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1. Uvod

1.1. VIRUS KLISTOVE ENCEFALITIDY

Arboviry

objevujici onemocnéni (angl. emerging diseases) na pokraji tetiho tisicileti. Tim, co tyto viry
spojuje, je jiz zminény zpusob pienosu, od né¢hoz je také odvozen nazev této skupiny; z
anglického arthropod-borne viruses - arboviry. Mezi arboviry nachdzime zastupce z celkem
sedmi Celedi: Bunyaviridae, Reoviridae, Flaviviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae,
Orthomyxoviridae a Poxviridae (International Catalogue of Arboviruses). Na seznamu
katalogu arboviril je vice nez 530 virti a ptiblizné 130 z nich zplsobuje onemocnéni u ¢loveka
(Gubler, 2001). Jde o skupinu virii ryze ekologicky vymezenou bez genetické ¢i morfologické
pribuznosti. Spektrum c¢lenovceti, ktefi je mohou pirendset, je Siroké. Jmenujme napiiklad
komary, muchnicky, blechy, krevsajici mouchy a klistata. A pravé na klistata, jakozto virové
vektory, se soustiedim ve své praci.

Virovy patogen vstupuje do svéta obratlovéiho hostitele a klistéciho vektora a stava se
soucasti jejich vzajemnych vztaht. Klisté se v ptirodnim ohnisku nakazi bud’ tak, ze saje na
hostiteli spole¢né¢ (angl. cofeeding) s jinymi, infikovanymi, klistaty (Jones a spol., 1987,
Labuda a spol., 1993b,c) a nebo se virus do jeho téla dostane spolecné s viremickou krvi
nakaZeného obratlovce. V takto nakaZenych jedincich se virus pomnoZi a ziistava v jejich téle
do konce zivota. Dal§im zptsobem dlouhodobého udrzeni viru v kolob¢hu je transstadidlni a
transovarialni ptenos. Saje-li jiz infikovany ¢lenovec na neinfikovaném obratlovci, virus se
dostane do téla obratlovce spoleénd se slinami vylu¢ovanymi do rany. Clovék neni stalym
¢lankem tohoto kolobéhu, k jeho infekci dochazi vétSinou ndhodné. U lidi probiha infekce
vétSinou bezpiiznakoveé (Lunackova a spol., 2003). Pokud se onemocnéni projevi, arboviry
vyvolavaji celou skalu priznakt, avSak zakladni typy prubéhu jsou tfi: hore¢natd onemocnéni,
encefalitidy nebo hemoragické horecky (Gresikova a Nosek, 1981).

Evropské klistaty ptfendsené (angl.tick-borne) arboviry patogenni pro cloveka se fadi do
Sesti Celedi (krom¢ Poxviridae), osmi rodi a bylo popsano pétatiicet druhd, pfiCemz
k nejhojnéji zastoupenym patii celedi Flaviviridae, Bunyaviridae a Reoviridae s rody

Flavivirus, Nairovirus a Orbivirus (Siiss a Schader, 2004).



Na tizemi Ceské republiky a Slovenska byly izolovany viry z &eledi Togaviridae - virus
Sindbis (pievazné komary pienaSeny — k.p.) (Hubalek Z., Halouzka J., 1996), Flaviviridae -
virus zdpadniho Nilu (k.p) (Hubdlek a spol., 1998, Hubdlek a Halouzka, 1999) a virus
klistové encefalitidy (Rampas a Gallia, 1949), celed’ Reoviridae - viry Tribe¢, Lipovnik a
Eyach (Siiss a Schader, 2004) a z ¢eledi Bunyaviridae viry Tahyiia (Bardos a Danielova,
1959, Danielova, 1990), Calovo (Bardos a Cupkova, 1962, Hubalek a spol., 1993) a
Uukuniemi (GreSikova, Nosek, 1981). Nejvétsi zdravotni hrozbu pro clovéka ovSem

predstavuje virus klistové encefalitidy.

Virus klisfové encefalitidy (VKE)

Virus klistové encefalitidy (VKE) (rod Flavivirus, ¢eled’ Flaviviridae) je pivodcem
zavazného onemocnéni centralniho nervového systému — klistové encefalitidy (KE).
Celosvétove je onemocnéni zaznamenavano kazdym rokem ptiblizné v 10 000-12 000
ptipadech (Siiss, 2003). V Ceské republice poéty kolisaji mezi 400-700 diagnostikovanymi
onemocnénimi rocné, pficemz rok 2006 byl extrémni svymi 1027 ptipady (EpiDat - databaze
Statniho zdravotniho ustavu v Praze, http://www.szu.cz/cem/epidat/).

Virova castice se sklada z nukleokapsidy a vnéjsi lipidové dvouvrstvy, ve které jsou
zaclenény dva virové proteiny — glykoprotein E (envelope) a protein M (membrane). Kapsida
je tvofena proteinem C (capsid) a obklopuje virovou RNA. Ribonukleova kyselina VKE je
pozitivni polarity a jeji velikost dosahuje 11 kb (schéma genomu viz Obr.1.1). Jediny Cteci
ramec ORF (z angl. open reading frame) koduje asi 3400 aminokyselin a je na obou stranach
ohranicen nekodujicimi oblastmi, takzvanymi 3" a 5° UTR (untranslated regions). ORF je
translatovdn na jediny polyprotein, ktery nasledné §tépi bunécné a virové protedzy na 10
proteint, jejichz vycet a funkce jsou shrnuty v tabulce ¢.1.1.

Virus se dostavd do téla hostitele v pribéhu sani kliStéte, v naSich podminkach
nejcastéji klistéte obecného (Ixodes ricinus), spolu se slinami vyluovanymi do rany. O
vzajemnych interakcich jednotlivych Gcastniki tohoto procesu, hostitele, vektora a patogena,
bude pojednano nize. Virus se v misté vstupu do téla pomnozi a poté je zanesen bunkami
imunitniho systému (tento problém neni jesté objasnén, nejpravdépodobnéji specializovanymi
dendritickymi buiikami - Langerhansovymi buitkami kize (Labuda a spol., 1996)) do
spadovych lymfatickych uzlin. Z nich se po dalsi replikaci virus dostava lymfatickou cestou

do krve a dochazi k infekci riznych extraneuralnich tkéni a organii hostitelského organismu.


http://www.szu.cz/cem/epidat/

Tato primarni viremicka faze je spojena s propuknutim prvnich ptiznak a to asi po 7-14

dnech inkubace. Pfiznaky prvni faze onemocnéni se v zasad¢ podobaji symptomiim

Tab. 1.1 Proteiny VKE (Gritsun a spol., 2003) , ? = funkce neni zcela jasna

_ |PROTEIN |FUNKCE
E % E dimer, interakce s receptorem, hlavni antigen
x5 M zaclenén do membrany
C kapsida
NS1 jako hexamer asociovan s membranami, indukuje protektivni imunitu
NS2A ? asociovan s membranami
:24 NS2B v komplexu s NS3 serinova protedza
2 [NS3 helikaza v komplexu s NS5, s NSB2B serinova protedza
= ? orientace polyproteinu (tim pomoc protedzam a polymerazovému
é NS4A komplexu)
z ? orientace polyproteinu (tim pomoc protedzam a polymerazovému
NS4B komplexu)
NS5 RNA dependentni RNA polymeraza
5'UTR 3'UTR
&— C|pM E NS1 NS2A 1;1; NS3 NS4A | NS4B NS5 [—
Strukturni Nestrukturni proteiny

Obr. 1.1 Schéma genomu ¢eledi Flaviviridae, upraveno dle Leyssen (2000).

chiipkovym - horecka, vyCerpanost, bolesti hlavy, svali a kloubti, vSe trvajici asi 1-5 dni. Pak
ptichazi celkové zlepSeni. Poté nastdva sekundéarni virémie, virus je detekovatelny v krvi a
pfekonava prozatim nezndmym zplsobem hematoencefalickou bariéru. V druhé fazi
piiznaky - silné bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni, svétloplachost, parézy a obrny nervi.
Neurologicky pribéh KE mé nékolik forem: hore¢natou, meningealni, meningoencefalitickou,
poliomyelitickou, polyradikuloneurickou a chronickou (Gritsun a spol., 2003). Je znamo, ze
vysoké procento piipadil infekce (70-98%) probihd bezpiiznakove ¢i v tak mirné formé, ze
neni diagnostikovano (Dumpis a spol., 1999). Prozatim na onemocnéni KE neexistuje zadny

ucinny 1€k, nemocny je lécen symptomaticky, jsou mu poddvany dopliky stravy a musi



zachovavat ptisny klid na lazku. Prevence je prozatim klicem k uspéchu v boji s touto nemoci
nebot’ inaktivovana vakcina je spolehlivy nastroj jak zabréanit propuknuti choroby (Barret a
spol., 1999). Pomoci komplexniho ockovani obyvatelstva se kuptikladu podafilo vyrazné
snizit Cetnost piipadi KE v sousednim Rakousku (Siiss, 2003).

V historii byly zaznamenany i pfipady perordlni infekce a to pozitim nepasterovaného
mléka ¢i mlécnych vyrobkli (pfevazné kozich a ovcich). Bylo to naptiklad roku 1951
v Rozilavé kdy propukla klistovd encefalitida sponékud mirn¢jSim prib&hem,
tzv. biphasic milk fever, u 600 lidi (Blaskovi¢, 1954, Gresikova a Kaluzova, 1997). Ptipad
z aktudlnéjsi doby se odehral v roce 1999 na Vsetinsku, kdy se 22 lidi nakazilo konzumaci
ov¢iho syra (Danes, 2000).

VKE je ptizplisoben pro vstup a pieziti jak v bunkach bezobratlého klistéte tak také
v bunikach obratlovetl. Pokusy Senigla a spol. (2006) dokazuji, Ze zpiisob maturace a ¢asovy
prabéh infekce se vyrazné odliSuji, odehravaji-li se v buitkach savéich a bunkach klistécich.
V ptipadé¢ savéich bunék dochdzi v prubéhu infekce ke zbytnéni a roztazeni
endoplazmatického retikula, z né¢hoz se v prubéhu zrani virové partikule dostavaji do Golgiho
aparatu a opousti bunku nejspiSe sekretorickou cestou. Jde o typ trans maturace, ktera je u
flavivirG nejcastéjsi a byla mimo jiné popsana u virt Japonské encefalitidy, viru Kunjin a
Dengue viru typu 2 - novoguinejského kmene C (Hase a spol., 1987a, Ng, 1987, Sriurairatna a
spol., 1973). Infikované buniky kompletné lyzuji po nékolika desitkach hodin infekce. Avsak
jsou-li infikovany buniky klistéci linie, infekce je perzistentni a buiiky nelyzuji. Prvni viriony
se formuji po delSim casovém intervalu (za 24 hodin v porovnani s 15 hodinami v
obratlov¢ich) v cytoplazmé a lumen vakuol a odtud také vede cesta uvoliiovani z buiiky - puci
pies plazmatickou membranu nebo membranu vakuol. Takto probiha cis maturace stejné jako
u viru Dengue-2 a viru zdpadniho Nilu (Hase a spol., 1987b, Ng a spol., 2001).

RNA viry se vSeobecné vyznacuji vysokou mutacni frekvenci (Domingo, 1996), ale
dosavadni udaje naznacuji, ze VKE je v pfirod¢ pozoruhodné stabilni - selek¢éni tlak
v prub¢hu evoluce vedl spiSe k zakonzervovani E proteinové sekvence (Heinz a Kunz, 1981,
1982). Ecker a spol. (1999) na zéklad¢ srovndvacich analyz sekvenci 16 riznych izolati VKE
navrhli rozdéleni rodu do tii subtypt. Tento navrh byl nésledujici rok uznan a TBEV se tak
Cleni na subtyp Evropsky, jehoz hlavnim pfenasecem je klisté obecné (Ixodes ricinus), subtyp
Sibifsky a Dalny vychod, oba ptfenasené prevazné klistétem tajgovym (Ixodes persulcatus)
(Ecker a spol, 1999, Heinz a spol., 2000). S jednotlivymi subtypy je spojen odliSny pribch
onemocnéni KE. Nejzavaznéjsi je v piipad¢ infekci zplsobenych kmeny nalezicimi do

subtypu Dalny vychod, kdy propukaji t¢zké meningoencefalitidy ¢i polyencefalitidy koncici



fatalné v 20-60% piipada (Gritsun a spol., 2003). U Sibifského subtypu akutni faze probiha
mirnéji, spiSe jako neparalytickd horecnatd forma. Infekce zplisobené zastupci sibifského
subtypu ma za nasledek smrt pacienta v 6-8% piipadi (Gritsun a spol., 2003). Prab¢h infekce
Evropskym subtypem je obvykle dvoutdzovy (2. faize mlze chybét), mirny, velmi Casto bez
nasledkti. Onemocnéni kon¢i smrti pouze v 0,5-2% (Dumpis a spol., 1999) ¢i 1-5% ptipada
(Gresikova a Kaluzova, 1997). Vyskyt jenotlivych subtypli neni striktné ohrani¢en a byly
zaznamenany piipady soucasného vyskytu dvou a dokonce i tii subtypli soucasné na jednom
uzemi. Kocirkulace vSech tfi subtypli byla zaznamendna v Balstkych statech (Golovjova a
spol., 2004, Lundkvist a spol., 2001), Evropsky a Sibifsky subtyp se soucasné¢ vyskytuji
v sousednich zemich, jako je Finsko (Jddskeldinen a spol., 2006). Vzhledem k rozli¢nému
pribéhu onemocnéni jednotlivymi subtypy je dilezité znat plvodce prave v konkrétnim
daném piipad¢ a byt schopni predikovat pribéh onemocnéni. Proto byla vyvinuta metoda
multiplex RT-PCR diky niZ je mozné rychle a snadno odlisit jednotlivé subtypy a i ptipadné
koinfekce jak v pacientskych vzorcich, tak i v klistatech (Rtuzek a spol., 2007).

V ptirod¢ cirkulujici kmeny VKE se vyznacuji riznou mirou virulence (Nawrocka E.,
1975). V jiznich Cechach byly na pocatku 90. let izolovany &tyfi termosenzitivni (ts) kmeny
VKE (ts263, ts274, ts280, ts282). Po extraneurdlni inokulaci nejsou virulentni, jsou-li vsak
inokuovany do mozku, ptsobi smrtelnou infekci. Vyznacuji se také odliSnou morfologii
plakt. Plaky které tvofi jsou v porovnani s béznymi kmeny drobné, s difusnim okrajem

(Kopecky a spol., 1991).

Klisté obecné (Ixodes ricinus)

Klist¢ obecné Ixodes ricinus se fadi do kmene c¢lenovei Arthropoda, podkmene
klepitkatci Chelicerata, tfida pavoukovci Arachnida, fad roztoci Acarina nadceledi Ixodoidea
Celedi Ixodidae (klistatoviti). Tento ektoparaziticky rozto¢ je hlavnim pienaseCem
evropského subtypu VKE, ¢imz se stava dalezitym objektem védecké pozornosti. Obrazek 1.2
ilustuje kolob¢h viru klistové encefalitidy v ptirod€. Vedlejsi, zanedbatelnou roli pii cirkulaci
tohoto viru hraji i jini zastupci Celedi Ixodidae, napt. Ixodes trianfuliceps, I. hexagonus,

I. arboricola, Haemohpysalis inermis (Gresikova a Kaluzova, 1997) Dermacentor
reticulatus, D. marginatus (Labuda a spol., 1993a). Incidence onemocnéni u lidi ma
v prib¢hu roku dvé hlavni maxima, kterd uzce souvisi s aktivitami sani jednotlivych stadii
v ptirod¢ (Korenberg, 2000). Tato maxima spadaji na kvéten-Cerven a zafi-fijen (Gritsun a

spol., 2003).



Vyskyt klistéte obecného v ptirode je typicky svou ohniskovosti, klistata 1ze nalézt
pievazné v podrostu lesa, v mikroklimatech s dostatecnou vlhkosti. Vyskytuji se nejcastéji do
vysky 600 m n.m. Za poslednich n¢kolik desetileti se ovSem vyskyt klist'at rozsifil — a to az

do nadmoiskych vysek — 1100-1200 m n.m. (Daniel a spol., 2004)

Domestikovana
zvifata —
5 Kli3té obecné —» | Volne¢ %ijﬁci
midkem g kopytnici a

Selmy

Clovék ‘é' \
Mali hlodavci

Obr. 1.2 Cirkulace evropského subtypu VKE v ptirodé. Upraveno dle Gresikové a Kaluzové
(1997).

V zivotnim cyklu tohoto ¢lenovce se vyskytuje nékolik stadii — larva, nymfa, dospélec a
vajicko. Kazdé stadium saje neptetrzité¢ po dobu nékolika dni na jiném hostiteli, jedna se tedy
o trojhostitelsky druh. Pfeména jednoho stadia v jiné trva zhruba rok a cely zivotni cyklus se
odehraje vrozmezi 2-6 let (Siiss, 2003). Z vajicek se linou nepatrné Sestinohé larvy
(0,6—1mm), které saji na drobnych hlodavcich, ptécich a jeétérkéch. Po nasati a ekdysi
jejich hostiteld je obdobny jako u larvalniho stadia, avSak byvaji vétsi velikost; po nasati
nymfa metamorfuje v dospélce. Dospéli samci a samice klistéte obecného jsou pohlavné
dimorficti. Samci (2,5mm) stmavym az cCernym lesklym Stitkem vyhledavaji samici na
hostiteli a kopuluji s ni tésné pted pfisatim. Samice maji Stitek zabarven do Cervena a jako
svou ,kofist“ vyhledavaji velké savce. Nenasaté jsou velké 3,5-4,5 mm, po nasati se
mnohonasobné zvétsi az na 1 cm (Rosicky a spol., 1979). N¢kolik tydnt potravu travi a pak
kladou sntsku 1000-5000 vajicek. Po vykladeni hynou.

Jedinci c¢ihaji na vegetaci a pomoci citlivych Halerovych organli snimaji potencidlni

kofist. RoztoCi se hbité uchyti v srsti ptipadné na odévu prochazejiciho hostitele a poté co si



najdou nerusené¢ misto na tele, se zacnou provrtavat kiizi pomoci hypostomu. Pro pevné
zafixovani v ran¢ jim slouzi cement (Bishop a spol., 2002). Na ¢lovéku mohou sat vSechna tii
stddia, larvy a nymfy byvaji diky své velikosti snadno ptehlédnuty. Na téle vyhledavaji ty
casti, kde je kiize tenci, kde je vlhko a kde nebudou pii sani pfili§ ruSeny. U déti nejCastéji
v oblasti hlavy. Z hlediska lidského zdravi jsou vyznamné i jiné patogeny, které tento rozto¢
pienasi. Velmi zavaznym je bakterie Borrelia burgdorferi s.1., puvodce lymeské boreliozy.
Proti této nemoci neexistuje ockovani a problematickd byva tim, ze pfiznaky manifestujici se
u nakazenych jsou velmi variabilni, ¢asto individuélni, tudiZ se nemoc obtizn¢ diagnostikuje.
Kromé Evropy a Asie je nejvice suzovana lymeskou boreliozou Severni Amerika. K dal§im

bakteriim pienosnym na ¢lovéka patiéi napi. Francisella tularensis, zpusobujici tularémii,

Coxiella burnetti, ptiivodce Q-horecky, Rickettsia slovaca zpisobujici tzv. TIBOLU (tick-

borne lymphadenopathy), Babesia deivergens prvok vyvolavajici lidskou babesiozu,
Ehrlichia microti a Anaplasma phagocytophila, piivodce granulocytické ehrlichiézy (Siiss,
2003).

Udinky kli§técich slin

Klistéci sliny maji pro klist¢ zasadni tlohu v zprostfedkovani sani, pii némz jsou sliny
vylu¢ovany do rany a maji zajistit spravny pritbéh ziskavani potravy. Je v nich obsaZena fada
farmakologicky aktivnich molekul, které maji Sirokou Skalu plsobnosti; potlacuji naptiklad
koagulaci, narusuji hostitelskou homeostazu. Dalsi jejich hlavni funkci je odvratit imunitni
utok hostitele; proto moduluji ¢i inaktivuji nékteré slozky jeho obrany v misté sani a to jak
z nespecifické (vrozené) slozky imunity, tak i ze specifické (ziskané) (Merji a spol., 2002).
Bez téchto imunomodulac¢nich uc€inkt slin by dokonceni séni na hostiteli bylo problematické.
Hostitelskd imunitni odpovéd miize zpisobit redukci hmotnosti sajiciho klistéte, prodlouzeni
smrt kliStéte (Wikel, 1999). Sliny proto plsobi protisrazlivé (ixolaris, americanin, ixin,
ornithodorin) a inhibuji shlukovéani krevnich desti¢ek (prostaglandiny, apyraza, savignygrin,
variabilin, disagregin, moutabin) (Kovar, 2004, Brossard a Wikel, 2004). Zpisobuji
roztahovani cév (prostaglandiny), vazi histamin - klicovy mediator zanétu (histamine binding
proteins - HBPs), jsou schopny inhibovat aktivaci komplementu jak klasickou, tak i
alternativni cestou (Ribeiro, 1987, Lawrie a spol., 2005, Nunn a spol, 2005). Cast proteini
z hostitelovy plazmy je schopna proniknout pfes stfevni sténu sajiciho kliStéte, vcetné

specifickych protilatek; ze strany kliStéte nasleduje obrana, kterou je produkce proteinti



vazicich imunoglobuliny (immunoglobulin G binding proteins - IGBPs) (Wang a Nuttall,
1999).

Klistéci sliny v misté¢ sani ovliviuji také hostitelskou signalizaci pomoci cytokind,
chemickych modulatori zanétu a imunity. Ovliviiuji nejen aktivitu cytokind, ale také jejich
expresi bunkami (Nuttall a Labuda, 2004). Klistéci sliny jsou schopny suprimovat produkci
IFN v mysimi splenocyty (Kopecky a spol., 1999) ¢i snizit protivirovy ucinek IFN o/p
(Hajnicka a spol., 2000). Byly popsany schopnosti proteint ve slinach cytokiny véazat. Vazi
kuptikladu IL-2, ¢imZ suprimuji proliferaci T-bunék (Gillespie a spol., 2001), IL-8, coz
zpisobuje inhibici chemotaxe neutrofiltt (Hajnickd, 2001) ¢i TNF a, coz ji klicova molekula
pro spusténi zanéctlivé reakce (Konik a spol., 2006). Sani klistat zplsobuje polarizaci
imunitnich mechanismii smérem k Th2 odpovédi (Kovar a spol, 2002, Kopecky a spol.,
1999). Klistéci sliny ovliviiuji také NK bunky (natural killer), jejichz hlavni tlohou je zabijeni
virem infikovanych, pfipadné nadorovych bunck (Kubes a spol., 1994, Kopecky a Kuthejlova,
1998), makrofagy (Ramachandra a Wikel , 1992) ¢i B bunky (Hannier a spol., 2003)

Toto je jen struény vycet nékolika piikladii, avSak klistéci sliny jsou zasobarnou
nepieberného mnozstvi proteintl, z nichz drtivd vétSina je pro nds velkou neznamou, ¢imz se
oteviréd Siroké pole pro moznosti dalSich vyzkumt. Slozeni proteinti vylu¢ovanych do slin se
odlisuje jak druh od druhu, je také vnitrodruhové hetrogenni, lisi se dokonce u jednotlivych
vyvojovych stadii (Wang a spol., 1999) a navic je slozeni odlisné i v casovém priabchu
jednotlivého sani (Sanders a spol., 1996).

Utinky slin vyuziva ke svému prospéchu fada patogendl. Neni to tak, Ze by kli§té n&jak
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,umyslné* pomahalo patogentim, které ptenasi. Jde spiSe o dlouhodobou spole¢nou evoluci,
béhem niz se pro patogeny ukazalo byt vyhodné vyuzit lokalni imunosuprese v misté sani pro
efektivnéjsi ndkazu hostitele.

Jev, kdy sliny ptfenaSeCe zplsobi zvySeni pienosu patogena, se nazyva slinami
aktivovany ptenos (saliva activated transmission) — SAT efekt. Termin SAT efekt byl poprvé
pouzit roku 1991 (Nuttall a Jones) pro popsani efektu SGE (extraktu ze slinych Zlaz, angl.
salivary gland extract) na ptenos viru Thogoto. Byl-li SGE pfipravené ze slinnych zlaz klist'at
(Rhipicephalus appendiculatus, Amblyoma variegatum), injikovano spolecné s virem,
nakazilo se desetkrat vice sajicich nymf, nez byl-li injikovan pouze virus. SAT efekt byl
nasledné zjisttn u ftady dalSich patogend, kupiikladu Borrelia afzelii, Borrelia
burgdorferi s.s., Franciscella tularensis, Leishmania spp. a viru vesikularni stomatitidy
(Nuttall a Labuda, 2004). SAT efekt byl popsan také u viru klistové encefalitidy (Alekseev a

Chunikhin, 1990, Labuda a spol., 1993a). Je velmi pravdépodobné, ze SAT faktor se li§i pro



rizné patogeny a druhy pfenaSecti a mozna i pro hostitelské druhy (Nuttall a Labuda, 2004).
Miize se jednat o jedinou molekulu ¢i o jejich soubor. Jedinym doposud odhalenym SAT
faktorem je protein Salp15 z klistéte Ixodes scapularis. Ramamoorthi a spol.(2005) zjistili, ze
spirochéta Borrelia burgdorferi zvysuje expresi proteinu Salp15 v klistécich slinnych zlazach
a specificky si tento protein vaze na svij povrch. Tato zalezitost borélii velmi usnadiuje
infekci hostitele. Setkal-li se hostitel s borelielmi jiz diive, chrani Salp 15 spirochety pied
ucinky specifickych protilatek a komplementu, u naivniho hostitele se uplatiiuje jeho
imunosuprimujici efekt.

Imunoucinky slin také souvisi s takzvanym neviremickym pfenosem (non-viraemic
transmission). Dfive panovala pfedstava, Ze ptrenaSeC se muze pii sani nakazit jen v pfipadé,
probiha-li pravé v hostitelové téle virémie resp. bakterémie. Od roku 1987 (Jones a spol.,
1987), kdy byl neviremicky pfenos poprvé popsan u viru Thogoto, se tento ndzor zménil. Zda
se, ze vétSina Clenovc€ich pfenaSecti se nakazi, saji-li na hostiteli spolecné s infikovanym
prenase¢em. Neviremicky pienos byl popsan také napt. u viru klistové encefalitidy (Alekseev
a Chunikhin, 1990, Labuda a spol., 1993b,c), viru Bhanja, virus Krymsko-Konzské
hemoragické horecky, viru vrtivky (Louping-ill), viru zapadniho Nilu, u bakteric Borrellia
burgdorferi s.I. (Nuttall a Labuda, 2004). K ptenosu pii sousani dochazi i jde-li o imunniho
hostitele (Labuda a spol., 1997).

V neposledni fadé je mozné ucinky klistécich slin pozorovat v in vitro studiich. Prvnim
publikovanym ptipadem takové efektu u virt byla zvySena virova replikace viru vesikularni
stomatitidy (komdary pienaSeny arbovirus) po ostfeni bun€k klistécim SGE (Hajnicka a spol.,

1998).

Interferon (IFN)

Nej¢asngjsi imunitni odpovéd’ hostitele na virovou infekci je nespecificka a zahrnuje,
krom¢ jinych cytokinti, indukci produkce interferonti (Lobigs a spol., 2003). Jde o
multifunkéni sekretované proteiny, které na zakladé rozdilné antigenni struktury, bunék které
je produkuji a aktivit délime na interferony prvniho typu (I) a interferony typu druhého (II).
Oba typy interferonti nemaji zadnou strukturni homologii, avSak jsou si funkéné podobné.
V buiikach navozuji tzv. protivirovy stav, kdy po navazani na typové specifické receptory
spousti kaskadu signaliza¢nich drah (Jak/STAT), které néasledné usti v transkripci cilovych
genl. Oba typy IFN ovliviiuji ¢i blokuji virovou replikaci, zpomaluji rast cilovych bunek a
¢ini je vice nachylné kapoptéze a také svymi imunomodula¢nimi U¢inky stimuluji

specifickou imunitni odpovéd (Goodbourn a spol., 2000). Typy gentu, které mohou byt



v reakci na interferon obou typa spustény (indukovany) se do znacné miry piekryvaji (Stark a
spol., 1998).

Interferony prvniho typu zahrnuji dva sérologicky odlisné typy proteinti, kazdy typ
kédovany samostatnymi geny. Prvni je IFNoa kodovany 18-ti geny a syntetizovany
mononukledrnimi fagocyty. Druhou skupinu tvoii IFN B, pro ktery existuje jen jeden gen a je
syntetizovan prevazné fibroblasty. Obé uvedené skupiny IFN typu I se ovSem vaZzi na
spolecny receptor (sloZzeny ze dvou fetézcl) a ve vysledku vyvolavaji transkripci stejné
skupiny gent (Goodbourn a spol., 2000). Jejich efekt na builkky se projevuje v nékolika
oblastech. Nejzasadnéjsi je vSeobecna inhibice replikace jak RNA tak DNA virti (enzym 2-5
oligoadenylat syntdza). Produkce interferonti infikovanou buiikou chrani okolni, neinfikované
buniky, proti infekci. DalSimi u€inky jsou inhibice proliferace buiiek, stimulace aktivity NK
bun¢k a zvysenuji expresi MHC I molekul (MHC= major histocompatibility complex),
zatimco expresi MHC II inhibuji. (Buc, 2001).

Interferon vy patii k interferoniim typu II. Hlavnimi producenty jsou T lymfocyty a NK
buniky (angl. natural killer) poté co rozpoznaji infikovanou buiiku (Lobigs a spol., 2003).
Receptor se sklada ze dvou fetézct a (o a ) a lisi se od receptoru pro interferony typu I (Buc,
2001). Aktivuje odlisnou signaliza¢ni drahu a transkripci odlisSnych gent. IFN y ovliviiuje
predevsim funkci makrofagli, NK bunck a T lymfocytl, zvySuje expresi jak molekul MHC I,
tak 1 MHC 1I a aktivuje endotelové bunky cév pro snazsi adhezi lymfocytt k cévni sténé (Buc,

2001).

1.2. VIRUS MYSi ENCEFALOMYOKARDITIDY (EMCYV)
Na tomto misté¢ bych chtéla pojednat o viru mysi encefalomyokarditidy (EMCV).

V pribéhu experimendlnich praci jsem tento virus pouzivala jako experimenalni model. A

ackoliv se nejedna o arbovirus, rozhodla jsem se vénovat nékolik fadek také tomuto viru.

EMCYV je tazen do rodu Cardiovirus ¢eledi Picornaviridae (Fauquet a spol., 2005).
V piirod¢ jsou hostiteli viru pfevazné¢ hlodavci, u kterych infekce probihd perzistentné,
vétsSinou bez propuknuti choroby (Koenen a kol, 1994). Virus byl izolovan ze Sirokého okruhu
hostiteli od bezobratlych (komari, klistata), pres sudokopytniky, lichokopytniky, vacnatce,
primaty aZz po ¢lovéka (Laurie, 1991). U lidi probihd ndkaza bud’ bezptiznakové€, kupiikladu
byly zjistény protilatky u lidi oSetfujicich nakaZenou zver (Wells a Gutter, 1989), anebo

propukne klinicky manifestativni ndkaza. Ta mize mit dvoji mozny prubéh - jako mirné
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hore¢naté onemocnéni se ztuhlosti krku, otupélosti, blouznénim, bolestmi hlavy a zvracenim
(Murnane, 1981) ¢i jako zavazna encefalomyokarditida (Gajdusek, 1955). Nejvetsi vyznam
ma ovSem jako patogen domestikovanych prasat, kterd jsou k viru nejcitlivéjsi (Billinis a
spol., 1999), a zvifat chovanych v zoologickych zahraddch (Reddacliff et al., 1997). U
domestikovanych prasat zpisobuje akutni myokarditidy, reprodukéni selhani (Christianson,
1990 a 1992, Joo et al., 1988), po transplacentdrnim pienosu zpusobuje potraty, rozeni
mrtvych selat (Joo, 1999) ¢i jejich nédhla amrti (Gainer, 1967).

Zastupci Celedi Picornaviridae patii k jedném z nejmensich ve svété viri. Neobalena
ikosahedralni kapsida EMCV o priméru 30 nm obsahuje genetickou informaci ve formé
jednovldknové molekuly RNA pozitivni polarity o délce 7,8 kb. Na jejim 5'konci je
kovalentné navdzan protein VPg, ktery slouzi jednak jako primer pro RNA polymerdzu pfti
iniciaci syntézy RNA a za druhé napomahd procesu enkapsidace. Na 3’konci je RNA
polyadenylovana. Virové proteiny jsou kédovany jedinym cEtecim rdmcem (open reading
frame, ORF) a vznikajici polyprotein je Stépen protedzami na 11 funkénich produktt

(Pastorek, 1998).
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2. Cile prace

e Studium replikaéni kinetiky viru klistové encefalitidy v riznych bun&énych liniich.

e Studium vlivu extraktu ze slinnych zlaz a slin klistéte 1xodes ricinus na replikaci viru

ve vybranych bunécnych liniich.

e Stimulace produkce IFN v mysi fibroblastové linii (L929) a jeji ovlivieni klistécimi

slinami.

e Interpretace zjisténych poznatkili s dirazem na ulohu klistécich slin pii ekologii viru

KE a patogenezi onemocnéni klistovou encefalitidou.
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3. Material a metody

3.1. Viry

Cesky prototypovy kmen viru klistové encefalitidy Hypr [piistupové ¢islo databaze
GenBank: X75286] byl izolovan z krve ditéte s klistovou encefalitidou v Brné roku 1953
(Pospisil a spol, 1954) a byl uchovavan ve formé 20% mozkové suspenze. Virus byl

mnohonasobné pasazovan v mozcich sajicich mysek, pticemz ptesny pocet pasazi neni znam.

Termosenzitivni mutanta viru kliStové encefalitidy ts263 [GenBank: U27491] byla
ziskana izolaci z klistéte Ixodes ricinus roku 1989 (Kopecky a spol., 1991). Pokusy byly

provadény s virem po tieti mozkové pasazi, uchovavané ve formé 20% mozkové suspenze.

Kmen VKE 166 [GenBank: EF113079] byl izolovan z 30 samic klistéte Ixodes
hexagonus pfisatych na jezkovi (Erinaceus europaeus) odchyceném na okraji Ceskych
Budé¢jovic roku 1986 (Ktivanec a spol., 1988). Virus byl uchovavan ve formé 20% mozkové
suspenze a prosel jednou pasazi.

Virus mys$i encefalomyokarditidy EMCYV byl pasdzovan na buiikdich VERO E6 (opici
ledvina).

Vsechny pouzité viry byly uchovavany pti -70 °C.

3.2. Bunécné linie

Bunécna linie PS (angl. porcine kidney stable; praseci ledvina) (Inoue a spol., 1962)
byly kultivovany v médiu L15 (Leibowitz) (Sigma) s ptidavkem 3% prekolostralniho teleciho
séra (PTS), 1% antibiotik a antimykotik (ATB) (Sigma; penicilin, streptomycin, amphotericin

B) a 1% glutaminu pii 37°C. Pasaz byla provadéna suchou trypsinizaci.

L1929 (mysi fibroblasty) je bunécna linie odvozena z ptivodniho kmene L po oSetfeni
3-methylcholanthrenem a nésledném klonovani. Pivodni kmen L byl ziskan Earlem (1943)
z pojivové a podkozni tkan€ 100 dni staré¢ho samce mySi C3H. Bunky byly péstovany v médiu
MEM (Sigma) s 5% PTS, 1% ATB, 1% glutaminem. Kultivace a pasazovani shodné s
ptedchozi bunéénou linii.

Bunécna linie neadherujicich peritonealnich makrofagh PMJ2-R byla ziskana pomoci
retroviru J2 zmySi C57BL/6J (Adami a spol., 1993). Ke kultivaci bylo pouZito médium
D-MEM (Sigma) s ptidavkem 5% fetdlniho bovinniho séra (BOFES), 1% ATB a

1% glutaminu.
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3.3. Plakova titrace

Titry vir vyjadiené v plakotvornych jednotkach (PFU, angl. Plaque forming units) byly
stanovovany metodou plakové tirace (de Madrid and Porterfield, 1969). Testované vzorky
byly nafedény desitkové v 24 jamkovém panelu (TPP, Svycarsko) v kultivaénim médiu. Poté
bylo do kazdé jamky pfidano 300 pl bun&né suspenze v mnozstvi 1,2-1,5 x 10° bun&k na
jamku (koncentrace 4-5 x 10° bunék/ml) (viz Tab. 3.1) a obsah panelu byl f4dn& promichén.
Bunky byly inkubovény pii 37 °C v atmosféie 0,5 % CO,. Po 4-6 hodinach v zavislosti na
viru, ktery byl titrovan, byly bunky ptevrstveny 400 ul prelivu, coz je roztok CMC (1,5%
karboxymethylcelul6za) a 2x koncentrované kultivatni médium v poméru 1:1. VSe bylo
inkubovano po dobu 3-6 dni (viz Tab. 3.1) za teploty 37 °C v prostiedi 0,5% CO,. Vzniklé
plaky byly vizualizovany barvenim, kdy byly panely nejprve promyty ve fyziologickém
roztoku a zivé buiky byly obarveny roztoken naftalenové cerné (1 g naftalenové cerne, 60 ml
ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodné¢ho, doplnéno do 1 1 H,O).

Postup se mirné lisil u jednotlivych viri.

Tab. 3.1 Rozdily v plakové titraci u viru KE a EMCV

Virus mysi
Virus klist’ové encefalitidy encefalomyokarditidy
Bunééna linie PS L929
Médium L15 MEM
MnoZzstvi
bunéené 1,2 x 10° bun&k/jamku 1,5 x 10° bungk/jamku
suspenze
Pieliv piidan ., .,
po 4 hodinach 6 hodinach
Barveno za 5-6 dni 3-4 dni

3.4. Pfiprava extraktu ze slinnych Zlaz

Extrakt ze slinnych zlaz (SGE) byl ziskavan ze samic klistete Ixodes ricinus, které byly
ponechdny sat na morceti po dobu 5-6 dni. Nasatym klistatim byly vypreparovany slinné
zlazy, které byly nasledné¢ 3x promyty vroztoku PBS (angl. phosphate buffered saline,
fosfaty pufrovany fyziologicky roztok). Slinné Zzlazy byly homogenizovany sonikaci,
homogenat byl centrifugovan (10 min, 10000 G, 4 °C). Koncentrace proteinii byla uréena

pomoci soupravy BioRad (Bradford, 1976). SGE byl uchovavan pfi teplote -70°C.
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3.5. Odbér klistécich slin

Klistéci sliny byly ziskdvany modifikovanou metodou podle Valenzuela a spol. (2000).
Klistata Ixodes ricinus byla ponechana sat na morceti po dobu 5-6ti dni. Po sejmuti
z pokusného zvifete byla pfilepena oboustrannou lepici paskou k podloznimu skli¢ku, na
hypostom a jednu z palp jim byla nasazena a zafixovana sklenéna kapilara. Na télo jim byly
kapnuty 2 pl 5% roztoku pilokarpinu (pilocarpine hydrochloride, Sigma) v 95% ethanolu.
Klist'ata byla umisténa do vlhké komurky v niz byla nasledn€ inkubovana po dobu 2-4 hodin
pii 37°C a 3,5% CO,, kdy dochazelo k vylucovani slin do kapilar. Jednotliva klist'ata se velmi
lisila v mnozstvi vyprodukovanych slin, rozsah byl zhruba mezi 0,5-15 pl. Ziskané sliny byly
pieneseny do 10 ul PBS a uchovavany pii teplot€¢ -70°C. Obsah proteini ve slinach se
pohyboval v rozmezi 200-300 pg proteinl/ml a byl stanovovdn pomoci soupravy BioRad
(Bradford, 1976).

Klistata pouzivana pro pfipravu extraktu ze slinnych zlaz ¢i odbér slin pochdzela
z chovu Parazitologického tistavu AVCR nebo z volné piirody (odchyt metodou vlajkovani)
z mist nachéazejicich se mimo ohniska vyskytu spirochét Lymské borelidzy a viru klistové
encefalitidy. V kazdém pokusu byla provedeno zjisténi, zda neni VKE pfitomen v pouzitych

slinach a nebo slinnych extraktech.

3.6. Dynamika replikace viru in vitro

Virus klist'ové encefalitidy:

Byla zjistovana dynamika replikace VKE v jednotlivych bunécnych liniich jak
neadherujicich PMJ2-R (A), tak i adherujicich L929 a PS (B).

Nejprve byla pfipravena suspenze bunék (viz Tab. 3.2.) a napipetovana do 96-ti
jamkového panelu (TPP, Svycarsko) po 200 ul na jamku. Ve vSech nasledujicich pokusech
byly pouzity bunécné suspenze o stejné koncentraci u prislusnych bunécénych linii. Buiky
byly kultivovany pii 37°C v atmosféie 0,5% CO,. Nasledujici den byly bunky infikovany
virem klistové encefalitidy, kmenem Hypr. Infekéni davky jsou uvedeny v tabulce ¢.3.2.
Zpisob infekce se 1isil u adherujicich a neadherujicich bunck

A) V pfipad¢ bunécné linie PMJ2-R bylo malé mnozstvi virové suspenze (10-20 pnl)
ptidéno do kultivacniho média.

B) Jednalo-li se o adherujici buiiky, kultivaéni médium bylo opatrné odsato a v zapéti
byla provedena infekce (50 pl virové suspenze). Virus byl ponechan adsorbovat po dobu

jedné hodiny, poté bylo k buitkadm ptidano 200 pul média.
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Tab. 3.2 Koncentrace bunécné suspenze a multiplicita infekce u jednotlivych

bunécnych linii.

PMJ2-R | L929 PS
mnoZstvi bunééné suspenze [bunck/jamku] 5x10° 6 x10°* 6 x10°*
infekéni davka [PFU/buiiku] 4x10° | 3,3x10" | 3,3x10"

Vzorky byly odebirany v Casovych intervalech 24, 48, 72 hodin po infekei (p.i.), pro kazdou
skupinu v triplikaci.

A) U neadherujici bunécné linie (PMJ2-R) byl odebran cely obsah jamky, véetn¢ bunék.
Tyto vzorky byly poté 3x zamrazeny a rozmrazeny, aby doslo k rozruSeni bun¢k. Vzorky byly
poté centrifugovany (10min., 4500 G, 4°C) a byla odebran supernatant.

B) V piipadé adherujicich bunéénych linii (PS, L929) byl odebran supernatant.
Titr viru byl zjistovan metodou plakové titrace.

Virus mys$i encefalomyokarditidy:

Pro pokusy s virem mysi encefalomyokarditidy byla pouzivdna bunécna linie 1.929,
ktera je citliva k infekci timto virem a ten se v ni replikuje do vysokych titrti.

Byla piipravena bunécna suspenze bun¢k 1929 (viz Tab. 3.2). Buiiky byly inkubovany
pti 37°C s 0,5% CO; do nasledujiciho dne. Kultivacni médium bylo odsato a byla provedena
infekce suspenzi EMCV; multiplicita infekce 3,3 xlO'z; 3,3 x107 a 3,3 x10™* PFU/buiiku
(10000, 1000, 100 PFU/ml). Adsorpce viriont probihala po dobu 1 hodiny. Nasledn¢ bylo
médium odsato a nahrazeno 200 pl kultivaéniho média. Supernatant obsahujici virus byl

odebiran v Casovych intervalech 12, 24, 48 a 72 hodin p.1., pro kazdou skupinu v triplikaci.

3.7. Vliv SGE a slin kliStéte Ixodes ricinus na replikaci
studovanych vira

Pfipravena bunécna suspenze (viz. Tab.3.2.) byla rozpipertovana do 96 j. panelu. Buiiky
byly inkubovany pii 37°C s 0,5% CO, ptes noc. Nasledujiciho dne byly buiiky oSetfeny
roztokem slin ¢i SGE o vysledné koncentraci v rozmezi 5-40 pg/ml v zavislosti na
provadéném pokusu a inkubovany po dobu 2 hodin (37 °C, 0,5% CO»).

Kontrola SGE - Do jamek slouZicich jako kontrolnich bylo namisto roztoku SGE ptidano

pouze kultivaéni médium.
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Kontrola sliny - Do kontrolnich jamek byl pfidan 5S0mM roztok pilokarpinu (Ribeiro a spol.,
2004) (C;1HgN,O, - HCI, pilocarpinum hydrochloridum) v kultivaénim médiu v mnoZzstvi
shodném s mnoZstvim ptidavanych slin.

Nasledné byla provedena infekce pfidanim roztoku viru do jednotlivych jamek
(odlisnosti u adherujicich a neadherujicich bunéénych linii viz body A a B odstavce 3.6). Byly
vyzkouSeny dva alternativni postupy a to 1) po infekci ponechat virus adsorbovat 1 hodinu a
poté provést vyménu za Cerstvé kultivaéni médium; 2) po infekci infekéni médium ponechat
az do okamziku odbéru vzorku. Infekéni davky jsou shrnuty v tabulce ¢.3.3.

Vzorky (viz body A a B odstavce 3.6) byly odebirany v rozmezi 12-72 hodin po infekei,

pro kazdou skupinu minimalné v triplikaci.

Tab. 3.3 Infek¢ni davky virit VKE a EMCV v jednotlivych bunéénych liniich vyjadiené
v multiplicité infekce [PFU/buiiku].

Multiplicita infekce [PFU/buiiku] PS L929 PMJ2-R
" Hypr 6,7 x10” 6,7 x10” 1,25 x107
X

166 1,3 x107

EMCV 33x10°

3.8. ELISA na detekci mySiho IFN §

Mnozstvi vyprodukovaného IFN B buiikami L929 bylo méfeno pomoci Mouse
interferon beta ELISA kit, v.1.4 (RD Systems, USA), sendvicovou ELISA metodou. VSechny
procedury byly provadény dle piilozeného navodu. V kazdém pokusu byly pfitomny
negativni kontroly samotného fediciho roztoku a samotnych nestimulovanych bunék.

Byla pfipravena dvojkova fedici fada (od 1000 po 15,6 pg/ml) standardu mysiho IFN 3
v fedicim roztoku obsazeném v kitu. Ta byla spole¢né s testovanymi vzorky napipetovana do
jamek mikrotitrac¢ni desticky (jiz s navazanou protildtkou) v mnozstvi 100ul na jamku. Obsah
desticky byl nasledné inkubovan po dobu 60 minut pii laboratorni teploté. Panel byl poté
3% promyt promyvacim pufrem a vysuSen. Do jamek bylo pfidano 100ul roztoku protilatky
proti mySimu IFN B, s nimz byly jamky inkubovéany po dobu 60 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledovalo promyti (3x) promyvacim pufrem a vysuseni. Poté bylo do jamek piidano 100ul
sekunddrnich protilatek konjugovanych senzymem - kienovou peroxiddzou, vSe bylo
inkubovano za laboratorni teploty po dobu 60-ti minut. Panel byl opét 3x promyt. V dal§im

kroku bylo pfidano 100ul substratu, kterym byl roztok tetramethyl-benzidinu, latky, ktera po
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Stépeni peroxiddzou méni svou barvu. Panel byl pfemistén do temna a byl inkubovan po dobu
15 minut, poté bylo ptidano 100ul stopovaciho roztoku.

Vysledky byly odecitany pomoci spektrofotometru (Multiscan Med/340, Labsystems)
(450 nm). Vysledné mnozstvi interferonu bylo odecitdno z kalibra¢ni kiivky ziskané

vyhodnocenim fedici fady standardu IFN f.

3.9. Stimulace produkce IFN B v bunikach L929

Z predchozi prace (Pechova, 1996) vyplyva, ze v bunkach L929 neni interferonova
odpovéd’ typu I stimulovdna ani poly I:C, ani ds RNA a ani virem VKE Hypr. Proto jsme
vyzkouseli ,,pfirozenou virovou infekci®, ktera by méla tuto odpovéd’ stimulovat. Jednalo se o

viry KE pfirodni izolat 166 a termosenzitivni mutantu ts263 a také o EMCV.

K suspenzi bun¢k L.929 (inkubace ptes noc, 37 °C, 3,5% CO;) (mnoZzstvi viz. Tab. 3.2.) byl
pfidan induktor, infekéni davky jsou uvedeny v tabulce ¢.3.4. Virus byl v jamkach ponechan
az do doby odbéru vzorkll. V ¢asovych intervalech 8, 16 a 24 hodin byly odebirany vzorky
média (uchovavany pfti -70 °C), pro kazdou skupinu v duplikaci. Obsah IFN B byl stanovovan
metodou ELISA (viz. 3.8.).

Tab. 3.4 Multiplicita infekce pouzitych induktori.
ts263 166 EMCV

infekéni davka [PFU/butiku] 5 3x1073 6,6 x107

3.10. Vliv slin na produkci IFN B v buné¢éné linii L1929

Nejprve byla piipravena a do 96-ti jamkovych paneli napipetovana bunécna suspenze
(viz Tab. 3.2). Bunky byly inkubovéany pii 37°C s 3,5% CO, ptes noc. Nasledujiciho dne bylo
odebrano kultivac¢i médium a buiiky oSetfeny roztokem slin o vysledné koncentraci 20 pg/ml
(inkubace 37°C; 3,5% CO;). Za 2 hodiny byl pfidan induktor - virus ts263, multiplicita
infekce 33 PFU/buniku. Vzorky (pro kazdou skupinu v triplikaci) byly odebrany a zamrazeny
za 8 hodin po infekci. Obsah IFN B byl stanovovan metodou ELISA (viz. 3.8.).
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3.11. Vyhodnocovani vysledku

Statistickd vyznamnost vysledkii byla vyhodnocovdna programem Statistica,
verze 7. pomoci nezavislé analyzy podle skupin (Studentiiv T-test). Vysledky jejichz hladina
vyznamnosti p je mensi nez 5% byly povazovany za signifikantni a jsou v nasledujici kapitole

oznaceny hvézdickou.
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4. Vysledky

4.1. Dynamika replikace viru in vitro

Na tplném pocatku bylo zapotiebi ovéfit, zda se prototypovy kmen Hypr viru KE
mnozi v bunéénych liniich, které byly vybrany pro dal$i experimenty. Byla zjiStovana
dynamika replikace viru (Obr. 4.1) v riznych ¢asovych intervalech po infekci (p.i.). Ukazalo
se, ze bunky vsech zvolenych linii byly k infekci virem citlivé, pfi¢emz maximalni mnozstvi
bylo ve vSech studovanych bunéénych liniich detekovano shodné, 48 hodin p.i., u bunécné
linie PS jesté 1 za 72 hodin p.i. Replikace viru probihala nejintenzivnéji v bunééné linii PS a to
az k tém&f 10’ PFU/ml. U zbylych dvou skupin vrchol piedstavoval 10*-10° PFU/ml viru.
V casovém intervalu 72 hodin byl pozorovan v kulturach bun¢k 1.929 a PMJ2-R pokles titru
viru, zifejm¢ nasledkem odumfeni velkého mnozstvi infikovanych bunék. VétSina jich totiz

byla lyzovana jiz 48 hodin p.i.

—e PMJ2R —e—PS L 929 \

10000000 3

1000000 -

100000 +

10000 /\r

1000 -

PFU/mI

100 T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
Cas [hod]

Obr. 4.1 Replikacni kiivky viru Hypr v bunéénych liniich PMJ2-R, PS, L929. Multiplicita
infekce 4 x107, 3,3 x10™, 3,3 x10™* PFU/buiiku.

V pribéhu pokusti byl jako model pro ovéfeni spravnosti metodického piistupu
pouzivan EMCV. Virus se replikoval v bunééné linii L929 (Obr. 4.2) velmi intenzivng.
Maximalni titr byl zjiSt€n 72 hodin p.i. a nejveétsi ndrtist mnozstvi viru byl zjistén mezi prvnim

a druhym intervalem odbéru, tedy mezi 12 a 24 hodinami p.i.
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Obr. 4.2 Replikacni kiivky EMCV v bunééné linii L929. Multiplicita infekce 3,3 x107%,
3,3x107 a 3,3 x10” PFU/buitku

4.2. Vliv SGE a slin Ixodes ricinus na replikaci studovanych virt

Ovlivnéni replikace studovanych virt extraktem ze slinnych 71z

Pokusy zaméfené na studium vlivu SGE (respektive slin) klistéte Ixodes ricinus na
replikaci studovanych virtt byly provadény v fadé modifikaci. Byl zkouman vliv raznych
koncentraci proteini v pouzitém extraktu slin (1-40 ug/ml) (Obr. 4.3, Obr. 4.4), tyto
koncentrace se od sebe v ucinku prokazatelné neliSily. Pro dal§i pokusy byla vybrana
koncentrace proteinii 20 pg/ml, ktera byla ovéfena jiz v jinych experimentech, kde v této
koncentraci sliny/SGE dosahovaly maximalniho mozného uG¢inku (napt. nejvyssi inhibi¢ni
efekt na pfirozenou imunitu, aktivitu NK bunék - Kopecky a Kuthejlova, 1998; inhibice
TNF a aktivity - Konik a spol., 2006). Byly také vyzkouSeny dva alternativni postupy infekce
a to jednak po infekci ponechat virus adsorbovat 1 hodinu a poté roztok v jamce nahradit
cerstvym kultivaénim médiem (Obr. 4.5a), ¢i po infekci infekéni médium ponechat az do
okamziku odbéru vzorku (Obr. 4.5b). Vhodnéjsi se ukézal byt prvni z postupii a proto byl také
dale pouzivan (Pozn. z pokust, jejichz vysledky zde nejsou zobrazeny, vyplynulo, Ze
adsorbce viru, jakoz i jeho penetrace do bun¢k probih4 velmi rychle, za 1 hodinu p.i. bylo jiz
zna¢né mnozstvi viru lokalizovano intracelularné. Na zaklad¢ toho odpadla potieba inokulum
v jamkach ponechavat). Byla-li zaznamendna potenciace replikace nékterého z vira
pusobenim SGE, §lo o prvni ¢asovy interval 24 hodin (Obr. 4.6). Tento jev ovSem bud’ nebyl

statisticky prikazny ¢i se se tento efekt nepotvrdil pfi ndslednych opakovanich.
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SGE nem¢l prokazatelny tc¢inek ani na replikaci viru mysi encefalomyokarditidy v bunikach

1929 (Obr. 4.7).

‘ —=— 35 pg SGE+Hypr —=— 18 pg SGE+Hypr —=— 9 yg SGE+Hypr —o— Hypr
10000 -
E
3 1000 +
i
o
100
20 30 40 50 60 70 80
¢as [hod]

Obr. 4.3 Vliv riznych koncentraci SGE na replikaci viru Hypr v buitkdch PMJ2-R. Multiplicita
infekce 1,25 x10” PFU/buiiku. Koncentrace proteint roztoku SGE 35, 18 a 9 pg/ml.

—a— 24ug SGE+Hypr —s— 12ug SGE+Hypr 6ug SGE+Hypr —a— Hypr

1000000 I

100000 -

LOG PFU/mI

10000 ‘ ‘ ‘ T T
20 30 40 50 60 70 80
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Obr. 4.4 Vliv riznych koncentraci SGE na replikaci viru Hypr v buitkdch L929. Multiplicita
infekce 6,7 x10”° PFU/buiiku. Koncentrace proteinti roztoku SGE 24, 12 a 6 pg/ml.
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Obr 4.5 Vliv SGE na replikace viru Hypr v bunikach L929. vysledky na zéklad¢ provedeni dvou
experimentalnich pfistupt infekce; (a) roztok viru po 1 hod adsorpce nahrazen ¢erstvym médiem,

(b) virus ponechan v jamkach az do doby odbéru vzorki. Multiplicita infekce 6,7 x10” PFU/buiiku,

koncentrace SGE 20pg proteinti/ml.
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Obr. 4.6 Vliv SGE na replikaci viru Hypr v bunikach 1.929. Multiplicita infekce 6,7 x107
PFU/bunku, koncentrace SGE 20pg proteinti/ml.
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Obr. 4.7 Vliv SGE na replikaci EMCV v burikach 1.929. Multiplicita infekce 3,3 x10™ PFU/buiiku,
koncentrace SGE 20ug proteint/ml.

Ovlivnéni replikace studovanvych klistécimi slinami

Z dtvodu nizké reprodukovatelnosti pokust v extraktem ze slinnych zlaz klistéte 1xodes
ricinus byly v dalsi fazi experimenti pouzivany kliStéci sliny. Titr vird byl stanovovan
v ¢asovych intervalech 12-16 hodin, 24 a 48 hodin p.i.; v pozdé€jSim ¢asovém intervalu (72 h
p.i.) jiz jamky obsahovaly znacné mnozstvi bunéénych debris, proto nebyly vzorky odebrané
v tuto dobu jiz dale analyzovany.

Spravnost experimentalniho piistupu byla ovéfena pouzitim viru EMCV, jehoz
replikace byla signifikantné zvySena v buiikdch L1929 po oSetfeni slinami v casovych
intervalech 24 a 48 hodin (Obr. 4.8). Nejvyraznéjsi zvySeni replikace EMCV bylo
zaznamenano 24 hodin p.i., titr viru byl vyssi ve skupiné osetfené slinami o zhruba 1,5 log;o
PFU/ml.

V experimentech svirem klistové encefalitidy, kmenem Hypr, bylo dosazeno
podobnych vysledk ve srovnani s experimenty, kde byly bunky oSetfeny SGE. V zadné
bunééné linii nebyl pozorovan prikazny rozdil v titru viru bylo-li porovnano mnoZzeni
v bunkach oSetfenych roztokem slin a buiitkami kontrolnimi, oSetfenymi roztokem pilokarpinu
(viz 3.7) (Obr. 4.9). Kmen Hypr se sice v n€kterych experimentech replikoval intenzivngji po
oSetfeni slinami v bunééné linii PS, avSak tento rozdil nebyl statisticky prikazny. Statistické
signifikance nebylo dosazeno ani v pfipadé analyzy vétStho mnozstvi paralelné odebranych
vzorkl (Obr. 4.10). Byl-li ovSem v analogickém pokusu s butkami PS pouzit VKE kmen 166,

titr viru byl signifikantné vys$$i v prvnim Casovém intervalu, 16 hodin p.i. (Obr. 4.11)
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V buiikach oSetfenych roztokem slin byl zaznamenén titr viru vysSi o piiblizné

1 logio PFU/ml. V pozd¢jsim ¢asovém intervalu jiz nebyly rozdily mezi skupinami patrné.
Sliny klistéte Ixodes ricinus nemaji statisticky prukazny vliv na replikaci VKE

v bunééné kultute, konkrétné kmene Hypr, avSak signifikantné zvySuji replikaci ptfirodniho

izolatu VKE 166, jak bylo pozorovano v intervalu 16 hodin p.i. v kultufe PS bun¢k.
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Obr. 4.8 Vliv slin na replikavi viru EMCV v kultufe bunék 1.929. Multiplicita infekce 3,3 x107
PFU/bunku, koncentrace slin 20pg proteint/ml. X.... P < 5%.
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Obr. 4.9 Vliv slin na replikaci viru Hypr v kultuie bun¢k 1.929. Multiplicita infekce 6,7 x10°

PFU/bunku, koncentrace slin 20pg proteint/ml.
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Obr. 4.10 Vliv slin na replikaci kmene Hypr v kultufe bun€k PS. Multiplicita infekce 6,7 x107
PFU/buiiku, koncentrace slin 20pg proteint/ml.
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Obr. 4.11 Vliv slin na replikaci kmene viru KE 166 v kultuie bunék PS. Multiplicita infekcel,3
x10” PFU/buiiku, koncentrace slin 20ug proteint/ml. *.... P < 5%

4.3. Stimulace produkce IFN B v L929

Produkci IFN B se podafilo nastimulovat pouze jedinym virem a to termosenzitivni

mutantou VKE ts263. Po infekci virem 166 a EMCV nebyla produkce IFN B prokazetelné
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zvySena oproti kontrolni skupiné samotnych bunék (Obr. 4.12). Byly-li bunky stimulovany
virem ts263, nejvetsi mnozstvi interferonu bylo detekovano 8 hodin po stimulaci a to 14000
pg/ml. V pozdé¢jsich ¢asovych intervalech se mnoZstvi proteinu mirn€ sniZzovalo (Obr. 4.13).

Mnozstvi vyprodukovaného cytokinu se pohybovalo v rozmezi 700-14 000 pg/ml.

4.4. Vliv slin na produkci IFN

Osetfeni bun€k L929 roztokem slin nem¢lo prokazatelny vliv na produkci IFN B
v porovnani s buitkami oSetfenymi kontrolnim roztokem pilokarpinu (Obr. 4.14).
v experimentu byly pouzity sliny, které mély pozitivni G¢inek na replikaci viru v jinych
pokusech, v koncentraci 20 pg/ml. Pii mikroskopickém pozorovéani byly zaznamendny po
aplikaci slin morfologické zmény bunék, zejména jejich zakulaceni. Na zdklad¢ zjisténych
vysldkd je mozno konstatovat, ze sliny klistéte Ixodes ricinus nemaji vliv na produkci IFN 3

v bunécéné linii L929.
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Obr. 4.12 Produkce IFN B v buitkdch L929 po stimulaci viry EMCV, 166, ts263.
Multiplicita infekce 6,6 x107%, 3 x10™ a 5 PFU/ buiiku. *.... P <5%.
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Obr. 4.13 Dynamika produkce IFN B v buitkach 1.929. Multiplicita infekce EMCV 6,6 x107, ts263 5
PFU/butiku. *.... P <5%.
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Obr 4.14 Vliv slin na produkci IFN B v kultufe bunék 1.929. Koncentrace slin 20 pg proteinu/ml.

Multiplicita infekce 1 PFU/buitku. Pro kazdou skupinu byly vyhodnoceny 3 vzorky, obrazek reprezentuje
vysledek ze 2 opakovani.
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5. Diskuse

Vliv klistécich slin, véetné slin klistéte Ixodes ricinus, na pienos viru klistové
encefalitidy byl in vivo nejednou dokumentovan. Byl zjistén jak nepfimy vliv slin,
tzv. slinami aktivovany ptenos (Labuda a spol., 1993b, Labuda a spol., 1993c, Alekseev a
Chunikhin, 1990), tak i ptimé ovlivnéni ptfenosu VKE slinami (SGE) (Labuda a spol., 1993a).
Doslo k vyraznému zvySeni procenta nakazenych klistat (nymf) v ptipadé€, byl-li virus
inokulovan do hostitele spolecné se slinami. V in vitro podminkach je vliv slin ¢lenovce
(klistéte/komara) na virovou replikaci zaznamenavan mén¢ Casto, avSak i takové piipady
existuji. Jedna se napft. o virus vesikularni stomatatitidy (VSV), komdary pfendseny arbovirus,
jehoz replikacni kinetika byla zvySena po oSetfeni bunék homogenatem komartich slinnych
zlaz (Limesand a spol., 2003). Obdobny efekt na replikaci VSV byl piekvapivé zaznemenan
také po oSetfeni bun¢k klistécim slinnym extraktem, ackoliv tento virus klistaty pfenaSen neni
(Hajnicka a spol., 1998).

Studium piimého efektu klistécich slin na replikaci VKE v in vitro podminkach se
ukazalo byt problematickym. U ceského prototypového kmene Hypr nebylo pozorovéano
ovlivnéni replikacni kinetiky v bunééné kulture slinami ani SGE klistéte Ixodes ricinus.
Podporuje to vSeobecné panujici nazor, ze potenciace virové infekce v hostiteli je spise o
souhrou déju, které se v misté klistéciho sani odehravaji. Dochazi k mobilizaci hostitelské
imunitni odpovédi a do mista sani migruje fada bun€k imunitniho systému; proteiny ve
slinich obsazené tak v mist¢ sani ovliviiuji Sirokou Skélu hostitelskych mechanismt a
bunéénych druhti. Neni proto tak ptekvapivé, ze in vitro efekt slin nebyl pozorovan.

Potencia¢ni ucinek slin na replikaci viru 166 ve srovnani s neprikaznymi vysledky u
ceského prototypového kmene Hypr je mozné vysvétlit tim, Zze kmen Hypr byl byl jiz od
padesatych let minulého stoleti laboratorné vyuZzivéan, tudiz proSel nes¢etnym mnoZstvim
pasazi v mozku sajicich mysek. Je pravdépodobné, ze tim doSlo ke ztraté urcitych
biologickych vlastnosti, které jsou vlastni kmentim KE cirkulujicim v pfirodé. Bylo
kuptikladu zjisténo, ze v prib&hu pasidzovani jak v mozcich sajicich mysSek, tak také
v bunééné linii dochézi ke spontannim delecim v genomu (3 "UTR) viru klistové encefalitidy
(Mandl a spol., 1998). V tomto ohledu je kmen KE 166 reprezentativnéjsi, svymi vlastnostni
blizsi kmentim vyskytujicim se v ptirod¢, nebot’ prosel pouze jednou mozkovou pasazi.

Potenciace infekce virem 166 v prvnim studovaném intervalu, kdy v neoSetfenych
buiikach bylo mnozstvi viru na hranici detekovatelnosti, v druhé skuping, ovlivnéné slinami

titr presahoval 100 PFU/ml (Obr 4.11). Naznacuje to, ze v bunikach ovlivnénych slinami jsou
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viry schopné replikovat se rychleji. V ptipad¢ viru vesikularni stomatitidy (VSV), bylo mozno
v bunkach osetfenych extraktem ze slinnych zlaz virus detekovat uz po 12 hodinach, zatimco
v neosetrenych az za 18 hodin (Limesad a spol., 2003). Urychleny proces replikace ve slinami
ovlivnénych bunkéch podporuji i vysledky Hajnické spol. (1998), kdy byl pozorovan Casnéjsi
vyskyt nukleokapsidového proteinu VSV v cytoplazmé bunék osetienych klistécimi slinami
v porovnani s kontrolou.

Niz8i stimulacni uc¢inek SGE ve srovnani se slinami pii replikaci viru EMCV je mozno
vysvétlit obsahem ftady balastnich proteind, které se v pribéhu piipravy - homogenizace
celych slinnych zlaz - logicky do extraktu dostavaji. Tyto balastni proteiny mohou napft.
stimulovat ty slozky imunitni odpovédi, které sliny samotné potlacuji ¢i inaktivovat nékteré z
enzymi ve slindch obsazenych.

Ve slinach tyto balastni proteiny obsazeny nejsou, avSak problémem jejich pouziti je
induktor jejich produkce - pilokarpin. Je zndmo, Ze urcit¢é mnozstvi pilokarpinu pfechazi do
slin v pribéhu jejich ziskavani a ma tadu biologickych vlastnosti (stahuje hladké svalstvo,
ovlivituje krevni tlak, inhibuje funkce lymfocytii (Ribeiro a spol., 2004), které by mohly
ziskané vysledky ovlivnit. Tomu jsme pfedesli tim, Ze jsme do kontrolnich jamek ptidavali

roztok pilokarpinu v koncentraci navrzené Ribeirem a spol. (2004).

Atraktivni hypotézou je, Ze potenciace arbovirové infekce v obratlovéim hostiteli
slinami by mohla byt podminéna modulaci hostitelské IFN o/ odpovédi. Tato hypotéza se
caste¢né potvrdila v ptipadé VSV. Jedna se o virus velmi citlivy k IFN odpovédi a zatimco
v L929 bunécéné linii bylo mnozstvi viru zvys$eno po pouziti komatiho slinného homogenatu,
tento jev se nevyskytoval, byly-li VSV infikovany buiky VERO, zndmé tim, Ze jsou
deficientni v IFN o/p odpovédi (Limesand a spol., 2003).

Proto nés zajimalo, jestli klistéci sliny n¢jakym zptisobem neovliviiuji pravé produkci
IFN B (B kvtli tomu, ze pokusné buiiky byly z fibroblastové linie).

Nejprve bylo zapotiebi stimulaci produkce tohoto cytokinu v bunach navodit.

Virus EMCV se neukézal byt dobrym induktorem produkce IFN B v bunikach L929. Je
to v souladu s poznatkem, ze EMCV snizuje aktivitu protivirovych enzym, jejichZz syntézu
IFN v buiikach indukuje. Konkrétné snizuje aktivitu RNazy L, kterd je ve virem infikovanych
bunkach zodpovédnd za inhibici proteosyntézy a translace a nejspiSe 1 za naslenou
programovanou bunécnou smrt (Martinand a spol., 1998). Takto je EMCV schopen z provozu
vyfadit hostitelskou IFN odpovéd’. Na druhou stranu je EMCV k interferonu velmi citlivy.
Této citlivosti EMCV jak k IFN o/B, tak i k IFN y se vyuziva v testech, kdy se mnozstvi
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interferonu stanovuje inhibici cytopatického efektu EMCV zplsobenym (Dahl a Degre,
1972). EMCV je tedy schopen produkci IFN blokovat, ale je-li IFN pfidan z vnéjsku, tak se
tato schopnost ztraci a je k IFN citlivy.

Arboviry vSeobecné nejsou dobrymi induktory IFN o/f a existuje jen malo studii
zkoumajicich indukeci interferonu pii arbovirové infekci (Nuttall a Labuda, 2004). Oba typy
IFN odpovédi (I 1 IT) inhibuji infekci flaviviry jak v bunécnych liniich, tak také ve zviteti. Typ
I IFN blokuje flavivirovou infekci zamezenim translace a replikace infekéni virové RNA.
(toto se odehrava alespont Castecné diky RNaze L, MX1 a na proteinkindze nezavislym
mechanismem)(Diamond, 2003). Proto neni divu, ze se u fady flavivird vyvinula schopnost
tuto odpovéd’ potlacit. Z flavivirt, které tuto vlastnost maji jmenujme kuptikladu virus Langat
(Best a spol., 2005), virus zapadniho Nilu, virus Kunjin, virus Dengue a virus Zluté zimnice
(Best a spol., 2005). Fakt, ze VKE bézn¢ nestimuluje produkci IFN jsme demonstrovali na
ptikladu VKE kmene 166 a dfive to bylo jiz demonstrovano u kmene Hypr (Pechova, 1996).
Proto je zarazejici, ze pravé kmen ts263 stimuloval produkci IFN B tak vyrazné. Je mozné, ze
nektera ze dvou unikatnich zdmén v genomu tohoto viru v nestrukturnich proteinech NS2B a
NS3, potencidlnich determinant virulence (Rizek a spol., 2006), by mohla zaptficinit tuto
fenotypovou zménu. Tato mista mohla byt ptivodné kli¢ova ve virové inhibici hostitelské IFN
odpovédi a mutacemi se tato schopnost ztratila.

Maximum produkce IFN B bunkami L929 po stimulaci virem ts263 jsme zaznamenali 8
hodin po stimulaci VKE ts263. Ve srovnani s jinymi pracemi jde o velmi ¢asné maximum.
Napft. po infekci virem newcastleské choroby bylo nejvyssi mnozstvi IFN o/f zaznamenano
15 hodin po infekci (Hoss-Homfeld, 1989) a po infekci virem vesikularni stomatitidy byla
maximalni produkce IFN o zaznamenana 18 hodin p.i. (Limesand a spol., 2003). Nami
zjisténd data ovSem neodporuji zjisténi, ze geny IFN o/f zacinaji byt v L buikach
transkribovany 6 hodin po infeci virem vesikuldrni stomatitidy a v médiu je mozné¢ IFN
detekovat 8 hodin p.i. (Nishiyama a spol., 1979).

Pti zkoumani, zda klistéci sliny ovliviiuji virem ts263 nastimulovanou produkci IFN f3,
jsme nepozorovali statisticky prikazné ovlivnéni. To podporuje hypotézu vyslovenou
Hajnickou a spol. (2000), Ze spiSe nez nez na produkce INF o/ maji klistéci sliny vliv na
protivirovy ucinek interferonu a to nejspiSe blokovanim receptoru na ktery se tyto cytokiny

vazi.
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6. Souhrn

e Virus klistové encefalitidy se replikuje ve vSech studovanych bunéénych liniich.
maximalni titr v linii PS se blizil 10’ PFU/ml 48 a 72 hodin p.i., v bunéénych liniich
L929 a PMJ2-R dosahoval nejvyse 10°-10° PFU/ml 48 hodin p.i.

e Extrakt ze slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus nema vliv na replikaci viru klistové
encefalitidy kmene Hypr v buni&€nych liniich PS, L929 a PMJ2-R a na virus mys$i

encefalomyokarditidy v buné¢éné linii L929.

e Sliny klistéte Ixodes ricinus nemaji prokazatelny vliv na replikaci VKE kmene Hypr
v bunécnych liniich PS, L.929 a PMJ2-R.

e Sliny klistéte Ixodes ricinus prokazatelné zvysuji replikaci VKE kmene 166 v buikach
PS 16 hodin p.i. o vice nez 1 log;o PFU/ml.

e Sliny klistéte Ixodes ricinus prokazatelné zvySuji replikaci viru mysi

encefalomyokarditidy v buitkach L929 v €asovych itervalech 24 a 48 hodin p.i.

e Produkce IFN B v bunikdch L929 je indukovéana virem KE kmenem ts263. Maximum

cytokinu je produkovano 8 hodin po stimulaci a to 14000 pg/ml proteinu.

e Kilistéci sliny nemayji vliv na produkci IFN v buiikach L.929.
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