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1 Uvod

Klistova encefalitida (TBE) je onemocnéni virového plivodu zplsobené virem
klistové encefalitidy (TBEV), ktery fadime mezi obalené viry s jednovlaknovou RNA
s pozitivni polaritou (Baltimore, 1971). Pocet ptipadi TBE celosvétové rok od roku roste,
v Ceské republice bylo zarok 2020 potvrzeno 854 piipadii nakazy (Informacéni systém
infek¢ni nemoci— ISIN, diive EPIDAT, 2020). Onemocnéni TBE zplisobené rtiznymi podtypy
TBEV se od sebe 1isi zavaznosti, pfiznaky a umrtnosti (Gritsun a kol., 2003b). Specificky 1€k
proti onemocnéni zatim neexistuje, proto je dilezita prevence v podob¢ ockovani (Riccardi a
kol., 2019). Infekce virem nastava obvykle prostfednictvim infikovaného klistéte, které saje
hostitelovu krev, a poté virus putuje spolu se slinami do hostitele. Virus se dostava do kiize,
kde se vyskytuji makrofagy a dendritické bunky, které rozsituji virus dal do téla. Nicméné¢ tyto
zminéné imunitni bunky hraji také vyznamnou roli v boji proti infekci TBEV (Haglund

a Gilnther, 2003, Dorrbecker a kol., 2010).
1.1 Virus kliSt'ové encefalitidy

Virus TBE fadime mezi tzv. arboviry (z anglického ,,arthropod-borne viruses®).
Arboviry jsou skupiny virtl z riznych Celedi, tedy i s odliSnym typem genetického materialu.
Konkrétné do této skupiny virit zatazujeme jednovladknové RNA viry s pozitivni polaritou
(+ssRNA) z Celedi Flaviviridae a Togaviridae, jednovlaknové RNA viry s negativni polaritou
z ¢eledi Bunyaviridae, Rhabdoviridae a Orthomyxoviridae, dvouvldknové RNA viry
(dsRNA) z celedi Reoviridae 1 dvouvlaknové DNA viry (dsDNA) z Celedi Asfarviridae
(Hubalek a kol., 2014, Go a kol., 2014). Spole¢nym znakem vySe zminénych celedi vira
a diivodem, pro¢ je zahrnujeme pod arboviry, je podobné §ifeni onemocnéni. Arboviry jsou
pfenaseny c¢lenovci. Vyznamnymi pienaSeci arbovirti jsou komaii pienasejici naptiklad virus
zluté zimnice, virus horeCky Dengue, virus Zika a klist'ata pienasejici naptiklad virus TBE
¢1 virus Krymsko-konzské hemoragické horecky (Alonso-Palomares a kol., 2019; de la Fuente

a kol., 2017).

TBEV patii spolu s pfiblizné 70 dalSimi druhy vird do rodu Flavivirus, celedi
Flaviviridae. Mezi flaviviry fadime krom¢ TBEV napft. taktéz vySe zminény virus zluté
zimnice, virus Zika avirus horecky Dengue, dale pak virus Japonské encefalitidy
a zapadonilské horecky (Barrows a kol., 2018). Viry pattici do Celedi Flaviviridae jsou
prenaseny klist'aty nebo komary (Zhang a kol., 2019).
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TBEV miizeme rozdélit na 3 podtypy: stfedoevropsky, sibifsky a dalnévychodni. Mezi
jednotlivymi subtypy byly zjistény rozdily v sekvencich aminokyselin, a to az 9 %, taktéz
variabilita nukleotidii se pohybuje kolem 17,3 % (Pogodina a kol., 2007; Domnich a kol.,
2014).

Stfedoevropsky podtyp TBEV se vyskytuje ve stfedni Evropé. Pienasecem tohoto
subtypu je klist¢ obecné (Ixodes ricinus). Onemocnéni zptsobené sttedoevropskym podtypem
se vyskytuje v Ceské republice, Némecku, Rakousku, ale i v dalsich zapadoevropskych
zemich. Pfenos TBEV je zavisly na vhodnych ptirodnich podminkach pro klist¢ (Lindquist
a Vapalahti, 2008). Umrtnost na onemocnéni zptisobené stfedoevropskym typem je 0,5-2 %
(Yoshii, 2019). Mezi standardni kmeny sttedoevropského podtypu fadime kmeny Neudorfl
a Hypr. Kmen Neudorfl ma nejdelsi znamy genom, spolu s 30-250 nukleotidii dlouhym
polyadenylovym fetézcem, zatimco stiedevropsky vysoce virulentni podtyp Hypr postrada
jeho zna¢nou ¢ast. Virus s kratSim polyadenylovym fetézcem je geneticky stabilnéjsi nez virus
s dlouhym fetézcem a od délky polyadenylového fetézce se také odviji mira patogenity

a replikace (Wallner a kol., 1995; Asghar a kol., 2016).

Kmeny sibifského a dalnévychodniho podtypu se nachazeji v Rusku, Japonsku
a vychodni Asii (Bogovic, 2015). Pfenasecem sibifského a dalnévychodniho podtypu je kliste
sibiské (Ixodes persulcatus) (Mansfield a kol., 2009; Yoshii a kol., 2017). Déalnévychodni
vazné nervové poruchy a mortalita dosahuje 20-40 % ptipadi (Gritsun a kol., 2003a; Shi
a kol., 2018). Nejvyznamnéj$im zastupcem dalnévychodniho podtypu je kmen zvany Sofjin.
Standardnim kmenem sibiiského subtypu je kmen zvany Vasilchenko vyskytujici se prevazné
na uzemi Ruska. Umrtnost na kli§tovou encefalitidu zptisobenou sibifskym podtypem je

2-3 % (Yoshii, 2019).

Vyse zminéna geograficka rozsifeni jednotlivych subtypti TBEV koreluji s vyskytem
jednotlivych druhii klistat typickych pro pfenos daného subtypu TBEV. Z tohoto faktu
vyplyva, ze TBEV je endemickym patogenem Evropy a Asie (Obrazek 1). Nicméné, v dnesni
dobé vlivem socidlnich, podnebnych a demografickych faktorli, se podminky pro Zivot
a rozmnozovani klistéte zlepsuji, a to vede k rozSifovani klist’at i vyskytu onemocnéni TBE
(Stiss, 2008). Jako ptiklad lze uvést Nizozemsko, které do roku 2016 nemélo zadny piipad
klistové encefalitidy. Az vroce 2016 byl prokadzén sttedoevropsky podtyp TBEV
v nizozemském klistéti a v témze roce byl zaznamendn prvni piipad onemocnéni TBE (de

Graaf a kol., 2016).



[ vellow fever Far Eastern tick-barne encephalitis

Dengue hemorrhagic fever European / Far Eastern tick-borne encephalitis
[[] Japanese encephalitis B European lick-borne encephalitis

Obrazek 1: Rozsifeni onemocnéni zptisobenych flaviviry (pfevzato od Holbrook, 2017).
1.1.1 Struktura virionu

Vsechny viry zceledi Flaviviridae maji tvar obaleného dvacetisténu a obsahuji
genetickou informaci ve formé +ssRNA. Dle Baltimorovy klasifikace je tedy fadime
do IV. skupiny virG (Baltimore, 1971). TBEV ma 11 kb dlouhy genom, ktery koéduje
1 polyprotein. Tento polyprotein je Stépen pomoci hostitelskych 1 virovych proteaz
na 3 strukturni a 7 nestrukturnich proteini. Mezi strukturni proteiny patii proteiny C
(kapsida), prM/M (premembrana/membrana) a E (obal) (Blitvich a Firth, 2017). Nestrukturni
proteiny jsou NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5. Hlavnimi tkoly nestrukturnich
proteini jsou prevazné unik pted pfirozenou imunitou organismu a pomoc pii replikaci TBEV

v hostitelské bunce (Nambala a Su, 2018).

Kazdy strukturni protein ma specifickou funkci. Mnoho kopii proteinu C s jednou
kopii +ssRNA tvofi nukleokapsidu. Nukleokapsida je ohrani¢enda membrénou sloZenou
z lipidii hostitele. V membranég zralého virionu jsou zakotveny proteiny E a prM/M. Nezralé
virové Castice obsahuji prekurzor proteinu M (prM), ktery je pifi dozravani v Golgiho aparatt
Stépen, a tim vznika zraly virion obsahujici protein M (Pulkkinen a kol., 2018). Protein E méa
vyznamnou roli v patogenit¢ TBEV. Dle publikované studie bylo zjiSténo, Ze pokud neni
protein E glykosylovany, TBEV se nemiize mnozit u¢inné v perifernich tkanich a dokonce ani
nemiize vniknout do mysiho mozku a nasledné zptisobit onemocnéni TBE (Yoshii a kol.,

2013).



Nejen protein E je hlavnim cilem protilatek v rozpoznavani cizorodé Castice, ale taktéz
proteiny prM, NS1 a NS3 hraji roli v imunitni odpovédi proti TBEV a mohou je ovlivilovat
(Domnich a kol., 2014). Prikladem ovlivnéni miize byt nestrukturni protein NS1 u viru Zika,
jenz se podili na inhibici produkce interferonu typu I, ¢imz dochazi k potlaceni imunitni

odpovédi proti nému (Wu a kol., 2017).

1.1.2 Replikacni cyklus TBEV

Vektor TBEV, kliste, prochézi ttemi stadii vyvoje, a to konkrétné stadiem larvy, nymfy
a dospélce. Kliste se miize nakazit ve vSech stadiich vyvoje, a to i1 ve stadiu vajicka, pfenosem
z infikované matky (tzv. vertikalni pfenos). Nakaza je poté pirenasena do dalSich vyvojovych
stadii (Danielova a kol., 2002). Klisté se mtize nakazit vicero zptsoby, naptiklad pfi sani krve
z infikovaného jedince, nejcastéji hlodavce (Mansfield a kol., 2009). TBEV se taktéz mlze
pienést z jednoho klistéte na druhé pomoci tzv. ,,co-feedingu®, pii némz saje vicero klistat
z jednoho hostitele nardz. V ptipad¢ ptenosu pomoci ,,co-feedingu nemusi byt hostitel
nakazen, ale stale pfenos mezi kliSt'aty nastava (Jones a kol., 1987; Labuda a kol., 1997). Sani
krve vSak trva klidn€ i dny, virus ma tedy vyss$i moznost spolu s klistécimi slinami proniknout
do hostitele (Mansfield a kol., 2017). KIisté¢ clov€éka nevyhledavéa ucelné, ¢lovek je jen

nahodny hostitel.

Replikacni cyklus TBEV (Obrazek 2) zacind vstupem TBEV do buiiky receptorem
zprostiedkované endocytozy. Hlavnimi receptory, na které se vaze virovy protein E pii vstupu
do hostitelské buriky, jsou laminin-binding protein a aVB3 integrin (Pulkkinen a kol., 2018).
V buiice se virion nachéazi ve vezikulu s kyselym pH. Kyselé¢ pH zajisti zmény v proteinu E
aten se méni z dimeru natrimer (Allison a kol., 1995). Virovd membrana se spoji
s endozomalni membranou, coz vede kuvolnéni nukleokapsidy do cytoplazmy.
Nukleokapsida se rozpadé a virova RNA je uvolnéna do cytoplazmy. Jednovldknovd RNA se

pfepisuje a vytvari se novy templat pro replikaci.

Replikace probihd v blizkosti membrany endoplazmatického retikula. Nové
syntetizovany genom je obklopen kopiemi proteinu C a tim je vytvofena nova nukleokapsida
(Pulkkinen a kol., 2018). V membrané endoplazmatického retikula dochazi k heterodimerizaci
proteinu E s prekurzorem prM a pucenim nukleokapsidy pres membranu ER vznika nezrald
Castice (Stadler a kol., 1997). V trans-Golgiho aparatu je nezrala ¢astice vystavena kyselému
pH, které zptisobuje konformac¢ni zménu v proteinu E. Diky ptisobeni furinu se protein prM

rozdéluje na pr a M fragmenty. Pr fragment vSak zlstava nadale asociovany s virionem. Nové
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viriony jsou uvolnény pomoci exocytdézy z builkky do téla, kde diky neutrdlnimu pH se
od virové ¢astice odstépi pr fragment. Po odStépeni pr fragmentu je virion schopen infikovat
dalsi buiiky v téle (Yu a kol., 2008). Nezral¢ ¢astice TBEV nemohou infikovat jiné bunky, ale

castecn¢ zralé Castice jsou jiz schopné napadat dalsi buniky (Pulkkinen a kol., 2018).
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Obrazek 2.: Replikacni cyklus TBEV (vytvoifeno v programu BioRender.com).

1.1.3 Si¥eni TBEV v organismu

Jakmile se nakazené klist¢ pfisaje na Cloveka, pfenasi se TBEV s klistécimi slinami
do ktize, kde mohou byt infikované prvni buiiky. Za tyto buiiky, vhodné pro replikaci TBEV,
jsou povazovany dendritické bunky (Fialova a kol., 2010; Haglund a Giinther, 2003). Mezi
dalsi potencialni cile TBEV patii makrofagy (Dorrbecker a kol., 2010). Infikované makrofagy
nebo dendritické buniky putuji do lymfatickych uzlin, z nichZ se poté virus dostava do krve.
V tomto stadiu je mozné detekovat primarni virémii (Razek a kol., 2010). S krvi se virus
dostava do orgéant, jako jsou jatra ¢i slezina, kde se dale replikuje. Poté, co probéhlo dostatecné
mnozstvi replikaci viru v organech a dalsi uvolnéni do krve, miize byt detekovana sekundarni
virémie. Virus poté prochazi skrze hematoencefalickou bariéru do mozku, kde infikuje buniky
centralni nervové soustavy, pfedev§im neurony. V mozku se mulze rozvinout klistova
meningo-encefalitida (TBE) (Pogodina VV., 1960; Rizek a kol. 2010). Patogeneze TBEV

v hostiteli je shrnuta na Obréazku 3.
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Obrazek 3: Patogeneze TBE (vytvofeno v programu BioRender.com).

1.1.4 Klistova meningoencefalitida

Prvni faze onemocnéni TBE probiha s nespecifickymi ptiznaky. Inkubacni doba
onemocnéni pii infekci stredoevropskym typem TBEV je mezi 2 a 18 dni. Symptomy prvni
faze jsou podobné chiipce, tzn. bolest hlavy, bolest svalll, zvySena teplota a trvaji vétSinou 2-

7 dni.

Poté ptich4dzi asymptomatickd faze, kterda miZe trvat 2-33 dni. V 65 % pfipadi
po asymptomatické fazi se jiz druhé faze onemocnéni nerozvine. Ve zbylych 35 % se rozvine
sekundarni faze s vazngjSimi pifiznaky (Mandl a Holbrook, 2011). Mezi pfiznaky patii
nesnesitelna bolest hlavy, svétloplachost, vysoka horecka, ties, zavraté, poruchy spanku a dalsi
neurologické potize plynouci zrozvoje meningoencefalitidy. Pokud je nakazeny nakazen
dalnévychodnim nebo sibifsky podtypem, miize onemocnéni probihat i bez asymptomatické

faze (Yoshii, 2019).

TBE muze ptejit i do chronické faze. Do chronické podoby onemocnéni prechazi

nejcastéji, pokud je nakazeny infikovan sibifskym podtypem (Gritsun a kol., 2003a).



Specificka 1écba TBE zatim neexistuje, proto se uplatituje lécba podplrnd, kterd pouze

zmirfiyje piiznaky onemocnéni (Riccardi a kol., 2019).

1.1.5 Oc¢kovani

Proti TBE existuje prevence, a tou je oCkovani. Na Ceském trhu jsou dostupné
2 vakciny FSME-IMMUN a ptipravek Encepur. Oc¢kovani se sklada ze 3 injekci v aplikacich
0 dni, za 1-3 mésice a za 5-12 mésici. Po tfeti injekci ochrana pfetrvava nejméné po 3 roky,
proto je nutné pieockovani za 3-5 let. V letnich mésicich se mlze pouzit zrychlené schéma
FSME 0 dni, 14 dni a 5-12 mé&sict od druh¢é davky (Ptfibalova informace: FSME-IMMUN
0,5ml [online]. [cit. 2021-01-10]).

V Rakousku byla zaznamenana vysoka umrtnost na TBE, proto se v roce 1981 rozjela
masivni ockovaci kampan, diky niZ bylo v roce 2001 prooc¢kovano 86 % obyvatel (Kunz,
2003). V roce 2010 bylo v Rakousku zaznamenéano pouze 58 ptipadii onemocnéni, na rozdil
od Ceské republiky, kde ve stejny rok bylo zaznamenano desetkrat vice piipadd, konkrétng
589 (TBE Cases by year: Number of TBE cases, regardless of the applied case definition, by
year reported in 16 EU/EFTA countries, 20002010 (n= 29 381), 2012). Dle dostupnych dat
Statniho zdravotniho tGstavu poéty piipadi TBE na tzemi Ceské republiky kazdoroéné
stoupaji. Za roky 2018, 2019 a 2020 bylo nahlaseno konktrétné 712, 774 a 854 ptipadi TBE.
Nejvice ptipadi v roce 2020 se vyskytovalo v JihoCeském kraji, a to presn¢ 137 potvrzenych
diagnoz a nejméné, 27 potvrzenych diagnoz, v Karlovarském kraji (Infekce v CR - ISIN (dfive

EPIDAT), 2020).



1.2 Imunitni bunky

Jak jiz bylo zminéno v piedchozi kapitole, TBEV se dostava do téla ptes kizi spolu
s klistécimi slinami v pribchu séni krve klistétem. V kazi jako prvni reaguje vrozeny imunitni
systém, ktery ma za kol bojovat s patogeny a infekcei, tedy 1 s TBEV. Vrozeny imunitni
systém se sklada ze dvou slozek, a to konkrétn€ z humoralni a bunécné slozky. Mezi bunéénou
slozku imunitniho systému fadime naptiklad neutrofily, makrofagy, dendritické bunky a dalsi
bunky schopné prezentovat antigen. Imunitni buiikky maji rizné mechanismy u¢inku, nékteré

fagocytuji, jiné produkuji cytokiny nebo rozpoznavaji patogeny.

1.2.1 Makrofagy

Makrofagy byly poprvé popsany Elie Metchnikoffem v roce 1893 pii pozorovani
fagocytozy v zanicené tkani (Gordon, 2008). Roku 1968 Ralf van Furth, Zanvil Cohn a jejich
kolegové zformulovali tzv. mononuklearni-fagocytarni systém, ktery vysvétluje ptvod
makrofagi (van Furth a kol., 1972). Makrofagy patfi mezi buitky myeloidni vyvojové fady
(Obrazek 4), kdy z pluripotentni kmenové buiky, pochazejici z kostni diené€, se vlivem
cytokintl, nejcastéji M-CSF, GM-CSF a IL-3, stdvd monocyt (Stein a kol., 1992; Arango
Duque a Descoteaux, 2014; Martinez a Gordon 2014). Monocyty mlizeme naleznout v krvi,
kostni dfeni a ve slezin€. Na povrchu jsou monocyty opatieny chemokinovymi receptory
a receptory schopnymi rozpoznavat molekuly typické pro patogeny. Monocyty migrujici
do tkani mohou diferenciovat na zanétlivé dendritické buiiky anebo na makrofagy (Geissmann

a kol., 2010).

Makrofagy jsou buiky nespecifické imunity, které mizeme naleznout v lymfatickych
i nelymfatickych tkanich. Radime je mezi bilé krvinky se schopnosti fagocytovat
a prezentovat antigeny pro Th a B bunky (Huber a Stingl, 1981). Daéle se podileji
na homeostdze, a to diky schopnosti pohlcovat apoptické bunky. Taktéz umi rozpoznavat
specifické molekuly, které jsou typické pro patogeny, a tim indukovat produkci cytokini

(Geissmann a kol., 2010).
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Obrazek 4.: Vyvoj a diferenciace makrofagt (pfevzato od van der Bij a kol., 2005).

Aktivita makrofagh byva iniciovdna cytokiny produkovanymi Th buitkami, pfedevsim
interferonem y. Makrofagy maji také schopnost chemotaxe neboli pfitahovani a pfemistovani
se za specifickymi molekulami. Produkci cytokinli makrofagy spojuji vrozenou a ziskanou
imunitu (Arango Duque a Descoteaux, 2014). Hraji také roli pfi zanctu, kde mohou pisobit
produkovat oxid dusnaty, mohou makrofagy zabijet mikroorganismy, ¢ehoz mize byt vyuzito

pii obrané proti infekei (van der Bij a kol., 2005).

1.2.1.1 M1 a M2 makrofagy

Makrofagy muzeme rozliSit podle zpiisobu aktivace na klasicky a alternativné
aktivované. Zpusob aktivace urcuje druhy cytokinti, které budou produkovany a tim i ti€¢inek
bunck. M1 makrofagy jsou aktivovany klasicky za pisobeni cytokini Th1 bunék, konkrétné
prozanétlivého interferonu y. M1 makrofagy piisobi prozanétlivé a produkuji napt.:1L-1,IL-6
IL-12,IL-23 a TNF-a (Gordon a Martinez, 2010; Funes a kol., 2018). Naproti tomu,
M2 makrofagy, které¢ jsou aktivovany alternativng, vznikaji za ptisobeni cytokini Th2 bun¢k,

které jsou protizanctlivé a napomadhaji hojeni a regeneraci. M2 makrofagy produkuji
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ve tkanich, tedy i1 v kizi, patfi mezi alternativné aktivované makrofagy (Davies a kol., 2013).

Alternativné aktivované makrofagy byly na zakladé pozorovanych rozdila v aktivaci
riznymi stimuly, déale rozdéleny na M2a, M2b, M2¢ a M2d podtypy. M2a makrofagy umi
fagocytovat, zapojuji se v hojeni ran a indukuji odpovéd” Th2 bunék. U tohoto podtypu M2
makrofagl byla taktéz pozorovéana deaktivace T-bunék (Schebesch a kol., 1997; van der Bij
a kol., 2005). M2b makrofagy jsou také nazyvany regulacni makrofagy, jelikoz urcuji rozsah
imunitni odpovédi a zanétlivé reakce (Mosser a Edwards, 2008; Wang a kol., 2019). V ptipad¢
rakoviny ainfekénich onemocnéni M2b makrofagy napomdhaly onemocnéni tim,
ze snizovaly imunitni a zanétlivou odpovéd (Wang a kol., 2019). M2c makrofagy, jinak
nazyvané deaktivované, mohou fungovat v opravé tkani v ranych stadiich hojeni ran (Lurier
a kol., 2017). M2d makrofagy jsou s nadorem asociované makrofagy, které umi poskytnout

dobré prostiedi pro rozvinuti nddort a jeho progresy (Chanmee a kol., 2014).

1.2.1.2 Makrofagy a flaviviry

Pokud se zamétime na studie zabyvajici se makrofagy a TBEV, publikovano je jich
jen malé mnozstvi. Nicméné dle studii bylo prokazano, ze TBEV muize byt izolovan z lidskych
leukocytli, béhem prvnich dnl po pienosu, coz indikuje, Ze se virus replikuje v krevnich
bunkach, tedy pravdépodobné i v makrofazich (Leonova a kol., 2003; Leonova, 1997; Krylova
a kol., 2015). Déle dva rozdilné¢ kmeny dalnévychodniho podtypu TBEV byly porovnavany
mezi sebou, co se tyCe penetrace a replikace v makrofazich. Vysoce patogenni kmen
Dal'negorsk rychle penetroval do bunék a aktivné se uvnitf mnozil, na rozdil od druhého
nepatogenniho kmene Primorye-183, ktery byl v penetraci i mnoZeni pomaly. Vysoce
patogenni kmen snizoval aktivitu monocytl, NK bun¢k a i T-lymfocytli, zatimco nepatogenni
kmen aktivoval vrozenou imunitni odpovéd’, coz zpusobilo rychlou eliminaci viru

z organismu (Krylova a kol., 2015).

I ptes to, Ze neni publikovdno mnoho studii tykajici se makrofagii a TBEV, existuji
studie, které se zabyvaly makrofagy a viry z ¢eledi Flaviviridae. V jedné z nich byl pozorovan
efekt oxidu dusnatého na virus japonské encefalitidy a bylo zjiSténo, ze makrofagy aktivovaly
enzym pro tvorbu oxidu dusnatého, ¢imz se zvysila jeho produkce. Oxid dusnaty ma inhibic¢ni
efekt na virové infekce, jelikoz inhibuje replikaci RNA. Inhibice replikace viru japonskeé
encefalitidy v mySich makrofazich korelovala s mnozstvim produkovaného oxidu dusnatého.

V nédvaznosti na tento fakt bylo dale prokazano, Ze pii zvySené produkci oxidu dusnatého
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dochdzelo k vyrazné inhibici replikace viru japonské encefalitidy, akumulaci virovych

proteintl, ale taktéZ uvoliovani virionti z infekEnich bunék bylo snizeno (Lin a kol., 1997).

Pti infekci zptisobenou Dengue virem bylo zkoumaéno, jestli se kozni makrofagy timto
virem infikuji. Makrofagy byly jen mélo proinfikované, ale pokud byly aktivované IL-4/GM-
CSF, jejich permisivita k infekci byla zvySena. Infikované makrofagy produkovaly vysoké
hladiny TNF-a, ktery je povazovan za klicovy cytokin pro rozvoj horecky Dengue (Schaeffer
a kol., 2015).

Dale byl zkouman vliv viru zdpadonilské horecky na makrofagy, a to tim zptisobem,
ze makrofagy byly infikovany a poté inkubovany po dobu az 47 dnli. Pozoroval se vrchol
ve virové produkei, ktery nastal mezi druhym a ¢tvrtym dnem po infekcei. Také se pozorovalo,
jak dlouho bude virus detekovan po infekci, v tomto ptipadé byl virus v médiu makrofagh

detekovan az 47 dni po infekei (Rios a kol., 2006).

1.2.2 Dendritické bunky

Dendritické bunky (DC) byly poprvé pozorovany v roku 1868 Paulem Langerhansem,
ale az v roce 1973 Steinman a Cohn popsali jejich plisobeni na imunitni systém, a to iniciovat
a modulovat imunitni odpovéd’ (Steinman a Cohn, 1973; Solano-Gélvez a kol., 2018). DC
patii mezi leukocyty, které mohou byt nalezeny ve vSech lymfoidnich i vétSin¢ nelymfoidnich
tkani. Mezi jejich hlavni funkce patii schopnost fagocytovat, provadét receptorem
zprostiedkovanou endocytozu, udrzovat homeostazu, aktivovat naivni T buiikky anebo
reaktivovat pamétové T buiiky (Plantinga a kol., 2015, McLellan a kol., 1996, Dai a kol.,
2019). DC je rtiznoroda skupina bungk, ale vSechny dokazi prezentovat antigen naivnim T-
bunkam, li§i se vSak v misté nalezu a ostatnich imunologickych funkcich (Shortman a Naik,

2007).

Lidské DC vznikaji z pluripotentni kmenové buitky CD34" (Obrazek 5), pochazejici
z kostni dfen€. Z této kmenové buiiky poté vznika progenitor pro granulocyty, monocyty a DC
(na Obrazku 5 oznaceny jako hGMDP). Dale dochazi k diferenciaci na spole¢ny progenitor
pro makrofagy a DC (na Obrazku 5 oznaceny jako hMDP), ktery dava vzniku monocytim
a dal§imu progenitoru pro DC. Ontogeneze DC pokracuje v krvi, kde se dale diferencuji
na plazmacytoidni a myeloidni DC (Solano-Galvez a kol., 2018; Lee a kol., 2015).

12



-
Lymphold tissues

Mon-dyrmphaed
:‘_' L ti::.nue:. -
[s0c

Obrazek 5.: Vznik a vyvoj lidskych DC. h”GMDP - lidsky progenitor pro granulocyty,monocyty
a DC z anglického ,,human granulocyte-monocyte-DC progenitor*, hMDP - lidky progenitor pro
monocyty a DC z anglického ,,human monocyte-dendritic progenitors*, hCDP - lidsky spolecny
progenitor pro DC z anglického ,, human common dendritic cell progenitor *, cDC - klasické/konvencni
DC, pDC - plazmacytoidni DC, moDC — DC derivované z monocytii (ptevzato od Solano-Galvez
a kol., 2018).

Pokud se zaméfime na mysi model, ontogeneze DC se od lidského lehce 1isi (Obrazek
6). Vyvoj probihé z kmenové buiiky pochézejici z kostni dfen¢, ktera se derivuje na spolecny
myeloidni progenitor (na Obrazku 6 oznacen jako CMPs). Z myeloidniho progenitoru vznikaji

dva progenitory, jeden pro monocyty a druhy pro DC (Solano-Galvez a kol., 2018).
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Obrazek 6.: Vznik a vyvoj mySich DC. HSCs - hematopoeticka kmenova buiika z anglického

., hematopoietic stem cells”, CMP - spolecny myeloidni progenitor z anglického ,,common myeloid
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progenitors ", MDP - progenitor pro monocyty a DC z anglického ,,monocyte and dendritic cell
progenitor“, CDP - spolecny progenitor pro DC z anglického ,,common dendritic cell progenitor*,
pre-cDC - prekurzor klasickych/konvencnich DC z anglického ,,precursors of conventional DCs ",
cDC - klasické/konvencni DC, pDC - plazmacytoidni DC, moDC — DC derivované z monocytii
(pfevzato od Solano-Galvez a kol., 2018).

1.2.2.1 Plazmacytoidni DC

Plazmacytoidni DC (pDC) jsou buiiky, jejichz jméno je odvozeno od podobné
morfologie, jako maji plazmatické bunky. Za normélniho stavu se pDC nevyskytuji
v nelymfatickych tkanich, vyskytuji se prevazné v krvi a lymfoidnich orgénech, ale béhem
zanétu se rychle presouvaji do tkani a mohou produkovat interferony typu I. pDC jsou
charakterizovany expresi molekul CD123, CD303 a CD304 a Toll-like receptory 7 a 9,
na druhou stranu exprese molekul CD11c nebo CD141 je potlacena (Lipscomb a Masten,

2002; Solano-Galvez a kol., 2018; Collin a kol., 2013; Liu, 2005; Dzionek a kol. 2000).

1.2.2.2 Myeloidni DC

Pro myeloidni DC (mDC) je typickd exprese typickych myeloidnich povrchovych
molekul, ato CD11¢c, CD13,CD33 a CD11b, ale exprese CD14 a CD16 je potlacena. Z tohoto
divodu jsou taktéz jinak nazyvané jako konvencni/klasické makrofagy. Déale mohou byt
charakterizovany expresi Toll-like receptort, jmenovité¢ TLR1-TLR8 a TLR10 (Collin a kol.,
2013). mDC hraji klicovou roli v aktivaci naivnich T bunék, v iniciaci adaptivniho imunitniho
systému a jsou to vysoce ucinné antigen prezentujici buiiky (Lewis, 2004). mDC mazeme dale
rozdélit na mDC lymfoidni a migracni. Migracni mDC maji schopnost migrovat z periferni
tkan¢ do lymfoidnich organti, nachazeji se v kazi, plicich, zazivacim traktu, jatrech
a ledvinach, zatimco lymfoidni DC malo migruji a nachézi se spise v lymfatickych organech

(Kushwah a Hu, 2011).

1.2.2.2.1 CDllct DC

Mezi mDC patii CD11c+ DC, se kterymi se v praktické casti této prace pracuje.
CD11c+ DC buiiky mtizeme naleznout ve Skafe a mohou stimulovat aktivitu T bun¢k. Mysi
ktize obsahuje piiblizn¢ jednu CDI1c+ DC na pét makrofagi, zatimco v lidské kazi je
koncentraci CD11c+ DC vyssi, a to az do poméru 1:1 (Zaba a kol., 2007). CD11c¢+ DC maji
vyznamnou roli v ochrané proti rakovin€. Lid¢, ktefi byli na imunosupresi po transplantaci
ledviny, méli vyssi riziko spinocelularniho karcinomu, jelikoz bylo prokazano, ze diky

imunosupresi méli snizené hodnoty CD11c+ DC (Sandvik a kol., 2014).
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1.2.2.3 DC a flavivry

Jak jiz bylo zminéno, DC patii mezi prvni buiiky, které mohou byt infikovany TBEV.
Bylo zjisténo, ze replikace TBEV v DC byla vyznamné podpoiena slinami klistéte, a také
AKT signalni draha byla slinami podpoiena. AKT signalni drdha je zndma pro svoje anti-
apoptické ucinky a pro tzv. ,survival efekt. Survival efekt je zndmy tim, Ze ovliviluje
apoptdzu, a to tim zplisobem, Ze apoptoza infikovanych bunck poklesne a bunécna viabilita se
v ptitomnosti slin zvysi. Cely tento proces miize mit pozitivni diisledky pro replikaci a pfenos

TBEV (Lieskovska a kol., 2018).

Podobné jako u makrofagli, mnoho studii tykajici se DC a TBEV neni, ale vliv virt
z Celedi Flaviviridae na DC byl pozorovan, piesnéji vliv na DC derivovanych z monocytt.
Médium z DC infikovanych viry z Celedi Flaviviridae bylo odebrano 24 hpi a 48 hpi a byl
pozorovan titr viru. Vysoké titry byly pro DC infikované Wesselsborn virem, virem
zapadonilské horecky a virem Usutu, zatimco nejnizsi titr viru byl dosaZen pfi pouziti viru
Zika a viru horecky Dengue. V intervalu 48 hpi se titr viru z infikovanych DC oproti 24 hpi
zvysil jen u viru Zika a viru Wesselsborn. Déle se pozoroval vliv virta z ¢eledi Flaviviridae
na viabilitu DC. V kratkém cCase po infekci nebyl pozorovan cytopaticky efekt DC, jen u DC
infikovanych virem Usutu byla zaznamendna vét$i mira umrtnosti. Cytopaticky efekt, a tedy
1 snizena viabilita, byly ve vyssi mife pozorovany v intervalu 48 hpi také u virti japonskeé
encefalitidy a zépadonilské horecky. Studie se dale soustfedila na DC a jejich sekreci
interferonu-f, ktery se ucastni v protivirové ochrané. Nejvyssi sekreci v ¢ase 24 hpi indukoval
virus Usutu, v Case 48 hpi kromé& viru Usutu také viry japonské encefalitidy a zapadonilské
horecky, zatimco virus Zika a Dengue virus neindukovaly sekreci interferonu B dendritickymi

buiikami viibec (Garcia-Nicolas a kol., 2019).

Pti kultivaci DC ve dvou riznych mediich (jedno obohaceno o IL-4) a jejich infekci
Dengue virem byly pozorovany titry viru. U buné¢k s pfidanym IL-4 byl detekovan v priméru
dvojnasobné vyssi titr viru nez u DC bez IL-4. Pro ovéteni vyssiho titru byla déle detekovana
proinfikovanost bun¢k v téchto dvou mediich. Ve vysledku bylo prokézano, ze vyssi titr
odpovida proinfikovanosti bungk, jelikoz DC s IL-4 byly proinfikovany z cca 70 %, zatimco
DC bez IL-4 pouze z cca 30 % (Schaeffer a kol., 2015).
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2 Cile prace

1) Derivace makrofagi a DC z mysi kostni diené

2) Infekce makrofagh a DC virem TBEV (kmeny Neudorfl a Hypr)
3) Urceni vlivu infekce na viabilitu bun¢k

4) Detekce virové RNA v porovnani s kontrolni linii PMJ2-R

5) Urceni titru viru ve vzorcich v porovnani s kontrolni linii PMJ2-R
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Mysi

Pro ziskani pottebnych bunck zkostni diené¢ byli pouziti samci mySiho kmene
C57B1/6N (Velaz, s.r.0.) staii 12-19 tydnt. Mysi byly chovdny ve zvéfinci Katedry

medicinské biologie v Ceskych Bud&jovicich za standardnich podminek.

3.1.2 Bunécné linie

V pokusech byly pouZity dvé rizné bun&éné linie, a to kontrolni linie PMJ2-R (ATCC®
CRL-2458™) a linie A549 (ATCC® CCL-185™) pro plakovou titraci. Bun&¢na linie PMJ2-
R pochazi z mysich peritonealnich makrofagt, které byly in vivo imortalizovany J2 retrovirem
nesouci v-raf a v-myc onkogeny (Adami a kol., 1993). Bunécna linie PMJ2-R byla kultivovana
pii 37 °C v RPMI médiu (pojmenovano po misté vzniku Roswell Park Memorial Institute)
s ptidavkem 10% BOFES (Bovine fetal serum), 1% antibiotiky (penicilin G — 100 units/ml;
streptomycin 100 pg/ml), 1% L-glutaminem a 50 uM 2-merkaptoetanolu (vSe Biowest).

Buné¢na linie A549 pochazi z lidského plicniho adenocarcinomu (Foster a kol., 1998).
Tyto bunky byly kultivované pti 37 °C v atmosféie s 5% CO2 v DMEM médiu (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) s pfidavkem 10% BOFES, 1% antibiotiky (penicilin G — 100

units/ml; streptomycin 100 pg/ml) a 1% L-glutaminem (vSe Biowest).

3.1.3 Virus kli§tové encefalitidy

Pro infekci makrofagii a DC byly pouzity dva evropské kmeny TBEV, a to konkrétné
Neudorfl v koncentraci zasobnich alikvot 6,16%10” PFU/ml a Hypr v koncentraci zasobnich
alikvot 5*10® PFU/ml. Oba kmeny byly ziskdny pomnoZenim na Vero E6 buiikach (ATCC®

CRL-1586) a jedna se o prvni pasaz viru v téchto bunkach.
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3.2 Metody

3.2.1 Derivace makrofagi a DC z bunék kostni diené

K ziskani makrofagi (BMM) a DC bylo zapotiebi vyseparovat kostni dfeil ze stehenni
a holenni kosti myS$i. Kizolaci kostni dfené byl pouzit zavedeny postup z Laboratote
molekularni imunologie KME PfF JU (Lieskovska a kol., 2015). Nejprve byla myS usmrcena
zlomenim vazu. Ze zadnich nohou byla stazena kiize a zadni koncetiny byly odd€leny v panvi
od zbytku téla bez poruseni potiebnych kosti. Koncetiny byly oplachnuty ve sterilnim PBS
(fosfatovy pufr; slozeni 0,137 M NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4, 1,8 mM KH>POs,
pH= 7,4) a zkosti byla odstranéna svalovina a Slachy. Poté byly kosti od sebe odd€leny
v kolennim kloubu, oplachnuty v isopropanolu a nasledn¢ v MEM médiu (Eagle's minimal
essential medium, Biowest). V dal§im kroku byly hlavy kloubti odstfihnuty a pomoci 26 x G
jehly naplnéné MEM médiem byly kosti proplachnuty pro uvolnéni kostni diené¢ do MEM
média. Kostni dfent byla poté fadné rozsuspendovéna. Bunééna suspenze byla prefiltrovana
ptes filtr pro bunky (tzv. cell strainer, Corning) a nasledné centrifugovana (250 x g, 4 °C,
7 min 30 s). Nasledné byl odebran supernatant a byla provedena lyza erytrocytt ptidanim 1 ml
0,84% NH4Cl ohtatého na 37 °C. Lyza byla zastavena po dvou minutach ptidanim 10 ml MEM
média. Buniky kostni dfen¢ byly spocitany v Biirkerové komurce, centrifugovany za stejnych

podminek jako v pfedchozim kroku a rozsuspendovany v kompletnim RPMI médiu.

Nasledna derivace bunék byla provedena s modifikacemi oproti zavedenému
protokolu (Assouviea kol., 2018). Pro derivaci BMM bylo potifebné mnozstvi bunék kostni
dfené nafedéno na koncentraci 2,5%10° bun&k na Petriho misku v celkovém mnoZstvi 10 ml
kompletniho RPMI média obohaceného o 30 % LCCM média (médium z fibroblastl L929
produkujicich rtstovy faktor M-CSF). Tieti den derivace bylo k buiikam pfiddno 10 ml
cerstvého kompletniho RPMI média obohacené¢ho o 30 % LCCM médium. Sedmy den byly
adherované BMM Setrné oplachnuty sterilnim PBS, uvolnény pomoci trypsinu, spocitany
a2*10° bunék ve 2 ml na jamku bylo nasazeno na 6-jamkové panely. BMM byly poté
inkubovany pfii 37 °C v atmosféte s 5 % CO2 do druhého dne, kdy byly infikovany TBEV.

Derivace DC byla opét provedena s mirnymi modifikacemi oproti zavedenému
protokolu (Lieskovska a kol., 2015). Pro derivaci DC bylo potiebné mnoZzstvi bunék kostni
dfené nafedéno na koncentraci 2,5%10° b/ml anasazeno po 3 ml na 6-jamkovy panel

v kompletnim RPMI médiu obohaceném riistovym faktorem GM-CSF (20 ng/ml, Peprotech)
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pro derivaci DC. Tteti den bylo obohacené médium vyménéno za 4 ml Cerstvého média opét
s ptidavkem GM-CSF. Sedmy den od izolace byly builky pfipraveny pro magnetickou

separaci CD11c+ bungk.

3.2.2 Magneticka separace CD11c+ bunék

Sedmy den po izolaci z kostni dfen¢ byly odebrany neadherované DC. Buiky byly
spocitany, centrifugovany pii 250 x g, 10 minut a 4 °C, supernatant byl odebran a pelet byl
rozsuspendovan ve 400 ul MACS pufru (250 ml PBS, 1mM EDTA, 2% BOFES). K buiikdm
bylo pfidano 100 pl anti-CD11c magnetickych kuli¢ek (Miltenyi Biotec) a builky byly
inkubovany 15 minut na ledu ve tmé. Po 15 minutach byl pfidan MACS pufr do celkového
objemu 10 ml a buiiky byly centrifugovany pti 250 x g, 4 °C a 7 min 30 s. Po centrifugaci byl
odebran supernatant a pelet byl rozsuspendovan v 500 pl MACS pufru. Na magnet byla
umisténa LS kolonka (Miltenyi Biotec), jez byla promyta 3 ml MACS pufru. Bunécna
suspenze byla aplikovana na LS kolonku. Nésledné byla kolonka promyta 3 x 3 ml MACS
pufru k odplaveni nespecificky se vézajicich bunék. Po promyti byla kolonka vyjmuta
z magnetu a separované¢ CD11c+ DC byly dvakrat eluovany 5 ml elu¢niho roztoku (kompletni
RPMI médium). Ziskan¢ CDIllc+ DC byly nasazeny napokus v koncentraci
3,2%10° bunék/jamku v 1 ml na 24-jamkovy panel a inkubovany do druhého dne, kdy byly
infikovany TBEV.

3.2.3 Nasazeni PMJ2-R bunék

Jako pozitivni kontrolni linie byla vybrana makrofdgovad bunécnéd linie PMJ2-R.
PMJ2-R byly nasazeny na pokus ve stejnych koncentracich jako BMM a DC, konkrétn¢ tedy
v sadé odpovidajici koncentraci BMM — 2*10° bun&k/jamku na 6-jamkové panely a v sadé

odpovidajici koncentraci DC — 3,2*10° buné&k/jamku na 24-jamkovy panel.

3.2.4 Infekce BMM, DC a PMJ2-R virem klist’ové encefalitidy

Na ledu byl ponechan virus Setrné rozmrznout a nasledné z néj byly pfipraveny virové
suspenze pro oba kmeny TBEV, aby vyslednd koncentrace TBEV po piidani k buiitkdm
odpovidala 5 MOI (multiplicity of infection, neboli 5 viriont na 1 buiiku). Pro bunky, které
slouzily jako negativni kontrola (NK), bylo vytvofeno kontrolni médium fedénim média

odebraného z Vero E6 bunck ve stejném pomeéru jako virova suspenze.
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Médium z jamek bylo odebrdno a do 6-jamkového panelu byl pfidan 1 ml virové
suspenze nebo kontrolniho média, do 24-jamkového panelu bylo ptidano 200 pl virové
suspenze nebo kontrolniho média. Takto pfipravené vzorky byly dvé hodiny inkubovény pfii
37 °C v atmosféte s 5 % CO». Po uplynuti této doby byla virova suspenze a kontrolni médium
odebrano, jamky byly promyty sterilnim PBS a bylo pfiddno cerstvé RPMI médium
do piivodniho objemu pted infekci. Buiiky byly inkubované pii 37 °C, v atmosféie s 5 % CO»
az do urcenych hodin odbéru, tedy 24 hpi a 48 hpi. V obou casovych intervalech byla ¢ast
média z bun¢k odebrana do sterilnich zkumavek a uchovana pro pozdéjsi pouziti pro plakovou
titraci (kapitola 3.2.9), nasledné byl proveden test viability bunék (kapitola 3.2.5). Poté byl
zbytek média odstranén a jamky byly promyty sterilnim PBS a bylo pfiddno RNA Blue
(Top-Bio) pro izolaci RNA (kapitola 3.2.6). Vzorky byly uchovany ve sterilnich zkumavkach
pii -80 °C. Celkové byly pfipraveny tfi sady biologickych opakovani. Kazd4 sada obsahovala

ti technickd opakovani danych vzork.
3.2.5 Méreni viability bunék

K méfeni relativni viability byl pouzit test pomoci Alamar Blue™ (Thermo Fisher
Scientific). Béhem reakce dochazi vlivem redukcniho prostfedi metabolicky aktivni buiiky
k pteméné¢ modrého resazurinu na rizovy resorufin (Obrazek 7). K bunkam byl v piislusny
den odbéru piidan Alamar Blue™ tedény s kompletnim RPMI médiem v poméru 1:10. Buiiky
byly s Alamar Blue™ inkubovéany dvé hodiny pfi 37 °C, v atmosféte s 5 % CO,. Po dvou
hodinach bylo zkazdé jamky odebrano v triplikdtech 100 ul a zmétena fluorescence
jednotlivych vzorkt (vinové délky excitace 550 nm, emise 590 nm) na Synergy H1 microplate
reader (Biotek). Namétfena fluorescence jednotlivych infikovanych vzorkl byla porovnana
s NK pomoci Microsoft Office Excel 365, ¢imz byla urcena relativni viabilita infikovanych

bunék. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu STATISTICA 12.

NADH;H‘ NAD/H,O

J@ED s JCLUO,

resazurin resorufin

Obrazek 7: Reakce pii priibéhu Alamar Blue™ testu (vytvoteno v programu ChemSketch).
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Jelikoz bylo predpokladédno, Zze vySsi nameétfend fluorescence odpovidd vyssi
koncentraci bunék, ¢imz bude pravdépodobné vyizolovéano i vys$§i mnozstvi bunécné i virové
RNA (viz data zavislosti fluorescence na koncentraci bun¢k v Ptiloze 1), byly hodnoty
relativni viability pouzity pro kalkulace vstupnich mnozstvi vyizolované RNA zbavené

genomové DNA do qRT-PCR reakce (kapitola 3.2.7).

3.2.6 Izolace RNA pomoci RNA Blue

K homogenizaci bun¢k byl pouzit 1 ml RNA Blue (Top-Bio). Homogenizované vzorky
byly po rozmrznuti inkubovéany pii pokojové teplot¢ 5 minut a nésledné bylo ptidano
200 pl chloroformu (Lach-ner), vzorek byl siln¢€ protiepan a inkubovan 5 min pii pokojoveé
teploté. Poté byl vzorek centrifugovan 10 minut pti 12 000 x g a 4 °C. Po centrifugaci byl
vzorek rozdélen na tii faze: horni bezbarvou fazi, interfdzi a modrou organickou fazi. RNA se
pridano 500 pl isopropanolu (VWR) a vzorek byl umistén nejméné na hodinu do mrazaku pii
-20 ° C k vysrazeni RNA. Poté byl vzorek centrifugovan 30 minut pti 12 000 x g a 4 °C.
Supernatant byl odstranén, ke vzorku byl ptidan 1 ml 75% etanolu (Lach-ner) k promyti RNA
a vzorek byl dale centrifugovan 10 minut pii 12000 x g a 4 ° C. Supernatant byl odstranén
a RNA byla ponechana k vysuseni. K rozpusténi RNA bylo pouzito 20 ul ultracisté vody.
Koncentrace RNA byla zméfena na ptistroji NanoPhotometr (Implen) a RNA byla uchovana

pii -80 °C pro dalsi pouZiti.
3.2.7 Odstranéni DNA ze vzorkua

Vzorky RNA bylo nutné pted provedenim qRT-PCR zbavit ptipadné kontaminujici
genomové DNA pomoci DNazy I (Thermo Fisher Scientific). Pfipadna kontaminace vzorku
by totiz mohla ovlivnit vysledky qRT-PCR reakce. Reak¢éni smés jednotlivych vzorkt
obsahovala 1 pl DNazy I (Thermo Fisher Scientific) a1 ul 10 x DNase Buffer s MgCl,
(Thermo Fisher Scientific). Dale bylo ptfidano mnozstvi PCR vody a RNA v odpovidajicim
objemu dle viability (vypocet viz. kapitola 4.3) do celkového objemu 10 pl reakéni smési.
Samotna reakce probéhla v cycleru GeneAmp® PCR System (Applied Biosystems) pfi
programu 30 minut pti 37 °C a 5 minut pii 53 °C. Ke vzorkiim bylo poté ptidano 90 ul PCR
vody, ¢imz byla RNA nafedéna na vstupni mnozstvi do qRT-PCR reakce na 20 ng/ul pro NK
a u ostatnich vzorkl v odpovidajici mnozstvi dle viability. Vzorky byly poté skladovany pfi -

80 °C pro qRT-PCR reakeci.
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3.2.8 qRT-PCR

K detekci virové RNA byla pouzita jednokrokova qRT-PCR (Quantitative Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction) pomoci degenerovanych primerd a specifické
proby (Achazi a kol., 2011). K reakcei byl pouzit kit KAPA PROBE FAST One-Step Master
mix (Kapa Biosystems), ktery umoziuje reverzni transkripci a qRT-PCR v jedné reakci.
K amplifikaci virové RNA (Casti genu pro NS1 protein) byly pouzity dva primery,
NS1 F (TGGAYTTYAGACAGGAAYCAACACA) a
NS1 R (TCCAGAGACTYTGRTCDGTGTGGA). K detekci byla pouzita proba, ktera byla
znaCena reportérovym fluoroforem FAM na 5 konci anefluorescenénim zhaseCem
(quencher) MGB-NFQ (minor groove binder) na 3’konci (FAM-
CCCATCACTCCWGTGTCAC-MGB-NFQ). Mnozstvi jednotlivych komponenti v 15 pl

reakci je uvedeno v Tabulce I.

Tabulka I: Slozeni reakéni smési pro 15 pul qRT-PCR reakci.

sloZka objem [ul]
2x Kapa master mix 7,5
gPCR H>0 1,1
primer NS1 forward 20uM 0,9
primer NS1 reverse 20uM 0,9
proba 20uM 0,3
50x KAPA RT Mix 0,3

templatova RNA 4

Do 96-jamkovych qPCR destic¢ek bylo napipetovano 11 pl mastermixu a byly pfidany
4 ul templatové RNA nafedéné na vstupni koncentraci dle viability, vzhledem k zahrnuti
faktoru moznosti vyizolovani mensiho mnozstvi virové RNA pfi snizené viabilité bunck,
a zbavené genomové RNA dle predchozi kapitoly. VSechny reakce byly provedeny
v triplikatech. Pro negativni kontrolu qRT-PCR reakce byla pouzita PCR voda misto
templatové RNA. Pro kontrolu efektivniho zbaveni se genomové DNA byla pro kazdy vzorek
taktéz ptipravena reakce bez 50x KAPA RT Mix (tzv. NRT- kontrola), ve kterych tedy
neprobéhla reverzni transkripce vzorki. qRT-PCR byla provedena za pomoci cycleru
CFX96 Touch Real-Time PCR System (Bio-Rad). Program byl nastaven na parametry

uvedené v Tabulce II.
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Tabulka II: Nastavené parametry qRT-PCR.

krok teplota trvani pocet cyklu
reverzni transkripce 42°C 10 min
inaktivace enzymi 95°C 5 min
denaturace 95°C 5s 45
nasednuti primera 60 ° C 34s 45

Po skonceni reakce byly odecteny hodnoty C; (threshold cycle), které urcuji, v jakém
cyklu fluorescence ptekrocila detekéni prah, pomoci CFX Maestro softwaru verze 2.0
(Bio-Rad). Exportovana data byla nasledn¢ vyhodnocena za pomoci Microsoft Office Excel

365 a statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu STATISTICA 12.

3.2.9 Plakova titrace

Plakova titrace je metoda, ktera stanovuje koncentraci virovych ¢éstic v jednotkach
PFU/ml (plaque forming unit/ml) (Baer a Kehn-Hall, 2014). Do jamek 24-jamkového panelu
bylo napipetovano 180 ul kompletniho DMEM média. Vzorky médii (20 pl) odebrané
v 24/48 hpi (kapitola 3.2.4) byly pfidany do prvni jamky a nafedény v dalSich jamkéch
desitkovou fedici fadou do maximaélniho fedéni 10°. K takto piipravenym vzorkéim bylo
piidano 300 pl bun&né suspenze A549 o koncentraci 5*10° bunék/ml a vzorky byly
inkubovany 4 hodiny pfi 37 °C, v atmosféie s 5 % COz. Po 4 hodinach bylo pfidano 400 ul
pokryvky skladajici se z 3%roztoku karboxymetyl celulézy (Sigma-Aldrich)
a 2x koncentrovaného DMEM média (2x DMEM médium + 20% BOFES + 2% ATB + 2%
GLU) v poméru 1:1. Vzorky byly inkubované 5 dni pii 37 °C, v atmosfére s 5 % CO».

Po uplynuti doby byly vzorky promyty 0,9% roztokem NaCl a néasledné byly plaky
vizualizovany barvenim bun¢k 40 minut roztokem naftalenové ¢erni (1 g naftalenové cerni,
62,5 ml 100% ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodné¢ho doplnéné do 1 litru vody
a nasledn¢ prefiltrované). Po obarveni byly jamky promyty vodou, osuSeny, nasledné byly
spocitany plaky pfi konkrétnim fedénim a poté byla vypocitdna koncentrace viru ve vzorcich.
Data byla nésledné vyhodnocena pomoci programu Microsoft Office Excel 365 a statistické

vyhodnoceni bylo provedeno v programu STATISTICA 12.
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4 Vysledky

Jak jiz je patrné z kapitoly Metody, nejprve bylo zapotitebi derivovat primarni buiiky
zmyS$i kostni dfené a pfipravit infikované a kontrolni vzorky pro vSechny nésledujici
experimenty, konkrétné tedy vzorky pro méfeni viability, pro izolaci RNA a pro plakovou
titraci. Vzdy byly pro derivaci pouzity obé stehenni a holenni kosti z 3 mySich samct kmene
C57Bl/6N. Po derivaci byly BMM nasazeny na pokus a infikovany dvéma kmeny TBEV
Neudorfl (N) a Hypr (H) v koncentraci 5 MOI. Zaroven byla vytvofena negativni kontrola
(NK) pro BMM. CDllc+ DC byly nejprve magneticky purifikovany a poté
infikovany/osetieny (NK) stejnym zpiisobem jako BMM.

Pivodnim zamérem bylo nasazeni bunck ve stejné koncentraci (tedy
2*10° bungk/jamku 6-jamkového panelu), ale vzhledem k niz$i vytéznosti CD1lc+ DC
po magnetické separaci, kdy z ptivodni smésice DC bylo separovano pouze cca 5,3 % bunék
jako CDI11c+ DC, muselo dojit k tipravé koncentrace pro DC (3,2*10° bunék/jamku 24-
jamkového panelu), a tudiz i k vytvoreni adekvatni pozitivni infikované kontroly (PK) a NK
v podobé PMJ2-R bunécné linie ve stejné koncentraci. PK byly tedy po nasazeni infikovany

a NK oSetfeny jako primarni buiky.

Celkem byly ptipraveny technické i biologické triplikaty pro kazdy kmen TBEV i NK,
vzdy tedy celkem 18 vzorkd pro kazdy typ bunck (technické opakovani). Celkem bylo
ptipraveno 54 vzorki pro kazdy typ bunck pii souctu technickych i biologickych opakovani

(BMM, CD1l1c+ DC, PMJ2-R pro BMM, PMJ2-R pro CD11c+ DC).

4.1 Vliv TBEV na prezivani bunék

Nejprve bylo potfebné zjistit, zda nejsou jednotlivé typy infikovanych bunék v danych
intervalech vyrazné ovlivnéné infekci, tedy jestli nedochazi k jejich vyraznému ubytku
a snizeni viability. Pokud by k vyraznému ubytku oproti NK dochazelo, mohly by byt
experimentu bylo totiZ zjiSténo, ze s vzristajicim poctem bunék vzrista 1 hodnota naméiené

fluorescence (viz. Piloha 1).

K méfeni relativni viability byl zvolen Alamar Blue™ test, pfi némz byla
u jednotlivych vzorkt zmeéiena fluorescence produktu bunécného metabolismu. Namétené

hodnoty fluorescence ve vzorcich z intervalii 24 hpi a 48 hpi byly pouzity pro vypocet relativni
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viability bun€k. Od namétenych hodnot byl nejprve odecten nulovy vzorek. Nasledné byly
hodnoty u infikovanych vzorkii porovnavany s negativni kontrolou, které odpovidd na
Obrazku 8 hodnota relativni viability 1. Relativni viability byly vypocteny nejprve pro kazdy
experiment zvlast’ (viz. Ptiloha 2), a to vzhledem k potiebé vypoctu vstupniho mnozstvi RNA
pro dalsi experimenty. Nasledné¢ byly vytvofeny souhrnné grafy relativnich viabilit
jednotlivych bunék ze tfech experimentii (Obrazek 8), aby byl patrny efekt jednotlivych
kmenit TBEV na relativni viabilitu bun¢k. Hladiny signifikance vysledk byly vypocteny
pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu v programu STATISTICA 12.
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Obrazek 8: Relativni viabilita bun¢k. A) Porovndni relativnich viabilit BMM a PMJ2-R B)
Porovnani relativnich viabilit CDI11c+ DC a prislusna PK (PMJ2-R), C) Porovnavni relativnich
viabilit BMM a CDIlIc+ DC; * p <0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001 hladina signifikance k NK,

Studentitv t-test.

Z Obrazku 8 je patrné, ze u vétsiny BMM a CD11c+ DC nedochazelo ke statisticky
vyznamnym rozdilim v relativni viabilit¢ oproti NK. Mezi vyjimky patiily CD11c+ DC

ve 24 hpi infikované kmenem Neudorfl, které vykazovaly signifikantné niz$i relativni
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viabilitu nez NK, konkrétné hodnotu 0,85. Dalsi vyjimkou byly BMM ve 48 hpi infikované
kmenem Neudorfl, u kterych se relativni viabilita oproti NK statisticky vyznamné zvysila, a to
az na 1,25. Tento nartist miize byt zpsoben tim, ze NK nemaji potfebny stimul k tomu, aby
zustaly aktivni. PMJ2-R buiiky nasazené jako PK k BMM vykazovaly jedinou signifikantni
zménu oproti NK, a to v intervalu 24 hpi infikované kmenem Neudorfl, kdy se viabilita
statisticky vyznamné zvysila. U PMJ2-R nasazenych jako PK k CDI11c+ DC se viabilita
v Case 24 hpi signifikantné snizila oproti NK, zatimco ve 48 hpi se viabilita oproti NK

statisticky vyznamné zvysila.

Pfi porovnani primarnich bun¢k s PK nebyla detekovana statisticky vyznamna zména
v relativni viabilité u vétSiny vzorkd. Jedinou vyjimkou byly BMM infikované kmenem
Neudorfl, které v Case 48 hpi vykazovaly statisticky prikazny nartst relativni viability

(p<0,04) oproti kontrolni linii PMJ2-R (Obrazek 8A).

Pokud se zaméfime pouze na primarni bunky, tak pfi porovnavani relativnich viabilit
CDl1c+ DC s BMM (Obrazek 8C) ve 24 hpi dochazelo k vyznamnému rozdilu relativnich
viabilit. BMM infikované kmeny Neudorfl i Hypr mély signifikantné vyssi relativni viabilitu
nez CDl1lc+ DC, konkrétné¢ p<0,03 pro Neudorfl a p<0,04 pro Hypr. Ve 48 hpi jiz
nedochazelo k signifikantnimu zvySeni, ale ani snizeni relativnich viabilit. Pouze nepatrné
vy$si relativni viabilitu ve 48 hpi prokazovaly CD11c+ DC, a to v priméru o 10,4 % vys$i nez

BMM.

Z vysledkl je patrné, Ze na relativni viabilitu bunék nema kmen viru, kterym jsou
bunky infikovany, statisticky vyznamny vliv. Nicmén¢ je ziejmé, Ze u kontrolni linie PMJ2-
R byla relativni viabilita vyssi u bun¢k infikovanych kmenem Neudorfl, a to primérné o 9,6 %

nezli u bunék infikovanych kmenem Hypr.

I ptes zjisténi, Ze z celkového pohledu viabilita infikovanych bunck v ¢ase nema letalni
pribéh (hodnoty relativni viability neklesly pod 0,85), bylo rozhodnuto zohlednit i tyto
nepatrné zmeény pii urceni vstupniho mnozstvi RNA do reakce, jelikoz mohlo pfi snizené
viabilité dojit k izolaci niz§tho mnozstvi RNA, tedy i té virové, a vysledky qRT-PCR by byly

ovlivnény timto faktorem (kapitola 4.3).
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4.2 1Izolace RNA

Pted dalSimi kroky bylo nutné vyizolovat celkovou RNA z homogenizovanych bunék.
RNA byla dle postupu vyizolovana, byla zméfena jeji koncentrace a také pomér absorbanci
A260/A230 a Aoeo/A230. Vzhledem k velkému mnozstvi vzorka jsou v Tabulce III uvedeny

pouze priklady koncentraci vyizolované RNA a také jeji Cistota.

Tabulka III: Koncentrace vyizolované RNA a poméry absorbanci Aze0/A230 a A260/A230.

C C
vzorek [ng/ul] | Aze/Azso | A260/A230 vzorek [ng/ul] | Az60/Azs0 | A260/A230
BMM N 459 1,551 1,245 PMJ2-R N 1939 1,851 1,346
BMM N 519 1,474 0,859 PMJ2-R' N 1839 1,887 1,549
BMM N 722 1,452 1,165 PMJ2-R N 1296 1,835 1,651
BMM H 714 1,414 0,952 PMJ2-R H 2292 1,695 1,654
BMM H 586 1,354 0,925 PMIJ2-R H 1419 1,502 1,353
BMM H 986 1,456 1,256 PMJ2-R H 1798 1,666 0,896
BMM NK 682 1,562 1,365 PMJ2-R NK 1241 1,558 0,805
BMM NK 682 1,236 0,896 PMJ2-R NK 1122 1,486 1,244
BMM NK 577 1,486 0,923 PMJ2-R NK 1288 1,566 1,652

CDllc+ DCN 361 1,423 1,236 | DC-PMJ2-R N 718 1,725 1,365
CDllc+ DCN 267 1,582 1,359 | DC-PMJ2-R N 757 1,525 1,462
CDllct+ DCN 298 1,356 1,329 | DC-PMJ2-RN 767 1,582 0,956
CDllc+ DCH 394 1,532 0,896 | DC-PMJ2-RH 684 1,568 0,962
CDllc+ DCH 351 1,452 1,345 | DC-PMJ2-RH 618 1,652 1,384
CDllct+ DCH 222 1,387 0,972 | DC-PMJ2-RH 718 1,524 1,623
CDllc+t DCNK | 276 1,458 1,136 | DC-PMJ2-RNK | 790 1,439 1,238
CDllc+ DCNK | 306 1,528 1,239 |DC-PMJ2-RNK | 686 1,662 1,384
CDllct+t DCNK | 504 1,357 0,876 |DC-PMJ2-RNK | 765 1,542 0,893

Z Tabulky III je patrné, Ze z bunck, které byly nasazeny ve vysSich koncentracich
bunék na pokus, bylo vyizolovano vice RNA. Cistota ziskané RNA neni idealni, a proto bylo
rozhodnuto, Ze nez bude zhotovena qRT-PCR, budou z vyizolované RNA odstranény zbytky
genomoveé DNA.

4.3 Odstranéni genomové DNA

Pied qRT-PCR bylo nutné z RNA odstranit zbytky kontaminujici genomové DNA.
Nejdiive bylo potieba spocitat fedéni vzorkti NK, které dle viability ptedstavuji hodnotu 1,
na koncentraci 2000 ng/10 ul reakce s DNazou I. U infikovanych vzorkl byla provedena

normalizace na NK dle pfislusné viability. Pfepokladalo se, Ze ¢im vétSi ma infikovany vzorek
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viabilitu oproti NK, tim mensi bude potfebné mnozstvi RNA. Vypoctené mnozstvi RNA
pro NK do reakce tedy bylo vynéasobeno viabilitou vzorki, ¢imz byl ziskan potiebny objem

RNA do reakce pro infikované vzorky.

Po prob¢hnuti reakce s DNéazou I bylo ke vzorkiim ptidano 90 pl PCR vody, ¢imz byla
ziskana pozadovanad vstupni koncentrace RNA pro qRT-PCR 20 ng/ul pro NK a ostatni vzorky
mély vstupni koncentraci vztazenou na viabilitu. Piiklady vypoctu potiebného mnozstvi pro

odstranéni genomové DNA jsou uvedeny v Tabulce IV.

Tabulka IV. Piiklady potfebnych mnozstvi jednotlivych slozek pro odstranéni zbytkové

genomoveé DNA.
qPCR H>0
qPCR | DNaza pridana
RNA | fluorescence | relativni | RNA | H;0 1 Buffer | po reakci
vzorek |[ng/pl]|  [a.u.] viabilita | [pl] | [pl] | [wl] | [u]] [nl
1.BMM
H 714 39987 1,1 2,8 5,2 1 1 90
1.BMM
NK 682 37578 1,0 2,9 5,1 1 1 90
1.CD11c+
DCN 408 18582 1,6 4,8 3,2 1 1 90
1.CD11c+
DC NK 306 13656 1,0 6,5 1,5 1 1 90

4.4 Stanoveni virové RNA ve vzorcich

Pro detekci a kvantifikaci virové RNA v infikovanych buiikach byla pouzita metoda
gRT-PCR. Z qRT-PCR byly ziskany hodnoty cyklu (C), ve kterém urcity vzorek pirekonal
fluorescenéni prah pozadi. Ze vzorkil jsme urcili hranici, za kterou se vzorek povazoval
negativni, tato hranice byla ur¢ena na 34. cyklus. Z takto ziskanych hodnot byl proveden ACt
vypocet. Pii tomto vypoctu se hodnota pro virovou RNA vztahovala ke 34. cyklu tedy k hranici
negativity. Pokus byl proveden v technickych triplikatech, které byly zprimérovany

a zlogaritmovany, poté byly i biologické triplikdty zprimérovany a vysledné hodnoty jsou
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zobrazeny na Obrazku 9. Hladiny signifikance vysledkti byly vypocdteny pomoci
dvouvybérového neparového Studentova t-testu v programu STATISTICA 12.
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Obrazek 9: Relativni kvantifikace virové RNA. A) Porovndni mnozstvi virové RNA mezi BMM
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a PMJ2-R, B) Porovnani mnozstvi virové RNA mezi CDI11c+ DC a jejich PK, C) Porovnani mnozstvi
virové RNA mezi BMM a CDI11c+ DC, * p <0,05, ** p <0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 hladina

signifikance, Studentiiv t-test.

Z vysledku je patrné, ze BMM (Obrazek 9A) a CD11c+ DC (Obrazek 9B) obsahuji
signifikantné mén¢ virové RNA nez kontrolni linie PMJ2-R. Pokud se zamétime na DC11c+
DC v porovnani s PK, tak v obou ¢asovych intervalech a nezavisle na kmenu TBEV bylo u
CDllc+ DC detekovano signifikantn€ nizsi relativni mnozstvi virové genomové RNA.
Nejvétsi rozdil u CD11c+ DC byl pozorovan ve 24 hpi u bun¢k infikovanych kmenem Hypr,
konkrétné hodnota relativni kvantifikace byla 30,2 a u PK byla 5,2*10*. U BMM také

dochdzelo v obou intervalech a nezavisle na kmenu TBEV k signifikantnimu sniZzeni mnozstvi
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virové RNA, nejvétsi rozdil byl pozorovan ve 48 hpi u BMM infikovanych kmenem Hypr,
kdy u BMM byla hodnota relativni kvantifikace 4,6 a u PK 9,8*%10%.

Pti porovnavani BMM s CD11c+ DC (Obrazek 9C) je patrné, ze v ¢ase 24 hpi dochazi
k sedminasobnému signifikantnimu néartstu relativniho mnozstvi virové RNA u CD11c¢+ DC
(v jedotkach logaritmu je rozdil o 0,865) pokud jsou buiky infikované kmenem Hypr.
K druhému signifikantnimu rozdilu dochédzi ve 48 hpi v pfipad¢€, Ze jsou bunky infikované
kmenem Neudorfl. U CD11c+ DC dochazi k signifikantnimu nartstu relativniho mnozstvi

virové RNA oproti BMM, a to vice jak osminasobné.

Pti dokazovani vlivu €asovych intervalti na relativni zménu produkce virové RNA
nebyl zjistén zadny signifikantni nartst ani pokles v ¢ase az na jednu vyjimku. U PK k BMM
(Obrazek 9A) bylo pozorovano signifikantni navySeni relativniho mnozstvi virové RNA
v Case u bunék infikovanych obéma kmeny, konkrétné pii kmenu Neudorfl (48 hpi) 3x vyssi

relativni mnozstvi (p<0,05) a 21x u kmene Hypr (p<0,01).

Dale byl sledovén rozdil v produkci virové RNA v infikovanych BMM a DC mezi
kmeny TBEV. Bylo zjisténo, Ze na relativni mnozstvi virové RNA nema kmen TBEV
statisticky vyznamny vliv ve vétsing ptipadu. Jediny piipad, kdy dochazelo k signifikantnimu
naristu relativniho mnozstvi virové RNA bylo u PK k CD11c+ DC 24 hpi. V tomto piipadé
obsahovaly buiiky infikované kmenem Hypr 4x vyssi relativni mnozstvi virové RNA

(p<0,0001) nez bunky infikované kmenem Neuddorfl.
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4.5 Stanoveni titru viru ve vzorcich

Hlavnim ukolem bylo zjistit mnozstvi viriond uvoliiovanych zbunck do média
v jednotkach PFU/ml a porovnat mezi sebou vliv intervali a typli bun€k na velikost titru viru.
Ve dvou Casovych intervalech 24 hpi a 48 hpi bylo odebrano médium z bun¢k, které bylo
nasledn¢ pouzito pro plakovou titraci. Pocty plakl pro jednotlivé vzorky byly spocitany,
hodnoty piepocitiny na PFU/ml a vysledky zlogaritmovany. Pokus byl proveden
v technickych triplikatech, které byly zprimérovany, poté byly i1 biologické triplikaty
zprimérovany a vysledné titry viru jsou zobrazeny na Obrazku 10. Hladiny signifikance

vysledki byly vypocteny pomoci dvouvyberového neparového Studentova t-testu v programu
STATISTICA 12.
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Obrazek 10: Koncentrace virovych ¢astic v médiu. 4) Titr viru pro BMM a PMJ2-R, B) Titr viru
DC a PMJ2-R, C) Titr viru pro BMM a DC; ** p <0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 hladina

signifikance, Studentiiv t-test.
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Z vysledkti na Obrazku 10 je patrné, ze v porovnani s PK (PMJ2-R) je titr viru u BMM
a CD1lc+ DC signifikantné nizs§i. U BMM (Obrazek 10A) dosahuje titr viru 200x nizsich
hodnot nez PK pfi infekci kmenem Neudorfl ve 24 hpi a 1400x nizsi titr ve 48 hpi. Co se tyce
kmenu Hypr a BMM, titry viru byly 1800x nizsi ve 24 hpi a 5700x nizsi ve 48 hpi nez PK.
Pokud se zaméfime na infekci kmenem Neudorfl, CD11c+ DC v intervalu 24 hpi (Obrazek

vvvvvvvv

Cvwr

nez PK a v intervalu 48 hpi 500x nizsi.

U BMM a DCllct DC infikovanych kmeny Neudorfl a Hypr nebyly zjistény
statisticky vyznamné rozdily ve titru viru v porovnani téchto kmentt TBEV. U kontrolni linie
PMIJ2-R je rozdil v koncentraci titru viru mezi porovnavanymi kmeny signifikantni v obou

casovych intervalech, kmen Hypr dosahuje v priméru 5x vyssiho titru viru nez Neudorfl.

Pti zamétfeni na PK pro oba typy primarnich bun€k je patrné, Ze i pies rozdilnou
koncentraci bun¢k, dosahuji titry viru podobnych hodnot. Tim padem lze porovnat alespon
ilustrativné 1 titry viru BMM a CDllc+ DC. Z grafu (Obrazek 10C) je viditelné, ze
CDI11c+ DC vyprodukovaly i pfes nizs§i pocet bunc¢k vice virioni nez BMM. V porovnéni
BMM s CDllc+ DC infikovanych kmenem Neudorfl, nedochazelo v intervalu 24 hpi
k signifikantnimu rozdilu v titru viru. Nicméné pokud byly buiky infikované kmenem
Neudorfl, v case 48 hpi jiz dochazelo ke statisticky vyznamnému zvySeni titru viru CD11c+
DC oproti BMM. V tomto pfipadé byl uréen titr viru pro CD11c+ DC 2,6¥10* PFU/ml,
zatimco u BMM to bylo 1,2*10° PFU/ml. Z toho vyplyva, ze CD11c+ DC i pfes 6,25x nizsi
koncentraci bun¢k vyprodukovaly vice nez 20x vice PFU/ml. Pokud byly porovnavany
CDl1c+ DC a BMM infikované kmenem Hypr, v obou ¢asovych intervalech dochéazelo k
signifikantnimu nartstu titru viru u CD11c+ DC oproti BMM, a to konkrétné ve 24 hpi byl titr

5x vys$si a v ¢asovém intervalu 48 hpi 16x vyssi.

Pti dokazovani vlivu €asovych intervall na titr viru u primarnich buné¢k bylo zjisténo,
ze dochazi k vyznamnému zvySeni titru viru ve 48 hpi oproti 24 hpi u CD11c+ DC (p<0,02),
ale naopak ke snizeni u BMM (p<0,04) infikovanych virovym kmenem Neudorfl. NejveEtsi
rozdil byl zjistén u CD11c+ DC N, které vykazuji narst titru viru v ase o 2,2*10* PFU/ml,
tedy 5x vyssi. U CDllec+ DC aBMM infikovanych kmenem Hypr nedochazi

k signifikantnimu rozdilu v mnozZstvi titru viru v ¢asovych intervalech.
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5 Diskuze

Virus klistové encefalitidy patii do Celedi Flaviviridae a je fazen mezi arboviry, které
jsou prendseny klistaty rodu Ixodes. TBE je onemocnéni, které¢ muize byt zpusobené tfemi
podtypy TBEV, a to stfedoevropskym, dalnévychodnim a sibifskym podtypem. Podtypy se
1i$i v aminokyselinovych sekvencich, zdvaznosti onemocnéni a také mirou mortality. V této
praci byly pouzity dva kmeny evropského podtypu TBEV, mén¢ virulentni kmen Neudorfl,
ktery obsahuje dlouhy polyadenylovy fetézec v nekddujici oblasti, a vice virulentni kmen
Hypr, kterému znacna ¢ast polyadenylového tfetézce chybi (Wallner a kol., 1995). TBEV se
do téla dostava se slinami sajiciho kliStéte, a tedy mezi prvni buiiky, které se setkaji s TBEV,

fadime bunky pfitomné v kizi, v€etné buniek imunitnich (Labuda a kol., 1996).

Tato prace byla zaméfend na Casnou fazi infekce TBEV v organismu a mnozeni TBEV
po proniknuti do organismu, a proto byly vybrany dva typy imunitnich bun¢k pfitomnych
v kiizi, konkrétné makrofagy a CD11c+ dendritické bunky, které jsou povazovany za prvni
cile pro replikaci TBEV v téle (Haglund a Giinther, 2003; Dorrbecker a kol., 2010). BMM
a CD 1l1c+ DC byly ziskany derivaci z kostni dfené pomoci specifickych ristovych faktort
s mirnymi modifikacemi oproti zavedenym protokoltiim (Lieskovska a kol., 2015; Assouvie
a kol., 2018). Jako pozitivni kontrolni linie byla zvolena makrofagova linie PMJ2-R, kter4 je
in vivo imortalizovana J2 retrovirem nesouci v-raf a v-myc onkogeny (Adami a kol., 1993).
PMIJ2-R slouzi jako kontrolni linie 1 v jinych publikacich, a to nejen k infekci TBEV, ale
1 infekei jinymi patogeny (Jelinek a kol., 2007; Berankova, 2017).

Béhem prvni faze bylo dilezité zjistit, zda nejsou jednotlivé typy infikovanych bunék
vyrazné ovlivnény infekci TBEV, piesnéji jestli nedochdzi k vyraznému ubytku bunék
a snizeni jejich metabolické aktivity. K tomuto ovéfeni byl pouzit test pomoci AlamarBlue™
reagencie s naslednym vypoctem relativni viability. Principem testu je pfeména modrého
resazurinu na riizovy rezorufin a detekce jeho fluorescence. Tato metoda je hojné vyuzivana
nejen pro detekci viability infikovanych buné€k, ale také k detekci cytotoxickych efektt
potencialnich antivirovych latek ¢i hostitelskych peptidi pro buiiky (Selinger a kol., 2019;
Pulanco a kol., 2017; Smee a kol., 2017). Buiiky byly infikovany TBEV v koncentraci 5 MOI,
a po 24 hpi a 48 hpi byla zmétena fluorescence vzorkt, jez byla porovnana s fluorescenci NK,
¢imz byla detekovand jejich relativni viabilita. V porovnani bunck s NK bylo zjisténo,
ze primarni buniky nejsou letaln¢ ovlivnény infekci TBEV (viabilita neklesla pod 85 %), a to

u obou zvolenych kment. Viabilita v§ak byla oproti NK lehce sniZzena ve 24 hpi u CD11c+
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DC, zatimco u BMM nikdy nebyla oproti NK snizena. Tyto vysledky potvrzuje i publikace, v
niz byl zkouman vlivu viru Usutu, ktery patii také do celedi Flaviviridae, na viabilitu DC.
Podobn¢ jako pti nami zvolené infekci TBEV byla relativni viabilita DC infikovanych virem
Usutu signifikantné sniZzena v intervalu 24 hpi (Garcia-Nicolés a kol., 2019). V jiné publikaci,
zabyvajici se viabilitou BMM, pii infekci viru zapadonilské horecky taktéz nedochézelo ke
sniZzeni viability a efektu viru na BMM, stejné jako v naSem piipadé (Pantelic a kol., 2005).
Pokud porovname vysledky relativnich viabilit primarnich bunék mezi sebou, dojdeme
k zavéru, ze infikované BMM mély v intervalu 24 hpi oproti CD11c+ DC signifikantné vyssi
relativni viabilitu. Tento vysledek nasvédcuje tomu, ze CDI1lc+ DC jsou podle vseho
permisivngjsi k infekci TBEV a pravdépodobné nékteré bunky provedou apoptdézu, podobné
jako bylo dokazano v jinych publikacich, ale taktéz byl tento fakt potvrzen 1 vys$i mirou

produkce virionil v této praci (Olagnier a kol., 2014; Ho a kol., 2001).

Pti zaméfeni na vliv kment evropského podtypu TBEV Neudorfl a Hypr na viabilitu
bunék bylo zjisténo, ze virovy kmen Hypr zptsobuje u kontrolni buné¢né linie PMJ2R nizsi
relativni viabilitu bun¢k nez kmen Neudorfl. Toto zjisténi se shoduje s publikaci zamétenou
na DC, kdy se zkoumal vliv kmenid Neudorfl a Hypr na apoptézu DC. Bylo zjisténo, Zze kmen
Hypr vyrazné¢ vice indukoval apoptézu nez Neudorfl (Fialova a kol., 2010). Kmen Hypr je
povazovan za vysoce virulentni (Wallner a kol., 1995), a proto tyto vysledky odpovidaji
pozorovanim u dalnévychodniho subtypu, kdy vysoce patogenni kmen Dal'negorsk rychleji
penetroval do buné¢k a aktivné se uvnitt mnozil, tudiz probihala zvySend apoptdza, v porovnéni
s nepatogennim kmenem Primorye-183, podobn¢ jako u méné virulentniho kmene Neudorfl

(Krylova a kol., 2015).

Ke stanoveni virové RNA byla pouzita metoda qRT-PCR. Z vysledkt byla provedena
relativni kvantifikace virové RNA tak, Ze byl proveden ACt vypocet. Tento vypocet vztahuje
hodnotu fluorescence virové RNA k hranici negativity, ktera byla urCena na 34. cyklus. K
amplifikaci byly pouzity NS1 R a NSIF primery a k detekci byla pouzita préba znacend na 5°
konci fluoroforem FAM a nefluorescencnim zhasecem MGB-NFQ na 3 konci (Achazi a kol.,

2011).

Pomoci qRT-PCR bylo zjisténo, ze PMIJ2-R, které¢ slouzi jako PK k primarnim
bunkam, méli signifikantné vyssi relativni kvantifikaci nez BMM a CD11c+ DC. Toto zjisténi
se shoduje s pozorovanim, Ze kontrolni linie PMJ2-R obsahuje az 98,7 % infikovanych bun¢k,

zatimco BMM obsahuji pouze 1,7 % (Berankova, 2017).
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Pfi porovnavani relativniho mnoZzstvi virové RNA mezi infikovanymi CD11c+ DC a
BMM bylo zjisténo, ze CD11c+ DC dosahuji vysSiho mnoZstvi virové RNA nez BMM v obou
casovych intervalech a nehledé¢ na kmen TBEV, kterym byly primarni buiiky infikovany.
Ve dvou ptipadech CD11c+ DC obsahovaly signifikantné vice relativniho mnozstvi virové
RNA nez BMM, a to ve 24 hpi pokud buiiky byly infikovany kmenem Hypr a ve 48 hpi
v pripad¢, Ze byly infikovany kmenem Neudorfl. Toto zjisténi se shoduje s clankem, ve kterém
se zkoumal vliv viru horecky Dengue na makrofagy a DC, kde bylo zjisténo, Ze makrofagy

jsou mén¢ proinfikované nez DC (Schaeffer a kol., 2015).

Pfi pozorovani zavislosti relativniho mnozstvi virové RNA na kmenu TBEV, kterym
byly primarni buiiky infikované, nebyl zjistén signifikantni pokles a ani narist relativniho
mnozstvi virovée RNA. Zatimco u PMJ2-R které slouzily jako PK k BMM byl zjistén
signifikantni nartst relativni kvantifikace u bunék infikovanych kmenem Hypr oproti kmenu
Neudorfl v obou casovych intervalech. Tato zjiSténi miizeme porovnat s ¢lankem, ve kterém
byl porovnavan vliv kmene viru Neudorfl a Hypr na procentualni zastoupeni infikovanych
DC. V tomto ¢lanku byl zjistén rozdil mezi kmeny TBEV, a to takovy, ze DC infikované
kmenem Hypr dosahovaly vyssi proinfikovanosti nez pti pouziti kmenu Neudorfl (Fialova a
kol., 2010). I ptes to, ze se v nasi praci vliv kmenu viru u primarnich bun¢k neprokazal, u

PMJ2-R které slouzily jako PK k BMM se vysledek shodoval s porovnavanym ¢lankem.

Nakonec byl stanoven titr viru ve vzorcich pomoci plakové titrace na A549 bunkach
(Baer a Kehn-Hall, 2014). Bylo zjisténo, ze bunécna linie A549 je vhodna pro plakovou titraci
TBEV (Brzuska a kol., 2020). Plakova titrace umoznuje detekovat mnozstvi viriont, které se
uvoliiuji z bunék do média. Pokud se zaméiime na porovnani primarnich bunék a kontrolni
linie PMJ2-R, ve vSech intervalech a bez ohledu na kmen viru méla PK signifikantné vyssi titr
viru nez primarni buniky. Tento vysledek koreluje s pfedchozim vysledkem, ze i PK dosahuje
vyssiho relativniho mnozstvi virové RNA nez primarni bunky, z ¢ehoz vyplyva, ze bunécna
linie PMJ2-R je vyrazné permisivnéj$i k infekci TBEV oproti primarnim bunikdm. Toto
zjisténi se shoduje s jiz vySe zminénou diplomovou praci, ve které byl detekovan podobny titr
viru u PMJ2-R i BMM jako v této bakalafské praci. U BMM se titr viru pohyboval ve 24 hpi
okolo 10° PFU/ml a 10* PFU/ml ve 48 hpi. Stejné tak u PMI2-R titr viru dosahoval
signifikantné vyssich hodnot ve 24 hpi, a to cca 10° PFU/ml, a cca 10’ PFU/ml ve 48 hpi
(Berankova, 2017).
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Vhledem ke zjisténi, ze PMJ2-R pro BMM a PMJ2-R pro CD11c+ DC i pies rozdilné
vstupni mnozstvi bun€k dosahovaly podobnych virovych titri, mohly byt BMM i CD11c¢c+ DC
mezi sebou alespon ilustrativné porovnany. Pfi porovndvani virovych titrt mezi primarnimi
bunikami nedochazelo k signifikantnimu rozdilu titru viru v porovnani BMM a CD11c+ DC,
které byly infikované kmenem Neudorfl ve24 hpi. V ostatnich piipadech byl
zaznamenan signifikantné vyssi titr viru u CD11c+ DC. V jiné publikaci pfi pozorovani miry
proinfikovanosti DC a jejich titru viru, bylo u viru horecky Dengue zjiSténo, ze vySsi titr
odpovida vyssi proinfikovanosti bunék (Schaeffer a kol., 2015). Z tohoto faktu muize byt
z nasich vysledkl usouzeno, ze CD11lc+ DC byly vice proinfikované nez BMM, jelikoz

dosahovali vyssiho titru viru i ptfes niz§i mnozstvi nasazenych bunék.

Pti porovnavani titru viru u PK dochazelo k vyznamnému rozdilu mezi mnozstvim
uvoliovanych virionli do média z bun¢k mezi jednotlivymi kmeny TBEV. Vysoce virulentni
kmen Hypr mél signifikantné vyssi titr viru nez Neuddrfl v obou ¢asovych intervalech. Toto
zjisténi muze byt porovnano s jinymi viry z ¢eledi Flaviviridae, u kterych se porovnavalo
mnozstvi titru viru s ndchylnosti DC k infekci. Vysoka virulence byla zjisténa u viru Usutu,
ktery také vykazoval vysoké titry viru, zatimco virus horecky Dengue vykazoval nizkou
citlivost bunck k infekci a také nizké titry viru. Z tohoto zjisténi miizeme odvodit, ze ¢im vyssi
mira citlivosti bunék k infekci tim vyssi titry viru (Garcia-Nicolas a kol. 2019). Toto tvrzeni
koresponduje s naSim zjisténim, ze vice virulentni kmen TBEV Hypr dosahuje vysSich titrt

viru.

Pokud byly porovnavany dva ¢asové intervaly 24 hpi a 48 hpi a jejich vliv na mnozstvi
titru viru, bylo zjisténo, ze pokud jsou BMM infikovany kmenem Neudorfl, titr viru se
ve 48 hpi snizil oproti 24 hpi. S timto zjiSténi nekoreluje ¢lanek, ve kterém se pozoroval vliv
viru zapodonilské horecky na titr viru, ktery se s pfibyvajicim ¢asem od infekce zvySoval (Rios
a kol., 2006). Pozorované sniZeni titru viru u BMM muzZe byt zptisobeno tim, ze makrofagy
bojuji s virem nejprve svépomoci, a to takovym zpusobem, ze vytvafi tzv. ,,phagosome-like*
vezikuly (Plekhova a kol., 2017). Naopak CDllc+ DC infikované kmenem Neudorfl
vykazovaly ve 48 hpi vys$i titr viru nez ve 24 hpi. Pokud byly primarni buniky infikovany
kmenem Hypr, tak se titr viru signifikantné v ¢ase nelisil. Toto zjiSténi koreluje s ¢lankem, ve
kterém byl zkouman vliv kmene Hypr na DC, v tomto ptipadé¢ se titr viru v Case také vyrazné

neménil (Lieskovska a kol., 2018).
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6 Zavér

Nebyl prokazan letalni vliv infekce TBEV na viabilitu primarnich makrofaga
a CD1lc+ dendritickych bun€k, u CD11c+ DC byl prokdzén pouze mirny
pokles viability oproti BMM.

U PK byl prokazan efekt vice virulentniho kmene TBEV (Hypr), a to snizenim
relativni viability bunék oproti buitkam infikovanym kmenem Neudorfl.

U PMIJ2-R, kter¢ slouzily jako PK k BMM, byl zjistén rozdil v relativni
kvantifikaci virové RNA mezi buitkami infikovanymi kmeny Neudorfl a Hypr.
Buiiky infikované kmenem Hypr dosahovaly vyssi relativni kvantifikace
virové RNA nez bunky infikované kmenem Neudorfl.

CDl1c+ DC dosahovaly signifikantné vyssi relativni zmény genové exprese
TBEV oproti BMM.

PK dosahovala vyss§iho titru viru nez primarni buniky nezavisle na intervalu
a kmenu TBEV, kterym byly buiiky infikovany.

Infikované CD11c+ DC v porovnani s BMM dosahovaly vyssiho titru viru.
Bylo dokazano, ze CD11c+ DC jsou vice permisivni k infekci TBEV, a tim

jsou i vhodnéj$im in vitro modelem pro infekci TBEV nez BMM.
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8 Seznam priloh

Priloha 1: Zavislost fluorescence na poctu bunck.

Priloha 2: Relativni viability jednotlivych experimentd.
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Priloha 1: Zavislost fluorescence na poc¢tu bunck. 4) Zavislost fluorescence na poctu BMM,

B) Zavislost fluorescence na poctu DC, C) Zavislost fluorescence na poctu PMJ2-R.
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Priloha 2: Relativni viability jednotlivych experimentl. A) Relativni viabilita BMM a PMJ2-
R 1. pokus, B) Relativni viabilita BMM a PMJ2-R 2. pokus, C) Relativni viabilita BMM a
PMJ2-R 3. pokus, D) Relativni viabilita CD11c+ DC a PMJ2R 1. pokus, E) Relativni viabilita
CDIlc+ DC a PMJ2R 2. pokus, F) Relativni viabilita CDI1c+ DC a PMJ2R 3. pokus.
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