METODOU IFAT V KERATINOCYTECH

Cilem této série pokusi bylo zjistit, jaké procento infikovanych bunék je pozitivnich
na TBEV pti MOl = 1 nebo MOI = 100 v riznych ¢asovych intervalech. Dalsim cilem
zhodnotit, zda je procento infikovanych bun¢k vyssi, pokud jsou buiiky ovlivnény klistécimi

slinami.

V Tab. I je vyhodnocen prvni pokus, kdy se poprvé sledovalo, zda virus keratinocyty
vubec infikuje. Z tabulky vyplyva, ze urcité procento keratinocytti bylo pozitivni na TBEV.
Nejvetsi procento infikovanych bunék bylo v ¢ase 7 dpi, a to pti MOI = 100 az dvojnasobné

oproti Casu 1 dpi. V €ase 3 dpi je procento infikovanych buné€k nizsi nez v ¢ase 1 dpi.

Tab. I: Mnozstvi infikovanych bunék.

Casovy interval | MOI | % pozitivnich bunék
0,
1 dpi 1 9,3%
100 13,4 %
1 4,0 %
3 dpi ’
P 100 50 %
0,
7 dpi 1 14,6 %
100 30,5 %

Béhem tohoto pokusu byla potizena fotodokumentace, kde zelené sviti bunky
infikované TBEV a modie vSechna buné¢na jadra keratinocytd. Na Obr.11 jsou keratinocyty
infikované pii MOI = 100, 3 dpi. V levé ¢asti obrazku je specificka fluorescence antigenu

viru TBE, v pravé stejna Cast preparatu barvena DAPI, ktery barvi modte pouze jadra bunék.

Obr. 11: Keratinocyty infikované TBEV. Antigen viru (vlevo) a jadra vSech bun¢k (vpravo).
Zvétseni 800X.
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Na Obr 12. jsou keratinocyty infikované pii MOI = 1, 3 dpi. V levé ¢asti obrazku je

opét specificka fluorescence antigenu viru TBE, v pravé stejna ¢ast preparatu barvena DAPI.

Obr. 12: Keratinocyty infikované TBEV. Antigen viru (vlevo) a jadra vSech bunék (vpravo).
Zv¢étseni 800x.

V dal§i sérii pokusi byl sledovan vliv kliStécich slin na infektivitu viru
pro keratinocyty. Bunky byly rozdélené do dvou skupinu: bez klistécich slin a s klistécimi
slinami v koncentraci 10 ug proteinu/ml.  Vysledky imunofluorescence jsou uvedeny
v Tab. Il. Z tabulky vyplyva, ze klistéci sliny zvysuji mnozstvi infikovanych bunék v kazdém
casovém intervalu. Nejvétsi rozdil je patrny v ¢ase 4 dpi pii MOI = 1, kdy je mnozstvi

pozitivnich buné€k se slinami téméf 13x vétsi, nez kdyz bunky slinami ovlivnény nebyly.

Tab. II: Vliv klistécich slin na procento keratinocyti infikovanych TBEV.

Casovy interval | MOI % pozitivnich bunék
1 bez slin 0,01 %
1 dpi se slina_mi 0,10 %
100 bez slin 0,21 %
se slinami 1,00 %
1 bez slin 0,10 %
4 dpi se slina_mi 1,24 %
100 bez slin 0,60 %
se slinami 3,40 %

Béhem tohoto pokusu byla pouzita krali¢i protilatka proti keratinu, aby bylo potvrzeno,
ze zobrazené bunky jsou skutecné keratinocyty. To se potvrdilo, protoze vSechna bunécna

jadra, obarvena DAPI, byla jadra keratinocyt (Obr. 13.).
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Obr. 13.: Keratinocyty barvené protilatkou proti keratinu. Zvétseni 800x.

Na Obr. 14 a Obr. 15 lze vidét vic znaceni najednou. Na obrazku je zobrazena stejna
cast sklicka, kdy vlevo sviti Cervené veSkeré keratinocyty a zelen¢ pouze keratinocyty
infikované TBEV (MOI = 100, ¢asovy interval 3 dpi). Na obrazku vpravo jsou je$té navic

dobarvena bunééna jadra keratinocyti, Ktera sviti modie.

Obr. 14: Antigen viru TBE v Kkeratinocytech (zelend), keratin (¢ervena) vlevo a zvyraznéna

bunécna jadra keratinocytl vpravo. Zvétseni 2000x.

Obr. 15: Antigen viru TBE v keratinocytech (zelena), keratin (Cervend) vlevo a zvyraznéna

bunécna jadra keratinocytl vpravo. Zvétseni 2000x.
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42 REPLIKACE VIRU TBEV V KERATINOCYTECH

Cilem této série pokusi bylo zjistit, zda se TBEV v keratinocytech replikuje v Case.
Tyto pokusy byly provadény pouze jako piedbézné v duplikaci, a proto nebylo mozno
vyhodnotit statistickou vyznamnost.

V prvnim pokusu byla sledovéna replikace ve dvou ¢asovych intervalech: 3 dpia 7 dpi
pii dvou infekénich davkach viru: MOI = 1 a MOI = 100. Z grafu na Obr. 16 vyplyva, Ze se
replikace po ¢ase 3 dpi vyrazné snizuje. Rozdil mezi infekénimi davkami viru neni téméf

patrny.

10
-~ MOI 1

10 -\- -+ MOI 100
10

10

10

titr viru [PFU/m]

10

¢as [dpi]
Obr. 16: Replikace TBEV v keratinocytech pii MOI =1 a MOI = 100.
V dalsim pokusu byla sledovana replikace viru ve tiech ¢asovych intervalech: 1 dpi,
3 dpi a 7 dpi pfi dvou infekénich davkach viru: MOI = 1 a MOI = 100. Potvrdilo se, ze
replikace je nejvyssi v ¢ase 3 dpi a poté se snizuje. V tomto pokusu jiz rozdil mezi infekénimi

davkami viru je patrny, pfi MOI 100 dosahuje titr viru vysSich hodnot.
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Obr. 17: Replikace TBEV v keratinocytech pti MOl =1 a MOI = 100.

26



4.2.1 Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech

V posledni sérii pokust byly keratinocyty rozdélené do dvou skupin: bez klistécich
slin a s klistécimi slinami a sledovalo se, zda klistéci sliny maji n¢jaky vliv na replikaci TBEV.
Tyto pokusy byly provadény pouze jako predbézné v duplikaci, a proto nebylo mozno

vyhodnotit statistickou vyznamnost.

V prvnim pokusu byla replikace viru a jeji ovlivnéni klistécimi slinami sledovana
ve dvou ¢asovych intervalech: 1 dpi a 4 dpi. Z grafti na Obr. 18 a 19 vyplyva, ze klistéci sliny
replikaci viru v keratinocytech zvysuji. Pokus byl opét provadén pti dvou infekénich davkach
viru: MOI = 1 (Obr. 18) a MOI =100 (Obr. 19). V prvnim pokusu (MOI=1) u bungk
ovlivnénych slinami bylo primérné mnozstvi viru 4 dpi 14x vyssi nez u kontrolnich, slinami
neovlivnénych bun¢k. V dalsSim pokusu (MOI=100) byl titr viru za 1 dpi vyssi u bunck
ovlivnénych slinami pouze 2X, za 4 dpi byl efekt slin vyraznéjsi, rozdil mezi ovlivnénymi a

neovlivnénymi buikami byl 12nésobny.

MOI 1

Bez slin
B8 Se slinami

titr viru [PFU/mI]

cas [dpi]

Obr. 18: Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech pti MOI = 1.
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Obr. 19: Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v Kkeratinocytech pii MOI = 100.

V nésledujicim pokusu byl pozorovan stejny efekt jako v pokusu ptedchozim, ale byla
pouzita pouze MOI = 100 a ¢asové intervaly 1 dpi, 3, dpi a 7 dpi. Cas 7 dpi vyhodnoceny
nebyl, jelikoZz keratinocyty do té doby uhynuly zifejmé z dtivodu vyCerpani média. Z grafu
na Obr. 20 vyplyva, Ze v ¢ase 3 dpi se potvrdilo, ze klistéci sliny zvySuji replikaci viru

v keratinocytech 3x, nicméné v ¢ase 1 dpi vysel efekt opacny.
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Obr. 20: Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech pii MOI = 100.
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5 DISKUZE

TBEV je velmi nebezpecny virus, ktery je prenaSen ve vétSin€ pripada klistaty a
hostiteli zpusobuje vaznou klistovou encefalitidu (DOrrbecker et al.,, 2010). TBEV
se do hostitele dostdvad prostiednictvim klistécich slin, které klist¢ vyluCuje po pfisati
na hostitele (Nuttall, 2019). Klistéci sliny dokazou tlumit obranyschopnost hostitele i bolest a
tim usnadiuji sani, aniz by si toho hostitel v§iml (Simo et al., 2017). Klistata navic dovedou
potlacit i hemostatické reakce hostitele, které jsou prvnim aktivovanym mechanismem jeho
obrany proti mechanickému poranéni zpisobenému vniknutim klistéte do ktize (Francischetti
etal., 2009). V moment¢, kdy klist¢ pronikne prostiednictvim svého hypostomu do epidermis
hostitele, TBEV prichazi do kontaktu s mnoha dilezitymi imunitnimi buiikami vyskytujicimi
se v kazi (napt. dendritické buniky, Langerhansovy buniky, makrofagy atd.) (Wikel et al., 1994;
Ruzek et al., 2010). Velmi dilezitymi buiikami pro pfenos TBEV jsou keratinocyty, které se
vyskytuji v epidermis a funguji jako tzv. mechanicka kozni bariéra. Dale maji schopnost
produkovat celou fadu signalnich molekul (tzv. cytokini) ¢i prezentovat antigen (Feliciani
etal., 1996; Bailey et al., 2014; Quaresma, 2019). Navic jsou keratinocyty jedny z prvnich
buné¢k epidermis, se kterymi klisté pfichazi do kontaktu pti proniknuti do kize (Kotél et al.,
2015).

Jednim z cilt mé diplomové prace bylo pfipravit primarni kulturu keratinocytu.
Vychézeli jsme z publikace Bailey et al. (2014), kde primarni kulturu mysich keratinocyti
ptipravovali dvojim zplisobem: z novorozenych mySich mlad’at a z ocasu dospélé mysi. Tyto
dva zptsoby piipravy jsou vhodné zejména proto, Ze novorozena mlad’ata se rodi hola a mysi
ocas vykazuje absenci vlasovych folikuli v epidermis, které by piipravu keratinocyti velmi
komplikovaly. Vzhledem k tomu, ze keratinocyty z novorozenych mysich mlad’at rostou
rychleji nez keratinocyty z dospélych mysi, byla pro tuto praci byla zvolena ptiprava primarni
kultury z novorozenct. Béhem piipravy primarni kultury je zapotiebi keratinocyty postupné
promyvat a kultivovat ve 3 rozdilnych médiich, kdy zejména ,Plating a Growth média
obsahuji méné obvyklé slozky, jako napt. dialyzovany BOFES, BPE (bovinni fetélni sérum,
insulin-transferin selenium nebo BSA (bovine serum albumin). Z davodu zasadniho vlivu
vapenatych iontd na diferenciaci keratinocytii (Bikle et al., 2012) bylo pouzito medium
bez Ca?* iontd, dialyzovany BOFES a nizka koncentrace CaClz. Primarni kulturu mysich
keratinocyti se ndm povedlo ziskat hned nékolikrat, kdy vzdy ¢ast bunék byla nasazena

na sklicka ¢i panely a Cast jich byla zamrazena v tekutém dusiku pro pozdéjsi pouziti. OvSem
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béhem pokust jsme zjistili, ze zivotnost zmrazenych mysich keratinocytii byla ponékud horsi

Vv porovnani s témi, které byly ihned po zisk&ni nasazeny na panel.

Dal8im mym cilem bylo infikovat keratinocyty TBEV a detekovat ho metodou IFAT.
Predpokladalo se, ze kdyz jsou keratinocyty prvnimi buitkami kontaktu pti pfenosu TBEV
z klistéte na hostitele (Kotél et al., 2015), tak pii detekci TBEV v keratinocytech bude
potvrzeno ur¢ité mnozstvi pozitivnich bunék. Infekce keratinocyti TBEV a jeho nasledna
detekce se zdafila nékolikrat a nas predpoklad vyskytu pozitivnich keratinocytii na TBEV byl
potvrzen. V jedné sérii pokusti se dokonce potvrdilo, Ze nejvétsi procento infikovanych bunék

bylo v ¢ase 7 dpi az dvojnasobné oproti ¢asu 1 dpi (pti MOI = 100).

Béhem pokusti se také podafilo potvrdit, Ze buiky, které¢ byly ziskdny z mySich
mlad’at, byly opravdu keratinocyty a nikoli jiné kozni buriky. K tomuto potvrzeni byla pouzita
primarni krali¢i protilatka proti keratinu a nasledné sekundérni anti-krali¢i protilatka, ktera

byla imunofluorescencné znacena.

Jako posledni jsme v této sérii pokusu zkoumali, jaky vliv maji klistéci sliny
na mnozstvi pozitivnich bunék na TBEV. Klistéci sliny mohou v nékterych piipadech
usnadnovat pienos patogeni do hostitele. Takovy zpusob pienosu se nazyva slinami
asistovany ptenos (SAT effect) a byl poprvé popsédn u Thogoto viru (Jones et al., 1990).
Vzhledem k tomu, ze keratinocyty tvoti vice nez 90 % bunék epidermis (Lawton, 2019), bylo
dilezité zjistit, zda klistéci sliny ovliviiuji i tyto buiniky a zvySuji v nich replikaci viru TBE.
Jaky konkrétni vliv maji klistéci sliny na keratinocyty pii infekci TBEV nebylo dosud
publikovano, nicméné diive bylo prokazano, Ze napi. sliny komara Aedes aegypti, ktery
prenasi virus Dengue, zvySuji virovou infekci lidskych keratinocytti (Surasombatpattana
etal., 2012). V dalsi studii autofi ukazali, ze sliny komart rodu Aedes a Culex, kteti prenaseji
virus zépadonilské horecky (WNV), maji na antivirovou odpovéd’ keratinocytli inhibi¢ni
ucinek (Garcia et al., 2018). Béhem nasSich pokust s klistécimi slinami se potvrdilo, ze
keratinocyty jsou ovlivnény ve smyslu podpory viroveé replikace. Bylo prokazano, Ze klistéci
sliny zvySuji mnozstvi infikovanych bun€k a to napt. v ¢ase 4 dpi (MOI = 1) je mnozstvi
pozitivnich bung¢k se slinami témef 13x vétsi, nez kdyz buniky slinami ovlivnény nebyly.

Mym poslednim cilem bylo potvrdit, ze¢ se TBEV v keratinocytech replikuje.
Vychazeli jsme z prace Labudy et al. (1996), ve které se jako v jediné publikaci o interakci
TBEV a keratinocytu piSe. Labuda a spolupracovnici prokazali, ze se TBEV v keratinocytech
replikuje. Titry TBEV 48 hod po infekci byly 107 PFU/ml a po dalsich 48 hod se udrzovaly

téméf na stejnych hodnotach. Béhem nasich prvnich pokust bylo jasné prokazano, Ze se virus
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Vv keratinocytech replikuje a titr viru byl vzdy nejvétsi 3. den po infekci. Poté uz se titr viru
snizoval, coz mohlo souviset se stafim kultury a vy¢erpanim kultivaéniho média. V zadném
Casovém intervalu se nam nepodafil prokazat tak vysoky titr jako Labudovi et at. (1996),
jelikoz nas nejvyssi titr viru byl 2,1.10° PFU/mI v Case 3 dpi. VSechny pokusy byly ale
provadény pouze jako predbézné, a proto byly pouze v duplikacich. Z toho dtvodu zadny

ze ziskanych vysledkt nebylo mozno statisticky vyhodnotit.

V jedné sérii tohoto pokusu byly bunky navic opét rozdéleny do dvou skupin:
bez klistécich slin a s klistécimi slinami, abychom mohli potvrdit, ze klistéci sliny zvysuji
replikaci TBEV v keratinocytech. Tento efekt na keratinocytech doposud prokéazana nebyl, ale
napt. Lieskovska et al. (2018) prokazali, ze klistéci sliny zvySuji replikaci TBEV
v dendritickych bunikach. Dendritické buriky v tomto experimentu byly preinkubovéany se
slinami 2 hod, nasledné byly infikovany pii MOI = 2 a titry viru dosahovaly az 10° PFU/mI.
Z tohoto divodu se dalo predpokladat, ze kliStéci sliny by mohly zvysit replikaci TBEV i
Vv keratinocytech. Navic pii imunofluorescenci bylo potvrzeno, Ze procento infikovanych
bunék ovlivnéné klistécimi slinami bylo vyrazné vyssi. Béhem nasich pokusu se keratinocyty
se slinami preinkubovaly 1 hod a v n€kolika prvnich pokusech byly keratinocyty infikovany
pii MOI =1 a MOI = 100. V poslednich pokusech se ale keratinocyty infikovaly uz pouze
pii MOI = 100. Zvysena replikace viru v keratinocytech ovlivnénych klistécimi slinami byla
potvrzena, a to v ¢ase 3 dpi i 4 dpi, nicméné v Case 1 dpi se tento efekt prokazat nepodatilo,
jelikoz v tomto Casovém intervalu byla vyssi replikace v bunkéch bez klistécich slin. Pozd¢jsi
Casové intervaly v téchto pokusech jiz vyhodnoceny nebyly, protoze bunky ve vétsing pripadt
do 7 dpi uhynuly ziejmé z divodu vy&erpani média. N4§ nejvétsi titr viru byl 4,8.10° PFU/ml
Vv Case 3 dpi pfi MOI = 100. Bohuzel i v této sérii pokusti byly vSechny pokusy provadény
pouze jako ptedbézny vyzkum, a proto byly pouze v duplikacich. Z toho divodu zadny

ze ziskanych vysledkil neni statisticky signifikantni.

Vyzkum interakce TBEV a koznich keratinocytl by bylo potieba do budoucna doplnit
o informace, jakym mechanismem klistéci sliny ovliviuji replikaci TBEV v keratinocytech.
Vzhledem k tomu, Ze napt. Surasombatpattana et al. (2012) potvrdili, Ze sliny koméara Aedes
aegypti zvysuji replikaci DENV v lidskych keratinocytech potlac¢enim exprese interferonu, da
se predpokladat, ze klistéci sliny by tento efekt mohly mit také. K podobnému zjisténi piisli i
Hajnicka et al. (2000), ktefi prokazali, ze sliny z klist'ata Ixodes ricinus inhibuji antivirové
pusobeni interferonu v mySich fibroblastech. Dalsi pokusy by mély objasnit, jakou roli

v interakci TBEV a keratinocytli maji buné¢né exosomy. Zhou et al. (2018) prokazali, Ze virus
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Langat je schopny infikovat Keratinocyty prostfednictvim bunéénych exosomu, je
pravdépodobné, ze by TBEV mohl mit stejnou schopnost a mohl by keratinocyty infikovat
stejnym zptsobem. Poté by bylo velmi piinosné osvétlit apoptézu keratinocytti v souvislosti
s klistécimi slinami pomoci detekce enzymu Akt (proteinkindza B), ktera je soucasti
signaliza¢ni drahy PI3K/Akt a kaspazy 3, kterd u bun¢k aktivuje samotny proces apoptozy.
Dale by bylo na misté se zamé&fit i na piezivani keratinocyti, které tizce s apoptdzou souvisi.
Lieskovska et al. (2018) prokazali, ze aktivace PI3K/Akt drahy u dendritickych bunék
infikovanych TBEV je klistécimi slinami silné zesilena, tudiz existuje moznost, Ze
u keratinocyti tomu bude stejné. Aktivace této signalni drahy je jednou ze strategii, jak viry
dokazou oddalit apoptdzu infikované buniky. Vzhledem Kk tomu, Ze jsou viry pfi replikaci
zavislé na hostitelské bunce, prodluzuji oddalenim apoptoézy dané buriky svou vlastni replikaci
(Diehl & Schaal, 2013). Tuto vlastnost maji i flaviviry (napt. vir Dengue nebo virus japonské
encefalitidy), které jsou schopny PI3K/Akt drahu aktivovat. Piipadné blokovani signalizace
PI3K pak vede k diivejsi indukei apoptozy hostitelské bunky (Lee et al., 2005). Ovlivnéni
apoptozy bylo v préci Lieskovska et al. (2018) zkoumano pomoci enzymi Akt a kaspazy 3,
kde bylo jesté k tomu testovano ptezivani bunck. Zjistili, Ze procento dendritickych bun¢k
infikovanych TBEV pozitivnich na kaspazu 3 bylo spiSe malé, ale pfesto byl v buiikach
ovlivnénymi slinami zji§tén vyznamny pokles apoptdzy. Jelikoz se béhem naSich pokust
potvrdilo, Ze klistéci sliny ovliviiuji replikaci TBEV v keratinocytech, je na misté se zamyslet,
zda by se u keratinocyti nemohlo za pfitomnosti slin také objevit zvysené piezivani bun¢k a

zaroven snizena apoptoza, jak tomu bylo i u dendritickych bunék (Lieskovska et al., 2018).
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6 ZAVER
¢ Byla zvladnuta metoda pfipravy primarni kultury mysich keratinocyta.
e Antigen viru TBE se v keratinocytech podatilo detekovat imunofluorescenci.
e Replikace TBEV v keratinocytech byla potvrzena.

o Klistéci sliny zvySovaly procento infikovanych keratinocyti a zéaroven

v keratinocytech podporovaly replikaci TBEV.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMPs antimikrobialni peptidy
ATB antibiotika

BOFES bovinni fetalni sérum

BPE bovine pituitary extract
BSA bovine serum albumin
CNS centrélni nervova soustava

DABCO 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

dDC kozni dendritické bunky (z angl. dermal dendritic cell)
DENV virus Dengue

DETC dendritické epidermalni T-lymfocyty

dpi dny po infekci

EGF epidermalni rustovy faktor (z angl. epidermal growth factor)
ER endoplazmatickeé retikulum

HBSS z angl. Hank's Balanced Salt Solution

hpi hodiny po infekci

IFAT z angl. Indirect Immunofluorescence Antibody Test

IL interleukin

INF interferon

LCs Langerhansovy bunky (z angl. Langerhans cells)

MHC hlavni histokompatibilni komplex (z angl. major histocompatibility complex)
MOI multiplicita infekce (z angl. multiplicity of infection)
PAMPs z angl. pathogen-associated molecular patterns

PBS fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

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

prM prekurzor membranového proteinu M

PTS prekolostralniho teleci sérum
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ROS
SAT
TBE
TBEV
TCR
TNF
WNV

reaktivni formy kysliku

slinami aktivovany pienos (z angl. saliva-activated transmission)
klistova encefalitida (z angl. tick-borne encephalitis)

virus klistové encefalitidy (z angl. tick-borne encephalitis virus)
T bunécny receptor

faktor nadorove nekrézy (z angl. tumor necrosis factor)

virus zapadonilské horecky (z angl. West nile virus)
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8 SEZNAM INTERNETOVYCH ZDROJU
Lhttps://neuronewsnight.com/2017/04/11/neurotropic-flaviviruses-april-20-2017/

2 https://www.liverpool.ac.uk/infection-and-global-health/research/zoonotic-infections/tick-

activity-project/uk-ticks/
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