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Anotace:

Sliny klistat obsahuji molekuly, které potlacuji imunitni odpovéd’ hostitele a tim vyrazné
usnadiiuji pienos patogenu kliStécimi vektory. Neutrofilni granulocyty jsou nejbéznéjSim
typem bilych krvinek. Ugastni se akutni faze zanétu a pomoci exkrece nékterych cytokind

mobilizuji dal$i slozky imunitniho systému.

Tato bakalai'ska prace se zamétila na prokazani replikace viru TBE v neutrofilech, na detekci
produkce cytokind neutrofilnimi granulocyty po aktivaci virem klistové encefalitidy a na

ptipadny vliv klistécich slin klistéte obecného (Ixodes ricinus) na vyse uvedené parametry.

Tick saliva contain molecules that suppress the immune response of host organism thereby
faciliting the transmission of pathogens by tick vectors. Neutrophils are the most common
type of white blood cells. They participate in the acute phase of inflammation and via

excretion of cytokines they mobilize other components of the immune system.

This bachelor’s thesis focused on demonstrating of tick-borne encephalitis virus replication
in neutrophils and on detection of cytokine production by neutrophilic granulocytes upon
activation by the tick-borne encephalitis virus and the possible impact of tick saliva of tick

Ixodes ricinus on the parameters mentioned above.
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1. TEORETICKA CAST:

1.1  KLISTE

Klistata jsou obligatni, hematofagni ektoparazité, kteti jsou rozsifeni témet po celém
svété. V souCasné taxonomii jsou klistata zafazena do kmene clenovci (Arthropoda),
podkmene klepitkatci (Chelicerata), tfidy pavoukovci (Arachnida), fadu klistatovci (Ixodida)
a nadceled¢ Ixodoidea (Volf & Horak, 2007). Tuto nadéeled’ rozd¢lujeme do tii Celedi —
Ixodidae, Nuttalliellidae a Argasidae. Celed’ Ixodidae si vydobyla zvy$enou pozornost kvili
schopnosti jejich piislusnikd prenaset vyznamné lidské patogeny (Estrada-Pena et al., 2010).
Klistata ztéto celedé¢ jsou nazyvana ,tvrda“. Tento nazev je odvozen od ochranného
chitinového Stitku pokryvajiciho hibetni ¢ast téla (scutum). Samice ,,tvrdych® klist'at byvaji
vétsi nez samci a jejich ustni ustroji je pii pohledu shora zietelné patrné (Nava et al., 2009).
Celed Argasidae ma oproti Geledi Ixodidae jiné taxonomické &lenéni na urovni rodu
(Pospelova-Shtrom, 1946; Pospelova-Shtrom, 1969). Podle studie Klompena & Olivera je
nynéjsi taxonomické ¢lenéni v celedi Argasidae velice nejisté. Existuji dva faktory, které ¢ini
¢eled” Argasidae nejistou v porovnani s ¢eledi Ixodidae. Prvni je nedostatek adekvatnich
pokynl vykazujicich stabilni morfologické rysy, podle kterych by bylo mozno druhy
spolehlivé zatadit do Celedé. Druhym je vysoka biodiverzita ¢eledé Argasidae, ke které
nebylo pii sestavovani taxonomického kli¢e ptihlédnuto (Klompen & Oliver, 1993a; Venzal
et al., 2008). Klist'ata ¢eled¢ Argasidae jsou nazyvana ,,m&kka“, coz souvisi s tim, Ze oproti
Htvrdym* klistatim maji t€lo kryté pouze kozovitou kutikulou (Nava et al., 2009). Podle
Sonenshina jsou samci a samice ,,mékkych* kli§tat t¢émet shodné velci a pti pohledu shora
by se mohlo zdat, Ze nema;ji Zadné Ustni Gstroji (Sonenshine et al., 1991). Ve skute¢nosti jsou
chelicery umistény na spodni stran¢ téla tak, ze se zdaji byti skryta (Nava et al., 2009). Tteti
Celedi je ¢eled” Nuttalliellidae. Byla objevena ve 30. letech 20. stoleti (Bedford et al., 1931;
Estrada-Pena et al., 2009) v jizni Africe. Jedna se o bazalni linii klist'at. Lze je snadno odlisit
od dvou vyse zminénych celedi. Maji siln€ vinity t€lni kryt a malo Stétinek (Bedford et al.,

1931).

»Ivrdd™ a ,,mekka™ klistata se od sebe neli$i pouze velikosti a tvarem téla, ale 1
délkou sani (Sauer et al. 1995). Klistata celedi Argasidae byvaji na hostiteli pfichycena

kréatce, proces sani krve dokonci béhem nckolika hodin a v tu dobu zvétsi svou télesnou



velikost 5x az 10x. Oproti tomu klist'ata ¢eledi Ixodidae jsou na hostiteli pfichycena nékolik
dnti az tydntl, nez dokonci proces sani. Jejich velikost se béhem sani muze zvysit az 100x

(Sonenshine et al., 1991).

Za normalnich okolnosti by poranéni kize hostitele a vsunuti klistéciho saciho
aparatu do rany mélo vyvolat silnou zanétlivou a imunitni reakci, ktera by klistéti
znemoznila dlouhodobé séni. Proto musela klist'ata béhem evoluce vyvinout strategie, které
musi obejit vrozenou a ziskanou imunitu hostitele. Ochrana pfed imunitni reakci hostitele je
zajisténa pomoci molekul obsazenych ve slinach klistat. Molekuly ve slinach klistat zméni

imunitni odpovéd’ hostitele z Tyl profilu na T2 (Schoeler et al., 1999).

1.2 KLISTECI SLINY

Klist¢ je schopné béhem sani vpravovat zavazné patogeny do téla hostitele
prostfednictvim slin. Jednd se o rozlicné patogenni organismy, napfi. spirochety (napf.
Borrelia burgdorferi sensu lato — pivodce Lymské borelidzy), rickettsie (Rickettsia conori —
puvodce Marseillské horecky, Coxiella burneti — ptivodce Q horecky, Ricketssia slovaca —
puvodce TIBOLy, Anaplasma phagocytophilum — ptvodce lidské granulocytarni
anaplazmozy), franciselly (Francisella tularensis — ptivodce tularémie), viry (virus klistové
encefalitidy) a v neposledni fadé¢ i parazity (Babesia microti — pivodce babezidzy)
[(Krbkova, 2007)]. Zivotni cyklus patogenniho organismu (konkrétné ptivodcti Lymské
boreliozy a klistové encefalitidy) uvnitt kliStéciho vektora zahrnuje migraci do bunék stfeva,
rozSiteni prostfednictvim hemolymfy a nasledné ptfesun do slinnych zlaz, odkud je, obsazeny

ve slindch, vpraven do obratlov¢iho hostitele (Francischetti et al., 2009; Kotsyfakis et al.,
2015).

Klistéci sliny jsou tekutina, kterd byla doneddvna povaZovdna za pouhy lubrikant
k zvlh¢ovani tstniho Ustroji klistéte a k udrzovani stalé vodni bilance uvniti téla vektora.
V soucasné dobé je jisté, ze klistéci sliny jsou smési silnych protizanétlivych, anti-
hemostatickych a imunomodulac¢nich molekul, které témto ¢Elenovcim pomdhaji lépe

ziskavat potravu od svych hostiteld (Valenzuela, 2004).

Klistata pred samotnym sanim profiznou kizi hostitele, do rany vsunou hypostom a
jim nasledné protrhnou cévu. Toto mechanické poSkozeni kize hostitele by mélo vyvolat
silnou zanétlivou imunitni reakci, jejimz vysledkem by bylo zastaveni krvaceni a hojici

proces by nakonec mél sméfovat k odmitnuti a naslednému odpadnuti klistéte (Kemp et al.,
7



1982; Sonenshine, 1991; Coons et al., 1999). Proto klistata vyvinula fadu bioaktivnich
molekul, jez se cilené snazi vyhnout imunitni odpovédi hostitelského organismu (Guo et al.,
2009; Lewis et al., 2015). Jedna se o latky vazodilata¢ni, imunomodulac¢ni, dale o latky

zabranujici srazeni krve a agregaci krevnich desticek a v neposledni tfadé o latky

rrrrr

Latky obsaZené ve slinach klistéte

Podle Jaillona ptfedstavuji neutrofily prvni obrannou linii vrozené imunity pfi infekci
nebo poranéni (Mantovani et al., 2011; Jaillon et al., 2013). Slozky klistécich slin vykazuji
supresivni efekt na vrozenou imunitu vyznacujici se regulaci aktivace neutrofilt. Sliny
inhibuji schopnost fagocytdézy u neutrofilti a aktivitu NK bunék. V antigen prezentujicich
bunkach sliny redukuji produkci cytokini makrofagy (Brake et al., 2012). Klistéci sliny
navic obsahuji latky, které zabranuji neokapilarizaci a siln¢ zpomaluji hojivy proces

(Hajnicka et al., 2011).
Vasodilatacni latky

K zastaveni hemostazy dochazi pomoci molekul inhibujicich koagula¢ni kaskadu
(Mans, 2010). U klistéte Ixodes scapularis se jedna o lipidovy derivat prostacyclin, o
prostaglandin E2 - PGE2 a o histamin uvolnujici faktor (tHFR) [(Valenzuela, 2004; Ribeiro
et al., 1992)]. U Kklistéte Ixodes ricinus vazodilata¢ni aktivitu vykazuje serin-proteazovy
inhibitor (serpin) [(Chmelaft et al., 2011)].

S 24

rrrrr

procesech (Ribeiro et al., 1992).
Faktory zabrariujici agregaci krevnich desticek

Agregace krevnich desticek je prvni obranny mechanismus zabranujici ztratdm krve
pii poranéni tkané. Krevni desticky (trombocyty) jsou aktivovany rliznymi agonisty véetné
trombinu, kolagenu a ADP. Po aktivaci trombocytli dochazi k tvorbé krevni ,,zatky* v misté
poranéni, coz vyrazné¢ eliminuje ztraty krve (Junqueira, 2005). Schopnost klistat klast
tomuto procesu odpor spociva v ptitomnosti specifickych latek ve slindch, které brani
shlukovéani destiek, popfipad¢ v pfitomnosti enzymi, ktefi blokuji aktivatory krevnich

desticek (Valenzuela, 2004). Mezi né patii napiiklad integrin allbp3, ktery reguluje adhezi a
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agregaci krevnich desticek (Ferguson & Zaqqa, 1999). Strategic vedouci k inhibici agregace
krevnich desti¢ek je vlastni jak ,,mékkym®, tak ,tvrdym* klistatim. Z , mékkych* klistat
jsou to zejména druhy Ornithodoros moubata a Ornithodoros savygni (Mans & Neitz,
2002a). Tato klistata maji ve slinach protein disagregin (konkrétné savygnigrin a moubatin).
Z ,tvrdych klist’at je to druh Dermacentor variabilis, jehoz sliny obsahuji protein variabilin
(Wang et al., 1996). Sliny klistéte Ixodes ricinus obsahuji lipokalin, ktery snizuje chemotaxi
neutrofili (Beaufays et al., 2008) a protein IRS-2, jez inhibuje trombin, katepsin G a
chymézu (Chmelar et al., 2011). Jiné druhy klist'at syntetizuji ve slinnych zlazach evasiny,

proteiny vyznacujici se schopnosti vazat chemokiny (Frauenschuh et al., 2007).

Zajimavé je, ze ackoli rtizné druhy klistat vyuzivaji rozli¢nych anti-agregacnich
proteint ve svych slinach, strategie osaleni imunitni odpovédi hostitelského organismu je u

vSech shodna.
Antikoagulacni faktory

V piipad¢ poranéni kize je nutné eliminovat velké ztraty krve tim, Ze se krev
V poskozeném misté srazi. Za timto ucelem jsou v krevni plazmé zcela ptirozené pfitomny
koagula¢ni faktory. Jedna se o glykoproteiny spadajici mezi globuliny. Po aktivaci vytvoii
tyto faktory enzymovou kaskéadu, jejimz vysledkem je nerozpustna bilkovina fibrin, jez hraje

klicovou tlohu pfi srazeni krve (Trojan et al., 2003).

Zabranéni srazeni krve je jednim z hlavnich ptedpokladi uspéchu vektora pfi sani na
hostiteli. Nejpodrobnéji byl prostudovan antikoagulant izolovany ze slin Ornithodoros
moubata, zvany ,.klistéci antikoagulacni peptid” (TAP) [(Waxman et al., 1990)].

Dalsim krokem k inhibici srazeni krve je blokace aktivity trombinu (Poole et al.,
2013). K tomuto ucelu slouzi klistatim (konkrétné druhiim O. savigny, O. moubata, A.
americanum a H. longicornis) enzym antitrombin. Podle studie Francischettiho byl nedavno
izolovan antikoagulant ze slin druhu Ixodes scapularis. Nazyva se ixolaris a je inhibitor TFP
(tissue factor pathway) [(Francischetti et al., 2002b)]. Ve slinach klistéte Ixodes scapularis
byla téZ identifikovdna gelatindza a fibrinolytické aktivatory. Tyto proteolytické molekuly
jsou kov-dependetni a cilen¢ plisobi na gelatin, fibrin, fibrinogen a fibronektin, ale ne na
kolagen a laminin. Vykazuji antikoagulac¢ni ucinek, ¢imz brani tvorbé fibrinové ,,zéatky*,
popiipad¢ rozrusuji jiz vytvotfenou krevni srazeninu (Francischetti et al., 2003). Sliny klistéte
Ixodes ricinus obsahuji antikoagulacni protein Ir-CPI, ktery inhibuje wvnitini drahu

koagula¢ni kaskady a fibrinolyzy (Decrem et al., 2009).
9
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inhibitory cysteinovych protéaz — cystatiny. Mezi nejvyznamnéjsi patii sialostatin L a
sialostatin L2. Jsou to inhibitory cysteinovych peptidaz a byly izolovany ze slin kliStéte
Ixodes scapularis. Oba typy jsou silnymi inhibitory katepsinu L. Sialostatin L2 hraje
dalezitou roli pfi uspéSném sani klistéte na hostiteli (Kotsyfakis et al., 2008) a nema
modula¢ni G¢inek na antigen prezentujici buiiky (Kotsyfakis et al., 2007). Sialostatin L ma

protizanétlivé ucinky (Kotsyfakis et al., 2006).

Podle studie Heleny Langhansové zabyvajici se vlivem slin klistéte 1xodes ricinus na
fadu cytokini a chemokinti bylo prokdzano, ze kliStéci sliny vyrazné zvySuji produkci
chemokinu MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1). Tento chemokin muze byt dale
indukovan zase pouze slinami (Langhansova et al., 2015). Ve slinich tohoto klistéte byl

objeven protein Iris, ktery inhibuje T lymfocyty a potlacuje tvorbu protizanétlivych Tyl
cytokinti. Naopak produkce Ty2 cytokini je zvysena (Schoeler et al., 1999).

Ve slinach klistéte se nachézeji i kinindzy a lipokaliny vézajici histamin, jez patii

mezi latky tlumici svédéni a bolest pii piisati klistéte (Ribeiro & Mather, 1998).

Podle zjisténi Niny Poolové nemayji klistéci sliny vliv na sekreci IL-6 a IL-12p40p70,

ey w1

Y L

IL-6 (Poole et al., 2013).

Jak jiZz bylo piedeslano, spolu s klistécimi slinami je do téla hostitele vpraven
nespocet zavaznych lidskych patogenti zpisobujicich naptiklad klistovou encefalitidu (virus
klistové encefalitidy), Lymeskou borreliézu (Borrelia burgdorferi), hore¢ku Skalistych hor
(Rickettsia rickettsii), ehrlichiozu (Ehrlichia chaffeensis a E. equi), anaplazmo6zu
(Anaplasma phagocytophilum), babesiézu (Babesia spp.), coloradskou klistovou horecku
(Coltivirus) a tularémii (Francisella tularensis). O klistové encefalitidé je pojednano

Vv nasledujici kapitole.

1.3  KLiSTOVA ENCEFALITIDA
Klistova encefalitida je infekcni virové onemocnéni napadajici centralni nervovou

soustavu CNS (zejména mozek a mozkové blany) [(Lindquist & Vapalathi, 2008)]. Jedna se

v
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vyskytem kolem 13 000 ptipadi (Kovalev et al., 2014). Konkrétnim plvodcem je virus
(arbovirus) z celedi Flaviviridae. Do této ¢eledi se kromé viru klistové encefalitidy (TBEV)
dale tadi Powassan virus (POWYV), virus Omské hemoragické horecky (OHFV) a virus
nemoci Kyasanurského lesa (KFDV) [(Robertson et al., 2009)]. TBEV je klasifikovan jako
jeden druh se tfemi subtypy — evropsky subtyp, sibifsky subtyp a dalnévychodni subtyp
(Donoso-Mantke et al., 2011).

Epidemiologie klistové encefalitidy je blizce spojena s ekologii a biologii klist'at
rodu Ixodes (Donoso-Mantke et al., 2011). Evropsky subtyp je pfendSen klistétem obecnym
(Ixodes ricinus), sibiisky a dalnévychodni subtyp rodem Ixodes persulcatus (Burke &
Moanth, 2001). Klisté Ixodes ricinus patii mezi dominantni ,,tvrda“ klistata napfi¢ Evropou.
Tato klistata preferuji lesy, kde je vysoka relativni vlhkost (Rampas & Gallia, 1949). Podle
studie Piotra Cubera a Ashild Andreassena ze Slezské 1ékarské univerzity v Katovicich je
aktivita klistat vyznamné ovlivnéna pravé relativni vlhkosti (RH). Podle jejich studie se
vlhkost, optimalni pro aktivitu kliSt'at, pohybuje mezi 75 a 90%. Dale ma na jejich aktivitu
vliv ro¢ni obdobi. Pocet aktivnich klist'at se znateln¢ zvySuje na jate, zato v 1ét€ a na podzim
je jejich pocet mensi. Piotr Cuber se ve své studii aktivity klistat Ixodes ricinus zamétil také
na vliv teploty na jednotliva vyvojova stadia klistéte a doSel k zavéru, Ze nejvice nymf a
dospélct se vyskytuje pfi teploté od 15 do 26 °C, zatimco larvy se objevuji pii teploté mirné
ptesahujici 19 °C (Cuber et al., 2015). Klisté¢ rodu Ixodes persulcatus zahrnuje 80 — 97%
vSech druhi klistat vyskytujicich se v oblasti Uralu, Sibife a Dalnévychodnim regionu
Ruska (Gritsun et al., 2003a). Jedna se o klistata obyvajici predev$im tajgu. Ixodes
persulcatus ptenaseji kromé sibifského a dalnévychodniho subtypu TBEV i patogeny
Babesia spp., Borrelia burgdorferi (Kang et al., 1985) a pravdépodobné i Anaplasma
phagocytophilum (Eremeeva et al., 2007). Preferuji tepla, vlhka stanovisté a je pro né
charakteristické, ze se pti sani na €loveka prichycuji skute¢né velice pevné (Jddskeldinen et

al., 2011).

Stavba a struktura virionu

Klistova encefalitida byla poprvé popsana v roce 1931, virus (TBEV) byl izolovan a
spojen s timto onemocnénim o Sest let pozdéji (Zilber, 1939). Jedna se o maly, obaleny virus
se sférickou strukturou, veliky pfiblizné 40 — 60 nm (Lindenbach & Rice, 2003). Genom
tohoto viru je tvofen jednotetézcovou RNA pozitivni polarity s délkou pfiblizn€ 11 000 bazi.
Vyznacuje se pritomnosti jediného otevieného cteciho ramce (Chambers et al., 1990).

Genom je translatovan na jednoduchy polyprotein, ktery je nasledné Stépen virovymi
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protedzami a proteazami hostitelské buiiky na tfi strukturni a sedm nestrukturnich proteinii

(Jing Ye et al., 2013).

Cely cyklus infekce hostitelské burniky zacina pfichycenim virové ¢astice na receptor
buiiky. Schopnost viru vyuzit rozliéné receptory na hostitelské buiice byva zodpovédna za
velky rozsah flavivira replikujicich se v ¢lenovcich. Do buiiky se virus dostava endocytdézou
zprostiedkovanou receptory. Acidifikace vnittku endosomalniho vezikulu méni konformaci
E proteinu a piestavuje dimer na trimer. Tato zména zpiisobi fuzi virového obalu a
membrany endosomalniho vezikulu nésledovanou piesunem virového nukleokapsidu do
cytoplazmy hostitelské buiiky (Holzmann et al., 1995). Genomovad RNA je v cytoplasmé
napadené bunky translatovana a vznikly virovy polyprotein je St€pen na jednotlivé proteiny.
RNA polymeraza vytvaii —ssRNA, komplementarni k virové +ssRNA, a ta se tak stava
templatem pro nové virové RNA. Dalsi kroky replikace se odehravaji v endoplasmatickém
retikulu. Vznikaji neinfekéni nezralé viriony, které jsou transportovany sekre¢ni drahou
hostitelské buiiky a dozravaji az v kyselych vezikulech po nastépeni prM (Mansfield et al.,
2009; Hollidge et al., 2010).

Ttfemi strukturnimi proteiny jsou proteiny C, prM a E. C protein vaze virovou DNA
k vytvofeni virového nukleokapsidu (Yamshchikov & Compans, 1993; Rizek et al. 2011). E
protein je imunodominantni antigen viru, jez vyvolava neutralizaci protildtek a obranou
imunitni odpovéd’. Protein prM v nezralych virovych ¢asticich chrani E protein proti
pfedéasné flizi membrany. Stépenim prM furinem vznika M protein, ktery se vyskytuje u
zralych virionti (Murray et al., 2008). Mezi nestrukturni proteiny patii NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B a NS5. Maji rizné funkce, naptiklad protein NS1 je znam jako antigen
vazajici komplement. NS2A, NS4A a NS4B jsou zahrnuty jako jeden replikacni komplex.
NS2B-NS3 komplex slouzi jako virova serinova proteaza. NS5 je RNA dependentni RNA
polymeraza (Lindenbach & Rice, 2003).

Zpusob pirenosu viru

Pienos viru klistové encefalitidy uzce souvisi s pojmy rezervoar, vektor, hostitel a
nahodny hostitel. Na pocatku je nakaZeny hostitel (naptiklad Selmy, savci), na kterém vektor
(v tomto pripadé klist¢) saje. Klisté nasaje infikovanou krev, ta putuje do stieva, kde dojde
k pomnozeni viru. Nasledné putuji patogeny do slinnych zlaz, kde migruji do slin a spolu
s témi se dostavaji do dalSiho hostitele, na kterém infikované klisté saje (Labuda et al., 1993;

Rizek et al., 2011). DileZitou roli v tomto moment¢ hraje naptiklad 1 pfenos z infikované¢ho
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klistéte na neinfikované pii sani na spole¢ném infikovaném hostiteli procesem tzv. sousani

(co-feeding).

Rezervoarem jsou vétSinou drobni hlodavci. Rezervoarem je myslen hostitel, ktery
pfenasi patogen, aniz by jim byl poSkozovan, ale slouzi jako zdroj infekce pro dalsi
organismy. V¢tSi savei nebo napiiklad ptaci nehraji piili§ vyznamnou roli pii pfenosu viru,
zato ale jsou velmi duleziti pfenaseci infikovanych klistat do novych oblasti (Siiss, 2003).
Clovék je nédhodny hostitel viru klistové encefalitidy, co? znamena, Ze miZe rozsifovat
chorobu s celkem vysokou virémii, ale neucastni se cirkulace viru v pfirod¢ a je jakymsi

kone¢nym ¢lankem pii ob&hu viru (Donoso-Mantke et al., 2011).

Virus infikuje klistata pravidelné po celou dobu jejich zivota. Nicméné, sama klistata
nikdy nemoc nerozvijeji. Virus se pifenaSi zjednoho vyvojového stidia na druhé
(transstadidlni pfenos). Virus mulze byt pfendSen 1 transovaridlné (tedy z infikované
oplodnéné samicky na vajicka) [(Gritsun et al., 2003)]. K pfenosu viru mize dochazet i
Vv piipad€, Ze neni u hostitele detekovana virémie. Zpiisob ptenosu hraje klicovou roli pfi
Sifeni viru klistové encefalitidy (Labuda et al., 1993). Horizontalni pfenos viru TBE mezi

klistaty a jejich obratlov¢imi hostiteli je nezbytny pro virovy endemismus (Nuttal & Labuda,

2003).

Klinicky obraz onemocnéni

Inkubac¢ni doba u onemocnéni klistovou encefalitidou se pohybuje v rozmezi 7 az 14
dni. U TBE vyvolané poZitim nepasterizovaného mléka byla pozorovana kratsi inkubacni
doba (do 7 dni) [(Kaiser et al., 2000)]. U zhruba dvou tietin pacientl nakazenych klistovou
encefalitidou jsou pozorovany nespecifick¢é symptomy zahrnujici bolest hlavy, horecku,
nevolnost, bolesti svall. Ptiblizné po osmi dnech se 20-30 % pacientii dostava do druhé faze
nemoci, ktera se projevuje postizenim centralni nervové soustavy s piiznaky meningitidy
(bolest hlavy, ztuhly krk), encefalitidy (ospalost, poruchy vniméni) nebo
meningoencefalitidy (Lindquist & Vapalathi, 2008). Rada klinickych projevii se li§i u
rozdilnych subtypti. Hore¢ku a nasledné neurologické poruchy lze pozorovat u evropského
subtypu. Infekce dalnévychodnim subtypem je obvykle velmi zdvazna a sibifsky subtyp je
odpovédny za chronickou encefalitidu. Umrtnost u evropského subtypu je velmi vzacna
(maximalné 1%). U dalnévychodniho subtypu to vSak mutze byt 5-20% (Rendi-Wagner,
2008).
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Makrofagy a dendritické buniky jsou molekuly, které jako prvni reaguji na infekci pii
obran¢ organismu. Nejen Ze zahajuji imunitni odpovéd’ organismu, ale také predstavuji
misto prvotni periferni replikace viru (Schneider et al., 2010). Krom téchto bunék byly
virové Castice detekovany téz v neutrofilech (Labuda et al., 1996). Zda se vir aktivné

Vv neutrofilech replikuje, poptipad¢ jestli jsou neutrofily virem aktivovany, neni znamo.

14  NEUTROFILNi GRANULOCYTY

Imunitni systém nalezi k zakladnimu obrannému systému organismu, ktery je
schopen vyhledat, identifikovat a nicit patogenni organismy. Existuji dva typy imunitni
odpovédi organismu: vrozend a ziskana. Vrozend odpovéd nastdva nékolik minut po infekei
a zahrnuje mnoho faktori ochrany organismu: napfiklad biomechanické bariéry,
fyziologické, chemické a fyzikélni bariéry apod. Bunéénymi elementy vrozené imunity jsou
fagocyty (neutrofily, monocyty/makrofagy, eozinofily, bazofily), NK buiiky, LAK buiiky,
Tvyd bunky (jedna subpopulace lymfocytit) a Pit buniky (subpopulace NK buné¢k s fenotypem
CD56/CD16) [(Litvitskij & Sinelnikov, 2009)]. Adaptivni imunita se projevi v momentg,
kdy skute¢né dojde k infekci. Pokud je adaptivni imunité nabidnuta piilezitost ve formé
antigenu (napiiklad cizorodd struktura na MHC komplexu), dojde béhem Sesti (sedmi) dni
k zahajeni specifické imunitni odpovédi. Pro adaptivni odpovéd’ organismu je
charakteristicka tzv. imunologickd pamét’, to znamena, Ze si zapamatuje onu specifickou
imunitni odpovéd a budouci imunitni reakce je mnohem silnéjSi. Adaptivni imunitni
odpovéd’ je zprostfedkovana lymfocyty. T lymfocyty jsou slozkou bunééné imunity, zatimco
B lymfocyt je néstrojem humorélni (latkové) imunity a tvoii protilatky (Goldsby et al.,
2000).

S 4

VW

nejbeéznéjSim typem bilych krvinek. Donedavna byly neutrofilni granulocyty povazovany za
pouhé¢ ,,zabijece* nepfiili§ dilezité v imunitni odpovédi organismu. Neddvné studie (zejména
studie Jing Wanga) prokéazaly, Ze neutrofilni granulocyty (déle jen neutrofily) hraji velmi
dialezitou ulohu pfi infekénich a zanétlivych onemocnénich (Wang & Arase, 2014). Podle
minéni Amulica a jeho kolegii se neutrofily sice daji snadno izolovat, ale jejich pomérné
kratka zivotnost je Cini obtizn€ studovatelné¢ (Amulic et al., 2012). Nutno podotknout, Ze jiz
o mnoho let dfive bylo zpozorovano, Ze neutrofily jsou daleko Zivotaschopnéjsi, nez bylo (a

je dodnes) predpokladano (Colotta et al., 1992). Neutrofily mohou byt indukovany k expresi
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gentl kddujicich klicové zanétlivé mediatory, véetné komplementu, Fc receptorii, chemokint

a cytokinti (Cassatella et al., 1999).
Funkce neutrofilit

Neutrofily pfedstavuji prvni linii obrany proti Sirokému spektru infek¢nich patogent
(Wang & Arase, 2014). Podle studie Sébastiena Jaillona a jeho kolegli jsou neutrofily
majoritnim zdrojem PRMs (humoral pattern recognition molecules), které rozpoznavaji tzv.
,patogenn¢ spojend molekularni schémata® a zahajuji vrozenou imunitni odpovéd’ (Jaillon et
al., 2013). Neutrofily jsou stézejni pro vyvoj NK buné¢k jak v lidském téle, tak v mysSich

(Jaeger et al., 2012). Patii mezi zasadni antigen-prezentujici bunky.

Neutrofilni granulocyty se tvoii v kostni dfeni v mnozstvi 10° bungk na jeden
kilogram télesné hmotnosti denné¢ (Mary, 1985). V kostni dieni se vyskytuje az 93 %
neutrofilt, zbytek cirkuluje v periferni krvi. Ma se za to, Ze neutrofily cirkuluji 6 — 12 hodin
Vv krevnim ob&hu a nasledné se vyskytuji 4 — 5 dni ve tkani (Hofej$i & Bartinkova, 2005).
Zdrzeni a nasledné uvolnéni neutrofilii z kostni dené je regulovano rovnovahou mezi Girovni
dvou chemokinovych receptorti umisténych na neutrofilech. Jsou jimi CXCR4 a CXCR2
(Eash et al., 2010). CXCR4 je stézejni pro udrzovani neutrofili v kostni dieni. Jeho piipadna
nepfitomnost by zplisobila nerovnovahu v mnozstvi neutrofilt v kostni dfeni a téch,
cirkulujicich v krvi (Hernandez et al., 2003). CXCR2 odpovida za uvoliiovani neutrofila
z dfené. Jeho nedostatek vyvold myelokatexicky syndrom, pii kterém jsou neutrofilni
granulocyty zadrZzovany v kostni dfeni bez moZnosti uvolnéni. V tomto piipad¢ je uvolnéni
neutrofilti stimulovano faktorem G-CSF (= granulocyte colony — stimulating factor)
[(Christopher at al., 2009)].

V piipadé zanétu nebo infekce jsou neutrofily zachyceny aktivnimi endotelidlnimi
bunikami v krvi, aktivovany a dale vyslany do postizené tkané. Proces, pii kterém neutrofilni
granulocyty cirkuluji krvi k zasazené tkani, se nazyva ,,verbovani neutrofili* a zahrnuje fazi
»privazani®, fazi ,kutdleni”, fazi adheze, fazi ,plazeni a fazi ,transmigrace” (Ley et al.,
2007). Béhem pocatecni faze zanétu patogen stimuluje endotelidlni buniky lokalizované
v blizkosti zasazené tkan¢€ a podnécuje expresi adhezivnich (ptilnavych) molekul, jako jsou
napiiklad P a E selektiny. V tu dobu neutrofily vytvareji glykosilované ligandy k témto
selektinim, jednim z nich je napifiklad PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand 1). Tyto
molekuly navazi P a E selektiny na endotelidlni buiiky, poté dojde k pfilnuti neutrofilt

k sténam cév. Nastala faze ,pfivazani“, nasledovana ,,kutalenim* neutrofili podél stén cév
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az do krevniho fecist¢ (Sundd & Ley, 2013). Neutrofily vykazuji odolnost vii¢i vysokym
smykovym silam tim, Ze se zplost'uji pfes endotelium s cilem ptipojit nékolik adhezivnich
molekul tak, aby vznikl membranovy fetézec, ktery by zvysil pramér pfilnavych bunék
piipojenych k ,rolujicim* neutrofilim za uclelem snizeni rychlosti. Zkratka, kdyz se
neutrofily posunuji vpied podél stén cév, membranovy fetézec vytvori kolem granulocytu
smyCku a PSGL-1 se sune podél smycky a poskytuje této kaskade déji unikatni adhezivni
substraty (Sundd, 2012). Po adhezi k endotelidlni tkani neutrofily musi piekonat cestu pies
endotelium k vlastni zasazené tkani. Neutrofily mohou migrovat pies bariéru endotelialnich
bunék dvéma zpisoby: paracelularni cestou — mezi jednotlivymi endot. burikami a
transcelularni cestou — skrz endot. buiiky. Jde o fazi ,,plazeni“. V momenté¢, kdy neutrofily
ptekonaji bariéru endotelidlnich bun€k, musi nasledné¢ prekonat bazalni membranu
(proteinové pletivo slozené z lamininil a kolagent). Nastava faze ,transmigrace®. Pokud se
neutrofily ocitnou v intersticialnim prostoru, mohou nasledné putovat piimo k mistu zanétu

(Carman & Springer, 2008; Burns, 2000).

Jakmile neutrofily jednou ptekonaji bariéru endotelidlnich bunék a bazalni
membranu, putuji ptimo k mistu zanétlivé reakce, kde vykazuji své charakteristické chovani.
Neutrofily mohou zabijet patogeny nékolika rGznymi mechanismy vcetné fagocytozy
(granula neutrofili obsahuji mnohé lytické enzymy), produkce antimikrobidlnich peptida a
proteind, anebo uvoliiovani reaktivnich forem kysliku (ROS) béhem tzv. oxidacniho
vzplanuti (Borregaard & Sorensen, 2007). Neutrofily mohou dokonce vypustit jaderny obsah
antimikrobialnich molekul (konkrétné jejich DNA a histony) do extracelularniho prostoru za
ucelem vytvofeni komplexu z antimikrobidlnich granul a cytoplasmatickych proteinti. Pro
neutrofily je charakteristické vytvafeni NETs (neutrophil extracellular traps), které
vychytavaji riznorodé typy mikrobl (véetné virt). NETs zvySuji citlivost organismu
k infekci a mohou byt inhibovany nukleazami ziskanymi jak z hostitelského organismu, tak
zZ toho patogenniho (Brinkmann et al., 2004; Yousefi et al., 2009). Zajimav¢ je, ze neutrofily
lidi trpicich chronickou granulomatézni chorobou (CGD), vyznacujici se produkei nefunkéni

NADPH, nemohou tvotit NETs (Bianchi et al., 2009).

Podle studie Xiuyang Guoa a jeho kolegi byly ze slin klistéte Ixodes scapularis
izolovany dva proteiny, které inhibuji aktivitu neutrofilnich granulocyti. Konkrétné jsou
jimi ISL 929 a ISL 1373. Tyto proteiny sniZuji expresi integrinll a inhibuji in vitro produkci
O, polymorfonukleovymi leukocyty (Guo et al., 2009).
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Neutrofily se nemohou d¢lit ani doplilovat svou granularni vybavu. Aktivované
neutrofily po vykonani vSech funkci odumiraji a stavaji se soucasti zanétlivého loziska
(Hofejsi & Barttiikova, 2005). Likvidace aktivovanych neutrofilti je zasadnim krokem pfi
zvladnuti zanétu a vede k uzdraveni (Buckley et al., 2013). Po vykonani vSech dulezitych
funkci neutrofily podstupuji apoptdzu. Apoptotické neutrofily museji byt z tkdn¢ odstranény
diive, nez by nastal proces nekrozy. Zanétliva reakce je Castokrat prodlouzena prave tim, ze
apoptdza neutrofilli nenastala véas (popifipadé selhanim makrofagl, které maji za tkol
z tkdné odstranit apoptotické neutrofily). Existuje faktor (HIF-2a: hypoxia inducible factor-
2a), jehoz mnozstvi se v neutrofilech zvySuje béhem akutniho a chronického zanétu, a ktery
redukuje apoptézu neutrofilt (Thompson et al., 2014). Apoptotické neutrofily produkuji
faktory, které¢ zabranuji dal§imu ,,verbovani neutrofili“. Laktoferin a Annexin Al jsou
vyluovany apoptotickymi neutrofily a patii mezi negativni regulatory ,,verbovéani

neutrofila* (Perretti et al., 2009; Bournazou et al., 2009). Odumfelé neutrofily vytvareji hnis.

7 wa1e

TGF-p (transforming growth factor-f) a IL10 (Kennedy & DelLeo, 2009).

Apoptdéza muze byt iniciovana extracelularné¢ ptsobenim TNF-o nebo intracelularné
napiiklad velikym mnoZstvim kyslikovych radikdlti. Morfologicky se apoptdza neutrofilti
projevuje snizenym pocétem cytoplazmatickych granuli, zaokrouhlovanim jadra, kondenzaci
jeho chromatinu a depresi fungovani bunék, a to zejména anti-infek¢ni aktivity (Plekhova et
al., 2010). Cely proces apoptozy je spustén slozitou soustavou latek a vzdy vede k aktivaci

cysteinovych proteaz — kaspaz (Le et al., 2011).

Role neutrofilii pi'i onemocnénich
Neutrofilni granulocyty plni zasadni lohu v patogenezi rozliénych onemocnéni.
Vedle infekénich onemocnéni se jednd 1 o autoimunitni choroby, chronickou obstruktivni

plicni chorobu (COPD), ateroskler6zu a rakovinu.

COPD je majoritni pfi¢inou umrti v industrializovanych zemich a je pfedné vyvolana
koutenim. Epitelidlni bunky jsou kli¢ovymi regulatory neutrofilli putujicich do dychacich
cest, neutrofily jsou pritahovany chemotaktickymi faktory, jako je IL-8 a leukotrien B4.
Leukotrien B4 je pfeménén =z leukotrienu A4 leukotrien A4 hydrolazou (LTA4H).
Cigaretovy kouf inhibuje aminopeptidazovou aktivitu LTA4H a to zptisobi ,,verbovani* a

hromadéni neutrofilli, coz vyvola chronicky zanét plic (Snelgrove et al., 2010).
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Revmatoidni artritida je ukazkovou autoimunitni chorobou, ktera postihuje 1%
populace. Neutrofily jsou imunitni molekuly zdaleka nejvice zastoupeny v synovidlni
tekuting, dale se hojn¢ vyskytuji v styénych plochach chrupavek. Neutrofily jsou aktivovany
imunoglobulinovymi agregaty (revmatoidni faktory), které maji schopnost spojovat

wrwe

uvolnéna z neutrofilti zpasobi destrukci kolagenni sit¢ v chrupavce (Mohr et al., 1981).

Neutrofily hraji svou roli i pfi vzniku rakoviny. ,,Verbovani“ neutrofild pfi
tumorgenezi je zafizeno chemotaktickymi faktory mnohych druhti bun€k, i1 téch
rakovinnych. Rakovinné buiiky mohou uvoliiovat chemokiny IL-8 a MIP-2 (Sparmann &
Bar-Sagi, 2004). Neutrofily ,,verbované*“ nadorovymi buiikami mohou vyvolat rakovinné
bujeni. Zanétlivé buiky predstavuji nezbytnou soucast nadoru a hraji dtlezitou roli ve vyvoji
rakoviny (Mantovani et al., 2008). V moment¢, kdy v prub¢hu rakovinného bujeni hraji
klicovou roli ,,nddorové sdruzené* makrofagy (TAM), nejsou neutrofily nijak napadné. Jisté
ovSem je, ze pii nddorovém onemocnéni hraji vyznamnou roli pravé ,,nddorové sdruzené*
neutrofily (TAN), nebot’ vyrazné zvySuji moznost uzdraveni u pacient s rakovinou (Kuang
etal., 2011).

Neutrofily hraji klicovou roli ve vrozené imunité, ale jejich funkce ve virové
patogenezi neni zcela objasnéna. Neutrofilni granulocyty jsou bezpochyby nesmirné dilezité
Vv patogenezi Japonské encefalitidy, horecky Zapadniho Nilu a hore¢ky Dengue. Po
proniknuti flavivird zplsobujicich vySe zminéné choroby dochdzi k rychlé zanétlivé
odpovédi zahrnujici periferni neutrofilovou leukocytézu a infiltraci neutrofili do vné;si

nervove tkané (Khanna et al., 1994).
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CILE PRACE:

Zjistit, zda se virus klist'ové encefalitidy v neutrofilech replikuje.

Zjistit, zda jsou neutrofily virem aktivovany.

Objasnit vliv klistécich slin na mysi neutrofilni granulocyty aktivované virem

klistové encefalitidy.

Prozkoumat vliv viru klistové encefalitidy a klistécich slin na apoptdzu neutrofilti.
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3. MATERIAL A METODY:

31 MATERIAL:

3.11 MYSI
K pokustim byly vybrany samicky inbredniho mySiho kmene C57BL/6NHsd, staré 5
az 6 tydna. Mysi byly zakoupeny od firmy AnLab (AnLab Praha s.r.o.) a chovany ve
zvéfinci Katedry medicinské biologie na Jihodeské univerzitd v Ceskych Budgjovicich za

podminek vyzadujicich bariérovy chov.

3.1.2 BUNECNE LINIE
Bunécna linie PS - (angl. porcine kidney stable; prasecni ledvina) byla kultivovana
V Lis médiu (Leibowitz) s 3 % prekolostralnim telecim sérem (PTS), smési antibiotik a
antimykotik [Amphotericin B (0,25 pg/ml); Penicilin (100 j/ml); Streptomycin (100 pg/ml)]
a 2,2 mM L-glutaminu (PAA) pii 37 °C (Biosera). Pasaz byla provadéna suchou

trypsinizaci.

Bunééna linie Vero — jedna se o buné¢nou linii ziskanou z ledvinnych buné¢k africké-
ho kockodana (Yasumura et al., 1963). Je vyuzivana jako linie hostitelskych bunék pro pés-
tovani viru. Buiky byly kultivovany v Lis médiu (Leibowitz) s 3 % prekolostralnim telecim
sérem (PTS), smési ATB [Amphotericin B (0,25 pg/ml); Penicilin (100 j/ml); Streptomycin
(100 pg/ml)] a 2,2 mM glutaminu pti 37 °C (Sigma). Pasazovani bylo provadeno suchou

trypsinizaci.

3.1.3 VIRUS
Virus klistové encefalitidy kmen Neudoerfl. Jedna se o prototypovy kmen viru TBE
Zapadniho subtypu. Izolovan byl roku 1971 z klistéte v Rakousku. Virus byl pomnozZen na
Vero buiikach. Titr viru dosahoval hodnoty 1 x 10” PFU/m.

Virus klistové encefalitidy kmen Hypr. Izolovan byl v roce 1953 z krve desetiletého
nemocného ditéte (Pospisil et al., 1954) a nasledné pasdzovan na mozcich sajicich mysi.
Kmen Hypr vykazuje vyssi virulenci nez prototypovy kmen Neudoerfl. Titr viru

pomnoZeného na Vero buiikdch dosahoval hodnoty 4,4 x 10° PFU/m.
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3.2 METODY:

3.21 ODBER KLISTECICH SLIN

Klistata pouzitd k odbéru slin pochazela z volné piirody oblasti Ceskych Budgjovic.
Byla odchytavana metodou vlajkovani. Samicky klistéte Ixodes ricinus saly na morceti po
dobu 6 dni. Po nasati byly samice sejmuty z pokusného zvifete a byly pfipevnény
k podloznim sklickiim pomoci oboustranné lepici pasky. Na hypostom a jednu z palp jim
byla nasazena sklenénd kapilara, kterd se zafixovala modelinou. Na hibetni ¢ast t¢la jim bylo
nakapano po 1 — 2 ul 5 % roztoku pilokarpinu (pilocarpine hydrochloride, Sigma)
rozmichaném v 95 % etanolu. Takto pfipravend klistata byla umisténa do vlhké komurky a
ulozena do termostatu po dobu 2 hodin pii 37 °C. Mnozstvi vyprodukovanych slin se u
klistat velmi liSilo, rozmezi bylo zhruba 1 — 10 pl. Sliny byly nasledné ptefiltrovany ptes

filtr (0,22 um Hydrophilic Durapore, Millex ® Filter Unit).

Obsah proteinti ve slinach byl stanoven pomoci metody podle Bradfordové pro
stanoveni koncentrace proteinli (Bradford, 1976). Koncentrace proteinti v slindch byla
stanovena na 333 pg/ml. Sliny byly rozplnény po 10 mikrogramovych alikvotech a
uchovany pfi teploté -70 °C.

3.22 IZOLACE BUNEK Z KOSTNi DRENE

Mys byla usmrcena zlomenim vazu. Ze zadnich nohou byla staZzena kiize a koncetina
byla oddélena tak, aby stehenni a holenni kost zlistaly neporusené. Nozicky se oplachly ve
sterilnim PBS — Phosphate Buffer Saline. Slachy a svalovina byly odstranény, stehenni a
holenni kosti byly odd€leny v koleni a ocisténé kosti se oplachly v izopropanolu a vlozily se
do Petriho misky s MEM (Minimal Essentional Medium).

Oba konce kosti byly odstfihnuty a pomoci injekéni stiikacky s MEM a sterilni jehly
(velikost 26 G) byly konce kosti promyty tak, aby se do nové Petriho misky uvolnila kostni
dren. Kostni dfenl byla nasledné rozsuspendovana 1 ml pipetou v minimalnim esencidlnim
médiu (MEM), ptefiltrovana ptes BD filtr (50 um) do centrifuga¢ni zkumavky. Nasledovala
centrifugace pii zrychleni 350 g po dobu 10 minut pfi 4 °C. Vznikly supernatant byl slit a
pelet byl rozsuspendovan ve 2 ml lyzacniho roztoku (0,84 % NH4CI), aby doslo k lyze
erytrocytli. Po 2 minutach plsobeni lyza¢niho roztoku bylo pfilito 10 ml MEM. Nasledné
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byly bunky sta¢eny 10 minut v centrifuze pii 350 g a 4°C. Supernatant byl slit a vznikly
pelet byl rozsuspendovan v 200 ul MACS pufru (PBS + 2 % FCS + 2mM EDTA).

IZOLACE NEUTROFILU NA ZAKLADE MAGNETICKE SEPARACE

Metoda magnetické separace je zaloZena na principu negativni sorpce. Suspenze
bunc¢k je oznaCena smeési primarnich biotinylovanych monoklonalnich protilatek proti
antigenim neexprimovanym na neutrofilech. Nésledné znaceni bunék sekundérni protilatkou
s feromagnetickymi Casticemi zajisti, ze v separacni kolonce zistanou zachyceny vSechny
buniky kromé neutrofili. K samotné separaci byla pouzita komercni souprava protilatek
Neutrophil Isolation Kit — mouse (Myltenyi Biotec, USA), magnetické separa¢ni kolonky-
LS column a magneticky separator — Midi MACS separator (Myltenyi Biotec, USA).
Suspenze, kterda protekla kolonkou, obsahovala neutrofily. Koncentrace neutrofilti byla
stanovena po smichani 10 pl bunééné suspenze se 45 pl trypanové modie a 45 pul MACS
pufru (10x nafedéno). Nasledovalo pocitani v Biirkerové komdirce. Poté byly bunky

nafedény v prislusném médiu a podle potteby nasazeny.

3.23 INFEKCE NEUTROFILU VIREM KLiSTOVE ENCEFALITIDY

Infekce neutrofilt byla provadéna vzdy v den izolace. Neutrofily se nafedily (v
zékladnim médiu RPMI se sérem) tak, aby na kazdou mikrozkumavku ptipadlo 2 x 10°
bun¢k ve 100 pl média.

Byly pouzity kmeny Neudoerfl a Hypr. V prvnim pokusu mél titr viru Neudoerfl
hodnotu 2 x 10" PFU/mI. Infekéni davka viru byla 5:1, coZ znamend, Ze 5 virovych astic
pfipadalo na 1 bunku.

Nejprve bylo do mikrozkumavky napipetovano 1,2 x 10° bungk v 600 ul
kompletniho média (RPMI se sérem). K buitkam bylo ptidano 300 pl virové suspenze (6 x
10° virovych &astic). Buiiky s virem se nechaly inkubovat 1 hodinu pii 37 °C. Po adsorbci
viru na buniky nasledovalo odmyti neadsorbovaného viru. Mikrozkumavky s bunikami se
centrifugovaly (3 min, 160 g, 4 °C), supernatant byl odstranén a pelet byl rozsuspendovan
v 1,3 ml distého kompletniho média (RPMI se sérem). Promyti bun€k bylo dvakrat
zopakovano, az nakonec byl finalni pelet opét rozsuspendovan v 1,3 ml kompletniho média
(RPMI se sérem), buiiky byly zaloZeny do 96 jamkového panelu v mnozstvi 1 x 10° bungk
ve 100 pl média na jamku a inkubovédny v termostatu na 37 °C s5 % CO,. Jesté pred

uloZenim do termostatu doslo k odbéru supernatantu v ¢ase 0. Nasledoval odbér po 24, 48 a
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72 hodinach. Odebrany supernatant byl zmrazen na -70 °C. Titr viru byl zjistovan metodou
plakové titrace.

V pokusu, kdy se sledoval vliv slin na replikaci viru v neutrofilech bylo pfed pfidanim
virové suspenze k bunkdm ptidano 9 ul klistécich slin na dvé hodiny, pficemz vysledna
koncentrace slin byla 10 pg/ml. Po dvouhodinové preinkubaci byla k bufikam ptidana virova
suspenze na 1 hodinu. Byl pouzit opét kmen Neudoerfl, infekéni davka byla snizena na MOI
1. Titr viru dosahoval hodnoty 1 x 10 PFU/mI. Poté nasledovalo promyti neadsorbovaného
viru (2x centrifugace 3 min, 160 g, 4 °C). Po promyti viru nasledovalo nasazeni bunék
rozsuspendovanych v kompletnim médiu na 96 jamkovy panel v mnozstvi 1 X 10° bunék ve
100 pl média na jamku. Do pfislusnych jamek byly znovu ptfidany sliny o vysledné
koncentraci 10 pg/ml a poté nasledovala 24 hodinova a 48 hodinova inkubace v termostatu
na 37 °C pii 5 % CO..

3.24 PLAKOVA TITRACE VIRU

Titry virG byly stanovovany metodou plakové titrace a vyjadiené v PFU (angl.
plaque-forming units = plakotvorné jednotky) [(Porterfield & de Madrid, 1969)]. Tato
metoda umoziuje stanovit mnozstvi infekénich virovych ¢astic ve vzorku. K tomuto tcelu
byla pouzita bunééna linie PS, ktera byla nafedéna v kultiva¢nim médiu (Li5 + 3 % PTYS) tak,
aby vznikla bunécnd suspenze. Testované vzorky byly nafedény desitkovym fedénim ve 24
jamkovém panelu (TPP, Svycarsko) v kultivaénim médiu. V kazdé jamce bylo 200 pl
fedéného vzorku. Poté bylo do kazdé jamky ptidano po 300 pl bunééné suspenze v mnozstvi
1,2 x 10° bun&k (koncentrace 3-5 x 10° bunék/ml) a obsah jamek byl fadné€ promichan. Panel
S nasazenymi butikami byl uloZen na 4 hodiny do inkubatoru do 37 °C, pii 0,5 % CO,. Po
uplynuti uvedené doby byl obsah vSech jamek ptrevrstven 400 ul prelivu, coz je roztok CMC
(1,5 % karboxymethylceluloza) a 2x koncentrované kultiva¢ni médium Lis vV poméru 1:1.
Takto pfipravené panely byly inkubovany v termostatu po dobu 3-5 dni (teplota 37 °C; 0,5
% COy,).

Po 3-5 dnech byly panely promyty ve fyziologickém roztoku (0,9 % roztok NaCl),
pficemz mrtvé buiiky byly odstranény. Nasledn¢é byly plaky vizualizované barvenim, kdy
Ziveé bunky byly obarveny ponofenim panelll na 45 minut do roztoku naftalenové ¢erné (0,88
mM naftalenové cerné; 1,054 M ledové kyseliny octové; 0,24 M octanu sodného). Na

zaklad¢ toho bylo mozné stanovit pocet vytvoienych plaki.
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Po vizualizaci plaki roztokem naftalenové cCerné nasledovalo jejich pocitani. Pro
kazdy Casovy interval byly plaky peclivé spocitany a poté nasledoval vypocet poctu PFU na
1 ml vzorku. Pocitalo se podle vzorce:

(1000*10 " 1aMkUxp o ket plakii v dané jamece)/180

Nasledovalo zlogaritmovani vysledkt piepoctu plaki na PFU/ml, hodnoty byly poté
vyneseny do grafu.

3.25 STANOVENI CYTOKINU - ELISA

Izolované neutrofily byly nasazeny tak, aby na kazdou jamku p¥ipadlo 2 x 10° bun&k
ve 100 pl kompletniho média. Nasledné byl do kazdé jamky ptidan vir v koncentraci 1 viro-
vé Castice na jednu buniku. Supernatanty byly odebrany po 24 a 48 hodinach a zamraZeny na
-70 °C. Produkce cytokind byla stanovena metodou ELISA (Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay). V pokusech, kdy byly pouzity sliny, se tyto pfidavaly na bunky pfed samotnou
infekci na dvé hodiny o vysledné koncentraci 10 pg/ml.

Mnozstvi IFN- bylo stanoveno pomoci kitu Legend Max™ Mouse IFN-p Elisa Kit
(BioLegend). Mnozstvi IL-6 bylo stanoveno s pomoci kitu Mouse I1L-6 ELISA Ready — SET
- Go!® (eBioscience) a mnozstvi TNF-a bylo stanoveno pomoci kitu Mouse TNF alpha
ELISA Ready — SET — Go!® (eBioscience). Pfi stanoveni se postupovalo piesné podle in-

strukci vyrobce.

3.26 APOPTOZA INFIKOVANYCH NEUTROFILU MERENA NA
PRUTOKOVEM CYTOMETRU
Apoptoza neutrofilll je zkoumdna na zakladé mnozstvi aktivni kaspazy-3, kterd se

ucastni posledni faze apoptozy a byva aktivovana jinymi kaspazami.

Neutrofily byly rozkapany na 96 jamkovy panel po 2 X 10° bun&k ve 100 ul média na
jamku. Do né¢kterych jamek byly pfidany sliny o vysledné koncentraci 10 ug/ml. Po dvou
hodinach byly bunky infikovany virem Neudoerfl pfti MOI 1. Nasledovala inkubace
Vv termostatu pii 37 °C a 5 % CO,. Mnozstvi aktivni kaspazy-3 v neutrofilech bylo stanoveno
pomoci kitu (FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit, BD Pharmingen™). Neutrofily byly
uvolnény z jamek Skrabkou a pfeneseny do pfedem oznacenych mikrozkumavek. Bunky

byly promyty, fixovany a znafeny protilatkou rozeznavajici aktivni kaspazu-3 dle pfesnych
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instrukci vyrobce. Vzorky byly méfeny na pratokovém cytometru BD FACS Canto II,
S pouzitim specialniho softwaru FACSDiva Software.

3.2.7 STATISTICKA ANALYZA
Pro zpracovani vysledkl byly pouzity grafy programu EXCEL. Ziskana data byla statisticky
vyhodnocena v programu GraphPad Prism pomoci metody jednocestné analyzy variance
(ANOVA). Vsechny hodnoty vynesené do grafu predstavuji aritmetické priméry hodnot
z namétenych triplikaci. Chybové tusecky v grafech znazornuji stfedni chybu priméru

(SEM).
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4, VYSLEDKY

41 REPLIKACE VIRU TBE V NEUTROFILECH
Cilem prvniho pokusu bylo zjistit, zda se virus klistové encefalitidy v izolovanych
neutrofilnich granulocytech replikuje. Neutrofily byly infikovany kmenem Neudoerfl,
pficemz pouzita infek¢ni davka se rovnala 5 (MOI 5, multiplicita infekce). Mnozstvi
virovych ¢astic bylo stanoveno v intervalech 24, 48 a 72 hodin po infekci metodou plakové

titrace.

Obrazek €. 1 demonstruje grafické vyobrazeni danych hodnot.

titr kg ia PEL,mI
(K1)

o 1o 20 30 40 50 [+ it BD
Cas po infekd [hod]

Obr. 1: Replikace viru v neutrofilech zkoumana ve tiech ¢asovych intervalech.

Z grafu je patrné, Ze po adsorbci viru (tedy v Case 0) 1ze pozorovat nejvyssi hodnotu
PFU/ml, poté se ale titr viru jiZ sniZoval a za 72 hodin jiZ byl snizen na mén¢ nez 100
PFU/ml (Obr. 1). Celd kiivka ma sestupny charakter, da se tedy fici, Ze se virus klistove
encefalitidy v neutrofilech nereplikuje.

42 REPLIKACE VIRU TBE V NEUTROFILECH OBOHACENYCH O
KLISTECT SLINY
V nékterych typech imunitnich bungk, napt. v dendritickych buiikdch a makrofazich

bylo pozorovano zvysSeni replikace viru TBE vV pfitomnosti klistécich slin. Proto cilem
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dalSiho experimentu bylo zjistit, zda V neutrofilech pfitomnost slin replikaci viru také

podpoii.

V pokusu se postupovalo velmi podobné jako v prvnim, pouze s tim rozdilem, ze
buiky byly inkubovany se slinami po dobu 2 hodin pfed samotnou adsorbci viru a infek¢ni

davka byla snizena na MOI 1. Vysledna koncentrace slin byla 10 pg/ml.

Obrazek ¢. 2 znazoriiuje grafické vyjadfeni mnozstvi PFU/ml v jednotlivych

casovych intervalech.

Titr tﬂ Lil F'FL'.lflTll
o]

—&— bez <lin
2 —&—ze slinami
1
o , o T T <y
0 10 20 30 A0 S0 S0

Cas po infekd [hod)

Obr. 2: Replikace viru kmene Neudoerfl v neutrofilech po pfidani klistécich slin.

Z grafu je patrné, ze i kdyz byl zaznamenan nepatrny rozdil titru v ¢asovém intervalu 24

hodin, k replikaci TBEV v neutrofilech nedochazi ani v pfitomnosti slin.

43 PRODUKCE INTERFERONU-B VIREM INFIKOVANYMI
NEUTROFILY

Mnoho typli bun¢k odpovida na virovou infekci produkci interferonu typu I. Cilem

nasledujiciho experimentu bylo zjistit, zda po infekci neutrofilnich granulocytd virem

klistové encefalitidy taky dochazi k produkci interferonu, konkrétné¢ IFN-B. Produkce IFN

byla stanovena metodou ELISA.

Produkci IFN-B neutrofily 1ze vidét na obrazku ¢. 3.
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Obr. 3: Produkce IFN-f infikovanymi neutrofily po 24 a 48 hodinach.

Z obrazku 3 vyplyva, Ze K nepatrné produkci IFN- infikovanymi neutrofily doslo jak
po stimulaci Neudoerflem (MOI 1), tak po stimulaci Hyprem, a to v obou c¢asovych
intervalech. Rozdil v mnozstvi produkovaného interferonu mezi témito dvéma kmeny

pozorovan nebyl. Proto jsme v dalsi praci pouzivali pouze mén¢ virulentni kmen Neudoerfl.

44 VLIV KLISTECICH SLIN NA PRODUKCI CYTOKINU TNF-0. VIREM
INFIKOVANYMI NEUTROFILY
Nasim dal$im cilem bylo zjistit, jestli po infekci virem dochazi k aktivaci neutrofild,
a jak je tato aktivace ovlivnéna klistécimi slinami. Jako parametr aktivace jsme si zvolili
produkci cytokinu TNF-a. Nejprve jsme analyzovali vzorky pouzité v druhém replika¢nim
experimentu. Byl pouzit kmen Neudoerfl s infekéni davkou MOI 1.

Produkce cytokinu TNF-a v ¢asovych intervalech 24 a 48 hodin je znazornéna na

obrazku ¢. 4.
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Obr. 4: Produkce cytokinu TNF-a infikovanymi neutrofily ve dvou ¢asovych intervalech.

Z grafu (obr. 4) je ziejmé, ze produkce TNF-a neutrofily infikovanymi Neudoerflem
(MOI 1) byla zvySena, a to v obou ¢asovych intervalech. Klistéci sliny produkci TNF-a

nesignifikantné snizovaly.

Toto pozorovani jsem se pokusila zopakovat. Byl zvolen postup, kdy byly k bunkam
nejprve pridany klistéci sliny o vysledné koncentraci 10 pg/ml. Po dvou hodinéach byla
k bunkam ptidana virova suspenze (Neudoerfl, MOI 1), a ta byla ponechana s buitkami po
dobu 24 a 48 hodin, kdy se sbiral supernantant. Elisou poté bylo zkoumano, zda infikované
neutrofily po pfidani slin produkuji cytokin TNF-a. Ani po opakovanych experimentech se

vsak nepodatilo v neutrofilech TNF-o detekovat.

45  ANALYZA APOPTOZY VE VIREM INFIKOVANYCH NEUTROFILECH
Nasim cilem bylo zméfit apoptézu izolovanych neutrofild, které byly infikovany virem

klistové encefalitidy (kmen Neudoerfl, MOI 1). Nasledné¢ jsme testovali vliv klistécich slin.

V experimentu byly buiiky inkubovany s virem (kmen Neudoerfl) a slinami bez promyti
neadsorbovaného viru (obrazek 5). Apoptdza byla métena v Casovych intervalech 24 a 48

hodin po infekci.
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Na obrazku €. 5 je znazornéna apoptéza métfend u infikovanych neutrofilti ve dvou ¢asovych

intervalech.
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Obr. 5: Procento apoptotickych neutrofili po 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci s TBEV.

Na obrazku ¢. 5 je vidét, ze virus klistové encefalitidy po 24 hodinach nijak
neovlivnil apoptozu neutrofilti. Procento apoptotickych bungk infikovanych virem je
srovnatelné s procentem bunck neinfikovanych. Sliny mirn€ apoptozu iniciovaly, ov§em ne
statisticky signifikantné. V ¢asovém intervalu 48 hodin bylo mnozstvi apoptotickych
neinfikovanych neutrofild vyssi. Nicméné ani zde infekce TBEV nijak jejich pocet
neovlivnilla. U bungk s ptidanymi klistécimi slinami bylo pozorovano mirné snizeni poctu
apoptotickych buné¢k, opét bez statistické vyznamnosti. Experiment byl zopakovan s vyssi
infekéni davkou (MOI 2). Vysledek byl negativni, bez efektu viru nebo slin na pocet
apoptotickych bun¢k.
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5. DISKUZE

Klistova encefalitida je nejzadvaznéjsi lidské onemocnéni zplisobené arboviry v Evropé a
vV Rusku. Pii pozdnim odhaleni infekce dochdzi k poruse centralniho nervového systému
S projevy nervové obrny, coz muze mit za nasledek trvalé¢ potize, jako piiklad zminme
chronické bolesti hlavy, poruchy spanku, depresi, obrnu svalii v oblic¢eji, obrnu koncetin. I
z téchto divodii je v posledni dobé vyzkumu arbovirii a jejich vektorti vénovana velka

pozornost.

Neutrofilni granulocyty jsou nejbéznéjSim typem bilych krvinek -cirkulujicich

vvvvvv

neutrofilniho granulocytu (Labuda, 1993). Proto bylo nasim cilem zjistit, zda se virus TBE
v téchto kratce zijicich bunkdch muze replikovat, nebo alespon vyvola jejich aktivaci, a
jakou roli v téchto procesech hraji klistéci sliny. Neutrofily byly infikovany kmenem viru
klistové encefalitidy, o rizném stupni multiplicity infekce (MOI 1 a MOI 5). Zpoc¢atku jsme
se domnivali, ze by pozadovanou reakci mohl vyvolat jiz virus s MOI 1. K replikaci viru
Vv neutrofilnim granulocytu nedoslo ani Vv jednom piipadé. U makrofagh zavisi mnozstvi
vyprodukovaného viru na stupni diferenciace bunék. Z n€kterych experimentti vyplyva, ze
¢im vyssi stupeni diferenciace makrofagii, tim mensi mnoZstvi jimi vyprodukovaného viru
(Kopecky et al., 1991). Jednim z divodu, pro¢ se virus v neutrofilech nereplikuje, mize tedy
byt jejich diferenciace. Krom¢ charakteru infikovanych bunck je replikace viru zévisld na
virulenci jednotlivych kment. Virulence kmene Neudoerfl je velice nizka. Malo patogenni
kmeny TBEV vykazuji pomalé pronikani do bunék a také slabou vazbu na krevni bunky,
zatimco vysoce virulentni kmeny rychle pronikaji do buiky a aktivné se v ni replikuji
(Krylova et al., 2015). N¢které studie dokazuji, Ze na sniZeni virulence virového kmene ma
kromé rychlosti pronikdni do bunék vliv také samotny virovy genom. Mutace v nekddujicich
sekvencich genomu miiZze zplsobit poruchu v replikaci virové RNA a zptisobit tim dokonce
az atenuaci viru (Wallner et al.,, 1996). Nejvétsi vliv na virulenci viru ma s nejvetsi
pravdépodobnosti obalovy protein E jakoZto hlavni strukturalni protein flavivirti (Labuda et
al., 1993). Co se tyc¢e vlivu slin na replikaci virem TBE, bylo prokazano, ze klistéci sliny
zvySuji procento virem infikovanych slezinnych dendritickych bunék, i kdyz zvySeni
replikace viru TBE pozorovano nebylo (Fialova et al., 2010). V tomto kontextu je zajimavy
jev oznacovany jako SAT neboli slinami asistovany pienos (saliva-assisted transmission), pii
kterém je pienos patogenu do téla hostitele zesilen prostfednictvim slin. Patogen pak muze
V hostitelském organismu snadnéji proliferovat pravdépodobné diky oslabeni obrannych

mechanismu hostitele. SAT efekt byl poprvé popsan u Thogoto viru izolovaného z klistéte
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Rhipicephalus appendiculatus (Jones & Nuttall, 1990). Od té doby byl tento jev popsan u
celé fady dalSich patogent (napiiklad u TBEV nebo u viru Louping ill), které nemuseji byt
prenaseny pouze z klistéte, ale z celé¢ tady dalSich hematofagnich c¢lenovct (napiiklad
komart) [(Nuttall & Labuda, 2004)]. V nasich experimentech nebyla pozorovana replikace
viru ani v pritomnosti slin. Je pravdépodobné, ze neutrofil nebyl permisivni k virové infekci.
I kdyZ neutrofily nejsou cilovou buinikou pro virus, mohou byt dulezité pro pienos viru.
Naptiklad studie Pingena informuje o tom, Ze zanét vyvolany neutrofily napomaha replikaci
a prenosu viru (Bunyamvera a Semliki Forest virus) pfenaSené¢ho komary in vivo. Bodnuti
komarem je charakterizovano otokem a pfilivem neutrofili, které koordinuji a lokalizuji
vrozenou imunitni odpovéd’, ktera usnadiuje pfistup myeloidnich bun€k permisivnich
k virové infekci. Pfipadné vycéerpani neutrofili potlacuje zanétlivou reakci a omezuje

schopnost komara kousnutim podpofit infek¢ni reakci (Pingen et al., 2016).

Neutrofily krom jejich fagocytarni funkce vykazuji i regulaéni funkci, to znamena, ze
produkuji rizné cytokiny. Soucasti této prace bylo také testovat aktivaci neutrofili meéfenim
produkce TNF-a (indukuje apoptdzu a uplatiiuje se v buitkami zprostiedkované imunit¢), IL-
6 a protivirového IFN-B. I kdyz neutrofily nejsou silnymi producenty cytokint, jejich hojné

zastoupeni muze tuto skute¢nost kompenzovat.

Produkce IFN-B byla testovana po infekci neutrofili se dvéma virovymi kmeny
Neudoerfl i Hypr. Produkce INF-B byla u obou virovych kmenii nizka. Pii pouziti Hypru
jsme vychazeli z faktu, ze tento vykazuje vyrazné vyssi virulenci nez kmen Neudoerfl, coz
se projevuje zvySenim produkce cytokinli naptiklad v slezinnych dendritickych buiikach
(Fialova et al., 2010). Produkce interferonu, i kdyz velice nizka, byla u obou virovych
kmeni témét srovnatelna. Navic, TBEV zplsobuje reorganizaci membran uvniti imunitnich
bunék, ve kterych je uloZena vétSina virové dsRNA, ktera je tak nepfistupna detekci
cytoplazmatickych receptori. Tim je zpoZdéna tvorba antivirového IFN, proto i vysoce
virulentni kmen Hypr mulze indukovat tvorbu interferonu se zpozdénim (Overby et al.,
2010). Skallova ve své praci pozorovala vliv obou kmeni TBEV (Neudoerflu i Hypru) na
dendritické buiky a doSla k z&dvéru, ze oba kmeny podporuji zrani dendritickych bunék a

taktéZ vedou k produkei IFN-B, TNF a IL-6 (Skallova, 2009).

Dalsim cilem bylo zjistit, zda infekce neutrofild virem TBE vede Kk jejich aktivaci a
nasledné produkci cytokin®, napiiklad TNF-a a IL-6. Nejprve jsme analyzovali vzorky
z druhého replikacniho experimentu a zjistili jsme, Ze produkce TNF-a neutrofily

infikovanymi Neudoerflem (MOI 1) byla zvySena, a to v obou ¢asovych intervalech. Klistéci
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sliny produkci TNF-a snizily, i kdyz bez statistické signifikance. Pfi ovéfovani tohoto
vysledku byly zvoleny dva alternativni postupy, které se vSak od sebe vyznamné nelisily.
Bud’ byly buiiky po odmyti viru promyty, nebo byla virova suspenze ponechana s buiikami
po dobu 24 a 48 hodin, kdy se sbiral supernatant. Bohuzel ani opakovanymi pokusy se
nepodafilo TNF-a v neutrofilech detekovat. Fialova ve své studii zkoumala mimojiné
produkci cytokind dendritickymi buiikami infikovanymi virem klistové encefalitidy.
Podafilo se ji prokazat signifikantni produkci TNF-a i IL-6, zatimco produkce cytokina IL-
10 a IL-12p70 nebyla deketovana (Fialova et al., 2010). Ve virem infikovanych neutrofilech
byla testovana i produkce cytokinu IL-6. Infekce neutrofili virem TBE vSak nevyvolala
zadnou indukci iterleukinu-6. Je patrné, ze k produkci cytokinu v neutrofilech nedochazi

kvtli absenci replikujiciho se viru.

Dalsim bodem této prace bylo prozkoumat vliv TBEV a klistécich slin na apoptdzu
neutrofild. Je dualezit¢é poznamenat, Ze ucinek patogennich organismii na neutrofily
v experimentalnich modelech z4visi na mnohych proménnych, jako je multiplicita infekce
(MOI), pouzity patogenni kmen, doba trvani expozice a Cistota bun¢k. To vSe mize ovlivnit
délku zivota neutrofilu. Bylo prokézéano, ze vysoka MOI podnécuje u neutrofilii apoptozu,
zatimco nizka MOI iniciuje u neutrofili oddaleni apoptozy. Tato skutecnost byla prokazana
zejména u bakterii (napiiklad u chlamydii nebo stafylokoki) [(van Zandbergen et al., 2004;
Anwar et al., 2009)], ale byla zkoumana i u virti (virus chiipky) [(Elbim et al., 2009)] nebo i
u hub (Aspergillus fumigatus) [(Ocana et al., 2008)]. Apoptoza neutrofilti pii virovych
infekcich mtze bud’ velmi zlepsit, nebo naopak zhorsit schopnost hostitele rozeznat infekci a
adekvatné na ni reagovat. Existuji virovd onemocnéni, naptiklad infekce HRSV, ktera
inhibuji apoptézu neutrofilti, a naopak takové infekce, jako napiiklad onemocnéni virem

HIV nebo chiipkou typu A, které apoptdzu neutrofili vyrazné podnécuji (Elbim et al., 2009).

Prace Plekhové ukézala, Ze virus TBE indukuje apoptézu v neutrofilech (Plekhova,
2012). V této praci jsme také otestovali vliv TBEV a klistécich slin na apoptozu
neutrofilnich granulocyti. Z vysledkl vyplyva, Ze virus TBE apoptézu neovlivnil a ani sliny
nemély na apoptézu zadny vliv. Nekteré enzymy, které kliStéci sliny obsahuji, indukuji
zmény v morfologii endotelidlnich bun¢k a indukuji apoptézu degradaci integrinu a5p1 (Yu
et al., 2003). Proteolytickd degradace integrini mize vést k disfunkci tohoto receptoru na
bunéném povrchu, coz je udalost tzce spojend praveé s apoptozou. Klistéci sliny indukuji
apoptozu MVEC, o ¢emz svéd¢i ,,odkryti* fosfatydilserinu na bunécné membrané a typické

morfologické zmény jadra vyznacujici se kondenzaci a fragmentaci (Brassard et al., 1999;
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Francischetti et al., 2005). Fialova ve své praci prokazala, ze infekce TBEV indukovala
Vv dendritickych bunikach apoptdzu a klistéci sliny signifikantné snizily pocet apoptotickych
bunck. Je mozné, ze klistéci sliny mohou usnadnit sifeni TBEV, a to tim, Ze indukuji delsi
preziti infikovanych dendritickych bunék, coz miize vyrazné zvysit Sance pro ptenos TBEV
mezi infikovanymi a neinfikovanymi klist’aty, které sousaji na témze hostiteli (Fialova et al.,
2010). Myslime si, ze indukce apoptdézy ani ovlivnéni procenta apoptotickych bunék u
neutorfili nebylo pozorovano bud’ z divodu nereplikujiciho se viru nebo nespravné
zvoleného Casu na méteni aktivni kaspazy-3. Tento piedpoklad vSak nelze porovnat s jinymi

vysledky, nebot na toto téma nebyla dosud publikovana Zzadna prace.
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ZAVER

Replikace viru klistové encefalitidy v neutrofilnich granulocytech nebyla prokazana.

Klistéci sliny nepodpotily replikaci viru v neutrofilech.

Produkce TNF-a, IL-6 a IFN-B virem infikovanymi neutrofily nebyla prokazana

Infekce virem klistové encefalitidy ani klistéci sliny neovlivituji miru apoptdzy u
neutrofilu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

TBE
TBEV
Thl

Th2
Arboviry
C protein
E protein

prM/M protein

NK buiiky
LAK bunky
TIBOLA
tHFR

TAP

IRS-2

Ir— CPI

MCP -1
IL-6/ IL-10
-ss RNA

+ss RNA

klistova encefalitida (angl. tick-borne encephalitis)

virus klistové encefalitidy (angl. tick-borne encephalitis virus)
subpopulace pomocnych lymfocyti typ 1 (angl. T helper cells 1)
subpopulace pomocnych lymfocyti typ 2 (angl. T helper cells 2)
viry pienasené ¢lenovci (angl. arthropod-borne virus)

kapsidovy protein (angl. capsid protein)

obalovy protein (angl. envelope protein)

prekurzor membranového proteinu/ membranovy protein (angl.

membrane protein

ptirozeni zabije¢i (angl. natural-killer cells)

lymfokiny aktivovani zabijeci (angl. lymphokine activity killer cells)
klistova lymfadenopatie (angl. tick-borne lymphadenopathy)
histamin uvolnujici faktor

kliStéci antikoagulaéni peptid (angl. tick anticoagulant peptide)
inzulinovy receptorovy substrat 2 (angl. insulin receptor substrate 2)

inhibitor koagula¢ni faze u klistéte Ixodes ricinus (angl. coagulation

contact phase inhibitor)

monocyte chemoattractant protein-1
interleukin 6/ interleukin 10
jednotetézcova RNA negativni polarity

jednotetézcova RNA pozitivni polarity
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MHC

CXCR4

CXCR2

NADPH

MIP-2

hlavni histokompatibilni komplex (angl. major histocompatibility

complex)

C-X-C chemokinovy receptor typ 4 (n¢kdy téz fusin)
C-X-C chemokinovy receptor typ 2

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

macrophage inflammatory protein-2
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