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1. Uvod

Klistata jsou krev sajici ektoparazité, fktprenasejiradu patogein véetné viru
klistové encefalitidy a spirochét Lymské boreliozy (Cud®91). Klifata a jimi
pienadSené patogeny stimuluji imunitni systém hostitéento vzajemny vztah mezi
hostitelem a kligtem je dilezity v biologii kliS€te a stejd tak v grenosu patogen
Klistata si vyvinula protiop&tni, jimiz jsou schopna obejit imunitni systém hekt
(Brossard a Wikel, 2004).

Vyznamnou roli pi pfenosu patogen sehravaji kligtci sliny, které obsahuji
komplex imunogein a farmakologicky aktivnich latek, které modulujiunitni odpo¥d’
hostitele ve prosjeh sani klistte (Wikel a kol, 1994). Imunomoduiai aktivita kliStcich
slin pasobi jak proti prozené tak i ziskané (adaptivni) imunitni odgadiv hostitele
(Nuttall, 1998). Jednim ze zakladnich mechadigiirozené imunity fi virové infekci je
produkce interferonu, kteryapobi autokring (na stejnou hitku, jenZz ho sekretovala) a
parakrinig (na sousedni lkiku). Inhibicni inek kliS€cich slin wici interferonu byl

prokazan (Hajnicka a kol, 2000), ale mechanisniigsaxa neobjasm.

1.1. Uginky klist écich slin

Imunosupresivni proteiny v kli&tich slinach a extraktu slinnych Zlaz (SGE) byly
castén¢ charakterizovany (Wikel, 1999Ye slinach jsou obsazeny bioaktivni molekuly,
které potl&uji imunitni cje miznymi mechanismy; inhibuji aktivaci komplementuizsifi
T-burgcnou proliferaci a tvorbu cytokin makrofagy a Thl Ilymfocyty. DalSim
mechanismem dinku kliS€cich slin je neutralizace b&mné komunikace navazanim
specifickych molekul slin k cytokiim, které maji dlezitou roli v ffirozené i ziskané
imunité. Anti-cytokinova aktivita kligtcich slin a extraktu slinnych zlaz (SGE) zalezi
na druhu klistte, vyvojovém stadiu (dosfec, nymfa), mnoZstvi pouzitého SGE afuo
dna sani kliskte (Hajnicka a kol, 2005 , Véova a kol, 2009).

Pasobeni kligtcich slin snizuje hladinu chemokinu interleukingll8-8) a inhibuje
navazani IL-8 k jeho recepton na lidskych granulocytech (Hajnicka a kol, 20(ylo
také prokazano, Ze sliny kié& inhibuji antivirovy dinek mysiho IFNa/p (Hajnicka a
kol, 2000).



Sliny ziskané #xodes ricinus vyrazre potlaiuji produkci IFNy mySimi splenocyty
stimulovanymi lipopolysacharidem (LPS) zatimco pia interleukinu 10 (IL-10)
zvySuji v porovnani s bétnou kulturou neoS&tnou slinami (Kopecky a kol, 1999).
DalSim dilezitym (&inkem slin je inhibice alternativni cesty komplermerzodpovidajici
za girozenou imunitni odpasd’ (Lawrie a kol, 1999). Byl prokazan supresiviingk slin
na aktivitu NK burk stimulovanych LPS &ast&ny inhibiécni (inek na produkci NO
produkovaného kulturou mysSich makroiia@opecky a Kuthejlova, 1998). Sliny ziskané
Z Rhipicephalus sanguineus inhibovaly diferenciaci dendritickych bék a zpsobily
pokles populace diferencovanych nezralych denditic burgk (Cavassani a kol, 2005).

Klistéci sliny hraji centralni roli v neviremickémigmosu viti z infikovanych
na neinfikovana kligta, ktera spote¢ saji na stejném obratlovci, v jehoz krvi nebyla
zjiSténa @itomnost viru (Jones a kol, 1992). Jev, nazyvamyasii aktivovany penos
(saliva activated transmission) — SAT efekt, je rgdpokladanym vysledkem
imunomodulénich &inka klistécich slin v mist, kde je kli& pifichyceno. Poprvé byl
SAT efekt popsan uipnosu Togoto viru (Nuttall a Jones, 199K n#y dikaz SAT &inku
byl demonstrovan zvySenou infalosti, pokud byl patogen spolu s SGE aplikovan
do hostitele, nez kdyz byl patogen aplikovan beE $8uttall a Labuda, 2004).

Imunomodul&ni faktory brani obratlovci, aby vyvinul imunitni dpowd’
postihujici klis¢. Tyto proteiny tedy usnadji sani krve a protoZze je jejich vliv na imunitu

nespecificky, zvysuji ii@nos patogen(Gillespie a kol, 2000).

1.2. Interferon (IFN)

Interferony pati do rodiny cytokii. Maji antivirové a buwtny rist potla&ujici
Gcinky. Tyto cytokiny jsou v prvni obranné linii protirové infekci a hraji dlezitou roli
ve stalém dohledu nad malignimittami.

Interferon je syntetizovan kkami jako odpovd na vrEjSi podrét nagiklad
virovou infekci. Vysledkem {sobeni interferonu je navozeni antivirového stesiark a
kol, 1998). Na zaklad svych biologickych vlastnosti jsou interferony wixany v I&b¢
raznych onemoani, jenZz zahrnuji nagklad nadorové onemoéni, virovou infekci,

autoimunitni poruchy (Parmar a Platanias, 2003).



1.2. 1. IFN Typu I, Il a jejich receptory

Interferony se Klasifikuji do dvou hlavnich skupiyp | a typ II.
K interferorim typu | sefadi IFNa, IFN B, IEN S, IFN g, IFNk, IFNt a IFNo. IFN a /8
je sekretovan virem infikovanymi bkami. IFN a je produkovan leukocyty a IFI§
fibroblasty (Pestka a kol, 2004).

Jedinym zastupcem typu Il je IFN IFN vy je nejvice produkovan aktivovanymi
NK bunkami (angl. natural killer). U NK butk je jeho produkce podporované cytokiny,
jez jsou produkovany makrofagy, zvi&SINF o (angl. tumor necrosis factor) a IL-12
(Trinchieri, 1995). Dale je IFN produkovan aktivovanymi Th lilkami a aktivovanymi
CD8+ cytotoxickymi bikami (Chan a kol, 1991). Antivirovycinek IFN vy je zasti
zprostedkovan jeho schopnosti vyvolat Thl imunitni odfabjako je napiklad produkce
cytotoxickych T lymfocyt, jez jsou dlezité pro znieni infikovanych bugk (Biron,
1998).
Oba typy interferofa se podili na schopnosti zvysit expresi MHC | piratea tim podptit
CD8+ T-burécnou odpo¥d. Ale jen IFNy je schopen navodit expresi MHC 1l protéin
na buikach a tim zvysit CD4+ T-bétinou odpo¥d (Boehm a kol, 1997).

Skrze receptory umigté na povrchu buk mohou interferony vykonavat své
funkce. Receptory jsou druh®dvspecifické. Je znadm receptor pro interferon typu |
(IFNAR) a receptor pro interferon typu Il (IFNGR).

Interferony typu | maji spotey receptor skladajici se ze dvou podjednotek
IFNAR1 (IFNRa) a IFNAR2 (IFNRB). Receptory se tid na vSech hikach wetrg
malignich hematopoetickych tkéch. (Colamonici a kol, 1992).

Geny pro ob podjednotky receptoru interferdntypu | jsou lokalizovany wloveka
na chromozomu 21 a u mySi na chromozomu 16. IFNf&Rdrotein, ktery ma jednotnou
formu a jeho relativni molekulova hmotnost je 11831 kDa. IFNR1 je
v transmembranové oblasti. Spolu s dlouhou formENAR2 tvai pocatek Jak (Janus
aktivovanych kinaz)/Stat (signal transducers antivaors of transcription) signalizai
drahy (Domanski a kol, 1995).

IFNAR2 obsahuje dlouhou formu IFNRAR2c, kratkolNFFAR2b a rozpustnou
formu IFNRAR2a. IFNRAR2c je protein majici relativmolekulovou hmotnost
90-100 kDa. Uké&zalo se, Ze tato forma je také fondasti receptoru IFN typu I.



IFNAR2b m& hmotnost 51 kDa (Lutfalla a kol, 1998)ouha a kratka forma podjednotky
IFNAR2 jsou identické v extracelularni a transmeamové oblasti. Stejnych maji i
prvnich 16 aminokyselin v cytoplasmatické oblaBtté od tohoto mista jsou celkov
odliSné, IFNRARZ2D je v této oblasti kratSi (Noviahkol, 1994).

IFN typu Il m& receptory, které jsou vytedy na téms vSech typech buik
s vyjimkou zralych erytrocyt Receptory pro IFN typu Il se vyz&igi druhovou
specifitou. Funkné aktivni receptory pro IFNy jsou sloZzeny ze dvou podjednotek:
IFNGR1 (IFNGx) a IFNGR2 (IFN@). IFNGR1 je hlavni podjednotka vazajici ligand
(IFN vy). IFNGR1 o relativni molekulové hmotnosti 90 kDa kddovany geny
na chromozomu 6 wlovéka a na chromozomu 10 u mysi. Tato podjednotkaehraj
dulezitou roli v proniknuti ligandu do lky a v g'enosu signalu (Bach a kol, 1997).

IFNGR2 je glykoprotein o relativni molekulové hmosti 61-67 kDa wloveéka a
60—65 kDa u mysi. Je kédovan geny na chromozomu @dvéka a na chromozomu 16
u mySi. IFNGR2 hraje menSi roli ve vazani ligarala,je vyZadovan pro signalni drahu
IFN vy (Muller a kol, 1994).

1. 2. 2. Signalni drahy IFN typu | a IFN typu Il

Po navazani IFN na jeho receptor se aktivujkolik signalnich drah. Hlavni
signalni drahou je Jak/Stat. Kindzy Janus rodimgl(@anusactivated kinase— Jak) a
transkrigni faktory Stat (angl.signal transducer andhactivators of transcription) se
spole&n¢é podili na této signalni draze, ktergepasi informaci obdrzenou od navazaného
IFN. Signal se skrze receptoryepasi k promotam prislusnych gem v jadre (Darnell a
kol, 1994). Sou&’r¢ stouto drahou se paralélraktivuje fosfatidylinositol-3 kinaza
(PI3K).

1. 2. 2. 1. Jak/Stat signalni draha

Spojenim IFNa/p s jeho receptorem je vyvolana rychla aktivaci emzylakl a
Tyk2 (tyrosin kindza 2). Tyk2 je vdzan na podje#tmoteceptoru IFNAR1 a Jakl se poji
s podjednotkou IFNAR2, konkrétns jeji dlouhou formou IFNAR2c. Aktivované Jak
kindzy fosforyluji ol¢ podjednotky receptoru typu | a uniogi tim vazbu Stat protein

jez jsou naslednfosforylovany a tim aktivovany.



Stat proteiny zahrnuji Statl, Stat2, Stat3 a S@a#nell, 1994). Statl a Stat2 spolu vyiva
heterodimer, ktery se spojuje s p48 (protein zndakg jako IFR-9— IFN regul&ni
faktor). Toto spojeni dava vznik ISGF3 (interferonestimulovany genovy faktor 3)
komplexu. Takto vznikly trimer sef@mig’uje do jadra, aby inicioval genovou transkripci
z promotoru obsahujici sekvenci interferonem stowahych odpovidajicich jednotek
(angl.interferonstimulatedresponselements — ISRE) (Darnell, 1997).

DalSi fosforylované a aktivované Stat proteiny w&itvhomodimery (Statl:l,
Stat3:3 a Stat5:5) a heterodimer (Statl:3), ktekéivigi transkripci interferonem
stimulovanych geiy ale z promotoru obsahujiciho gama aktivovanowessdi (angl.
gamma activated sequence — GAS) (Darnell, 1997). Stat4 a Stat6 moby také
aktivovany IFN typu I, ale jen u ¢itych typi burek a to buwk endotelového ¢i
lymfoidniho typu (Torpey a kol, 2004).

V pripadt IFN y se po navazani na jeho receptor aktivuji kindkyl daJak2 a tim
dochazi k vytvéeni vazebného mista pro Statl. Statl se aktivapsityovou fosforylaci a
vytvaii homodimer Statl:1l, ktery jefgmistn do jadra, kde je schopen se vazat
na promotorovou gama aktivovanou sekvenci (GAShieidvat transkripci fisluSného
genu (Bach a kol, 1997). Schéma signalnich drahtyieN | a 1l viz. Obr. 1.1.

Vnitroburg¢nd signalizace je idezita pro regulaci, kontroluistu a homeostazu
u mnohobuiénych organism. Jak/Stat signalni drahaide byt naruSena vliveniznych
¢initela, coZz ma pak za nasledek nedostade funkci IFN. V nefitomnosti Statl, ktery
je dulezitou sowésti obou signélnich drah IFMpB a IFNvy, nebyl navozen antivirovy stav,
ktery potebuje pli fosforylovany Satl (Horvath a Darnell, 1996). 8ykazano, Ze virus
spalntek inhibuje odpo¥d” IFN piimym zabrasnim funkce Stat protein Exprese

proteinu V tohoto viru brani navozeni transkrified o/p a IFNy (Palosaari a kol, 2003).
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Obr. 1.1. Schéma signalni drahy IFN typu | a typu Il (Sadi&Williams, 2008).

IFN typu | se navaZe na receptor typu I|. IFN typsd vaze k receptoru typu Il. Navazanim na
receptory se aktivuji Jak kindzy, ty naslédosforyluji Stat proteiny, ty vytud homodimery (IFN
typ Il) a heterodimery (IFN typ 1). Heterodimer 8t2 je spojen s IRF9 a dohromadyitivsimer
(ISGF3). Homodimer Statl:1 je formovan do aktivriniy gammaactivatedfactor— GAF. Oba
transkrigni faktory jsou pemistny do jadra, kde stimuluji IFN stimulované geny deou
sekvenci promotdrISRE a GAS.

1. 2. 2. 2. PI3K v signalni draze IFN typu | a IFN typu Il

Fosfatidylinositol-3 kindza (anglphoshatidyinositol3 kinase — PI3K) pat
k lipidovym kindzam, které se podili na mnoha fiagickych djich a to naistu burk,
proliferaci, schopnosti ieziti, transportu glukdzy aigstavid cytoskeletu. Aktivovana
PI3K aktivuje rEkolik efektort, vykonavajicich fyziologické dinky této kinadzy. Jednim
z téchto efektoi je serin-threoninova kindza (Akt), kter4 je zodminé& za antiapopticky
acinek. PI3K je tvéena d¥mi podjednotkami, katalytickou p110 a reguiap85 (Uddin a
kol, 2000).

Interferony typu | vyuzivaji k aktivaci PI3K kinaasulinové receptorové substraty
(IRS). Aktivace IRS je zprostdkovana kinazami Jakl a Tyk2 (Burfoot a kol, 1997)



V pripact IFN typu Il neni aktivace PI3K zprdstlkovavana ies IRS, ale je
piimo aktivovana kindzami Jakl a Jak2, tyto kindzywak PI3K fosforylaci tyrosinového
zbytku a néasledhje aktivovana Akt. Efektorova Aktispiva k aktivaci transkrimiho
faktoru tvd@eného Statl:1 dimerem a to fosforylaci serinovébytkei na Statl proteinu
(Nguyen a kol, 2001).

Pro plre funkeni transkripci ISREs je pozadovanatitpmnost dalSi signalni drahy

a to p38 Map kinazy (anghitogenactivatedproteinkinase) (Uddin a kol, 1999).

1.3. Virus mysi encefalomyokarditidy (EMCV)

EMCV je ss-RNA vir, ktery jeazen doteledi Picornaviridae a roduCardiovirus.
Infekce timto virem vyvolava onemaami u domestikovanych prasat (Seaman a kol,
1986), primai (Jones a kol, 2004), dobytka (Spadbrow a kol, L97@davaé (Wells a
kol, 1989) a slo@ (Grobler a kol, 1995). Onemo#mi je wtSinou fatalni. EMCV postihuje
piedevSim zwvata Zijici v zajeti, jako jsou zoo (Reddacliff al,kd997), vepiny a
vyzkumna centra. Vyskyt EMCV viru u lidi a domeswanych zuiat je velmi vzacny, ale
piece jen byla zaznamenana onendoénu lidi, které se projevovalo hak®u,
blouzrénim, bolestmi hlavy a ztuhlosti krku (Gajdusek, 8095 v posledni dob byly
zaznamendanyifpady onemoani ¢loveéka timto virem (Oberste a kol, 2009).

EMCV je vysoce citlivy k dginku interferonu a proto se vyuziva v biologickém

testu na interferon (Kramer a kol, 1983).



. Cile préace
Vliv klistécich slin na replikaci viru encefalomyokarditidyMEYV) .

Vliv klistécich slin na antivirovy &inek IFNy a IFNf.

Studium vlivu kliSgcich slin na signalni drahy IFNa IFN .



3. Material a metody

3. 1. Bunécéné linie

L929 — buré¢na linie derivovana z L-buk (Earle a kol, 1943). L929 jsou mysSi
podkozni fibroblasty, které byly o$ehy 3-methylcholantrenem a klonovany (Sanford a
kol., 1948). Buky byly kultivovany v médiu Eagle MEM (Sigma) s 59tekolostralnim
telecim sérem (PTS) a 1% antiobiotiky a antimykptfRTB) (PAA) a 1% glutaminem
(PAA) pii 37°C. Pasazovani bylo provam suchou trypsinizaci.

VERO - buni¢nd linie derivovana z fibroblasbpici ledviny (Hopps a kol, 1963).
Bunky byly kultivovany v médiu L-15 (Leibovitz) (Sigma 5% PTS, 1% ATB a

1% glutaminu g 37°C. Pasazovani prov&mb suchou trypsinizaci.

3. 2. Interferony, inhibitor PI3K a virus

IFN B —rekombinantni mysi IFM8, jehoZ specificka aktivita je 1,23 x10/mg

(pbl interferon source). Byly pouzivany alikvétkoncentraci 27000Wd.

IFN y — rekombinantni mysi IFN (RD systems), jehoz Ep(efficency dose) =
1 ng/ml (RD systems), 1 ng =1U. Byly pouzivany adity IFNy o koncentraci 5 ngl.

LY294002 —inhibitor fosfatidylinositol-3 kindzy (PI3K) (SigmaAldrich). Byly

pouzivany alikvoty o 10 mM koncentraci.

Virus mysi encefealomyokarditidy (EMCV) byl pomnozea VERO bitkach a
uloZen pi -70°C. (titr cca 10 PFU/mI).



3. 3. Odbeér klist écich slin

Klistatalxodes ricinus sala na mateti po dobu 6-ti dni. Nasaté samice fiSbyly
pripevreny pomoci oboustranné lepici pasky k podloznintkkin. Na hypostom a jednu
z palp jim byla nasazena skémd kapilara, ktera se zafixovala pomoci modeliny.
Na hbetni ¢ast €la jim bylo aplikovano po 2ul 5% roztok pilokarpinu (pilocarpine
hydrochloride, Sigma) v 95% ethanolu. Taktppavena klisata se umistila do vihke
komuarky, kde byla inkubovana po dobu 2 hodiin37°C; 3,5 % C@ Za danyas kli§ata
vyprodukovala sliny v objemu 2—10.

Obsah proteita ve slinach byl stanoven na 474&/ml pomoci metody podle
Bradfordové pro stanoveni koncentrace prdie{(souprava BioRad, Bradford, 1976).
Odker slin byl provddn metodou podle Valenzuela a kol, (2000). Slinky lmechovany pi
teplog -70°C.

Klistata pro oddr slin pochazela z volnéfipody z oblastiCeskych Budjovic.
Byla odchytavana metodou vlajkovaniteB pokusy byly sliny filtrovanygimz bylo

zabrarno pitomnosti spirochét Lymské boreliézy.

3. 4. Plakova titrace

Pro vyjadeni titmi v plakotvornych jednotkach (PFU, angl. Plaque fognunits)
byla pouzita metoda plakové titrace (de Madrid ed?beld, 1969). Byly pouzity
24—jamkové panely (TPP, Svycarsko), do nichZ bylgtedny testované vzorky
desitkovymiedinim v kultivatnim médiu. V kazdé jamce bylo 2@0 fedného vzorku.
Titrovalo se na VERO hikach. Do kazdé jamky bylofipano 300ul buné¢né suspenze
VERO burgk v mnoZstvi 1,2 x 10bunsk na jamku (koncentrace 4 x>Ifunsk/ml). Obsah
panelu byl promichan. Po uplynuti 4-5 hodin hytign geliv po 400ul na jamku. Feliv
byl roztok 3% karboxymetylcelulézy (CMC) a 2x kemtrovaného L15 kultivaniho
média v pomdru 1:1. VSe bylo inkubovano po dobti tini pii 37°C v atmosfé&e 0,5%
CO..

Panely byly promyty fyziologickym roztokem (0,9%ztok NaCl) a poté obarveny
roztokem naftalenovéerré (1 g naftalenovéerrg, 60 ml ledové kyseliny octové; 13,5 g
octanu sodného a dogho do 1 | HO). Na z&klad toho bylo mozné stanovit pet

vytvoienych plaki.
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3. 5. Vliv slin klist éte Ixodes ricinus na antivirovy U €inek IFN B/y

Suspenze butk L929 byla pidana v mnoZstvi 4 x f®ursk na jamku (koncentrace
2 x 10 burgk/ml) v objemu 200Qul do 96-ti jamkového panelu (TPP, Svycarsko). Druhy
den byly buiky inkubovany v duplikaci se slinami v kafm&@ koncentraci 1Qug/ml a
s interferony v kongné koncentraci 10U IFN' nebo 1U IFNB v kultivatnim médiu
(MEM). Byly provedeny iizné kombinace bk, interferori a slin:
l. IFN vy nebo IFNB 2,5 hodiny ped virovou infekci.

Il. Sliny 4,5 hodiny ped virovou infekci.

[ll. Sliny 4,5 hodiny ped infekci a IFNy nebo IFNB 2,5 hodiny ped virovou infekci.

IV. Inhibitor PI3K — LY294002 (Sigma-Aldrich) o kaentraci 1mol/l pfidan na
30 minut ged infekci a IFNy nebo IFNB 2,5 hodiny ped virovou infekci.
Pred infekci bylo kultivani médium odmyto a byliglan EMCV 25 PFU/mI v objemu
200ul na jamku.

Inokulum viru bylo po 1 hodihadsorpce virioh odsato a biky byly promyty 2x
po sok kultivatnim médiem bez séra. Poté bylbdano 200ul ¢erstvého kultivéniho
média do kazdé jamky. Vzorky kultistaiho média byly odebirany po 50 v intervalech
24h a 48h po infekci v duplikaci. Odebrany objem bghrazen stejnym objemem
cerstvého kultivéniho meédia.

Titr viru byl stanoven plakovou titraci na VEROiikach.

3. 6. Pusobeni slin na L929 bu nky ovlivh éné IFN BalFNy

Buitky v mnoZstvi 5 x 10burtk na jamku byly zaloZeny v objemu 1 ml do jamek
24—jamkového panelu (TPP, Svycarsko).

Druhy den bylo kultivéni médium odsato a kky byly inkubovany se slinami
o koncentraci 2Qg/ml ve vysledném objemu 2%0 na jamku po dobu 2,5 hodiny (37°C a
0,5% CQ). Poté byly k bitkam gidany IFNB a IFNy o koncentracich 5U/ml po 5d
na jamku a inkubovany 30 minut (37°C a 0,5%,L® tomto experimentu byly pouZzity
jiné koncentrace IFN} a IFN vy a jina koncentrace slin, protoZe se jednalo o fiokus a
proto byla pro 8 nami stanovena jednotna koncentrace obou intamiena 5U/ml a

koncentrace slin na 20y/ml.
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3. 7. SDS — PAGE (dodecylsiran sodny — polyakrylami  dova gelova
elektroforéza) za reduk €nich podminek

Priprava proteinového lyzatu:

Bunky byly oplachnuty roztokem fosfaty pufrovaného ibjagického roztoku
(PBS, angl. phosphate buffer saline). Poté byiskiguyzovany ve 100 ml RIPA pufru
(1% Nonidet P-40; 0,25% deoxycholat sodny, 1mM EGIBOmM NaCl, 50mM Tris-
HCI (pH 7,5)). K mnoZstvi 5 x £@unsk na jamku bylo fidano 100u| RIPA pufru.

Do RIPA pufru byly ged jeho pouzitim ipdany inhibitory proteaz (1Qug/ml
aprotinin, 1 ug/ml leupeptin, 1mM fenylmethylsulfonyl fluorid, Lg/ml pepstatin) a
inhibitory fosfataz (25 mM fluorid sodny (NaF, Sigin 2 mM ortovanadhan sodny
(NaVOs3, Sigma)). RIPA pufr siidanymi inhibitory byl na biikdch ponechan 5 minut
na ledu. Naslednbyly zlyzované biiky centrifugovany po dobu 10-ti minutip
11 000 rpm a 4°C.

Supernatant byl smichan se 4x koncentrovanym Ladramizorkovacim pufrem
(250 mM Tris-HCI (pH 6,8), 40% glycerol, 5% SDS,005% bromfenolova mayl
v poneru 3:1 (Laemmli, 1970). K Leammliho vzorkovacimufiu byl gidan dithiotreitol
(DTT, Sigma) o 0,1M koncentraci. Vzorky byly inkul@my po dobu 5 minutipteplog
95°C. Vzorky o objemu 3@l byly naneseny na 7,5% polyakrylamidovy gel a sepany
v elektroforetické aparate (Amersham Biosciences) v elektroforetickém pufrodle
Laemmliho. Separace protéiprobihala po dobu 45minutfiplOmA a 200V (pro jeden

gel).

3. 8. Western blot

Byly pouzity tyto roztoky a pufry:
transferovy pufr (20% methanol; 2,5mM Tris; 0,2Mah)
1x TBS (Trisem pufrovany fyziologicky roztok, angkis buffered saline; 50mM Tris-Cl;
0,9% NaCl; pH 7,6)
blokovaci pufr (1x TBS; 0,1% Tween 20 (Sigma) amiZkotwené mléko)
promyvaci pufr (1x TBS; 0,1% Tween 20 (Sigma)
3% roztok BSA (1x TBS; 0,1% Tween 20 (Sigma), 3%dzd sérovy albumin (BSA,
Sigma))
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Separované proteiny byly z geliiepeseny na polyvinylovou membranu (PVDF,
Thermo Scientific) podle Towbinovy metody, zaloZzem& principu elektroforetického
pienosu proteit z polyakrylamidoveho gelu na membranu (Towbin § k879). Penos
probihal v transferového pufru po dobu 90-ti mipitit70V a 250mA. Membrana byla poté
blokovana po dobu 1 hodiny v blokovacim pufru. Bbgt 3x promyt v 5-ti minutovych
intervalech v promyvacim pufru. Poté byl inkubov&primarnimi kralkimi protilatkami
rozeznavajicimi fosforylovanou formu na tyrosinoveimytku proteinu Statl, pSTAT1
(Y701) (Cell Signalling) a fosforylovanou formu sarinovém zbytku proteinu Akt, pAkt
(S473) (Cell Signalling). Primarni protilatky bytgdny v pongru 1:1000 s 3% roztokem
BSA a inkubovanyies noc fi 4°C.

Druhy den byl blot 3x promyt v 5-ti minutovych @mvalech v promyvacim pufru.
Nasledovala inkubace blotu se sekundarnimi antidindi protilatkami 1gG zn&enymi
kienovou peroxiddzou (HRP angl. Horseradish peroxidase, Cell Signallinggrétbyly
fedény v porneéru 1:2000 s 3% roztokem BSA po dobu 1 hodiniy lgboratorni teplat.

Membrana byla nasledr8x promyta v 5-ti minutovych intervalech v promgima pufru.

3. 9. ECL detekce

Proteiny byly vizualizovany chemiluminisaan metodou. Jako substrat byl pouzit
roztok peroxidu (Thermo Scientific), ktery byl smém se substratovym roztokem
luminolu (Thermo Scientific) v po#nu 1:1 a aplikovan na membréanu 2@cm? po dobu
1 minuty.

Samotny signal byl detekovan ve Fuji Film Dark ligent Box Las-3000 Lite
Image Reader a kvantitati¥nyhodnocen pomoci softwarového programu ImageJ.
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4. Vysledky

4. 1. Porovnani antiviroveho U €inku IFN B alFNy

Pred porovnanim antivirovéhcocimku interferor, bylo nutné stanovit vhodny titr viru a
mnozstvi IFNB a IFNy, které je patbné, aby byl navozen antivirovy stav. Pro testovan
replikace viru byl pouzit EMCV, ktery se replikovalburgéné linii L929. Byly pouzity
infekéni davky EMCV 25 PFU/ml a 250 PFU/ml.¢ldek IFN na replikaci viru byl
vyhodnocen ve dvotasovych intervalech po infekci (p.i.) a to po 2448h. Buiky L929
byly s interferony inkubovany 4,5tex infekci.

V pripact IFN B se testovaly dvkoncentrace a to 1U/ml a 5U/ml proti infekm
davkam EMCV 25 PFU/ml a 250 PFU/mlieZelny antivirovy dinek byl detekovatelny
jiz za 24h p.i. fi pouziti 1U/ml, kdy replikace viru dosahla 2X1PFU/ml a dinkem IFN3
byla sniZzena pod detekovatelné mnozstvi naénméi 50 PFU/mI. Za 48h replikace viru
doséahla 2,5x10PFU/mI a fisobenim IFNB byla snizena na 4x1®FU/ml. Ri pouZiti
IFN B 5U/ml byla replikace viru za 24h i 48h sniZzena petekovatelné mnoZstvi na ndén
nez 50 PFU/ml (Obr. 4.1.).

‘D IFNB 24h @ EMCV 25 PFU/mI 24h O IFNB 48h O EMCV 25 PFU/m| 48h

10 -

9

8 - 48h 48h
€ 71 h
S 6. 24h 48 24h
LL
o S
S 4
g 3|
2 5 <S0PRU <50PFU <50 PFU

1 4

0

1U 5U
koncentrace IFN B [U/ml]

Obr. 4.1. Antivirovy u¢inek IFNB o koncentraci 1U/ml a 5U/ml za 24h a 48h miiekeni
davka EMCV 25PFU/m.

Pii pouziti EMCV 250 PFU/ml doséhla replikace viru 2dh 5x16 PFU/mI a
Gcinkem 1U IFNB byla sniZzena na 2x3®FU/ml. Za 48h byl &inek 1U IFNp vyrazre
slabsi. Replikace viru za 48h dosahla 6X2BU/ml a dinkem 1U IFNp sniZena na 5x10
PFU/mI.
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Pri pouziti 5U IFNB byla replikace viru snizena za 24h na B6U/ml a za 48h
na 5x16 PFU/mI (Obr. 4.2.).

O IFNB 24h m EMCV 250 PFU/mI 24h O IFNB 48h O EMCV 250 PFU/ml 48h
10 4
9 - 48h  48h 48h
£ 5] 24h 24h
T 6 24h 48h
a 5
S 4 24h
23
o 5
1 -
0
1U 5U
koncentrace IFN B [U/ml]

Obr. 4.2. Antivirovy Ucinek IFNB o koncentraci 1U/ml a 5U/ml za 24h a 48h miiekeni
davka EMCV 250 PFU/ml.

V piipact IFN y se testovaly také dvkoncentrace a to 10U/ml a 50U/ml proti
infekénim davkam EMCV 25 PFU/ml a 250 PFU/mlreelny antivirovy dinek byl
detekovatelny jiz za 24h p.ifippouZiti 10U IFNy, kdy replikace viru dosahla 2x10
PFU/ml a @inkem IFNy byla snizena na 1xi®FU/ml. Za 48h replikace viru dosahla
2,5x10 PFU/ml a fisobenim IFN byla snizena na 2xiBFuU/ml.

Pri pouziti 50U IFNy byla replikace viru za 24h i 48h snizena pod dwutatelné

mnozZstvi viru na ménnez 50 PFU/ml (Obr. 4.3.).
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log 10 PFU/m

44 24h

<50PFU <50PFU

10U 50U
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Obr. 4.3. Antivirovy G¢inek IFN y o koncentraci 10U/ml a 50U/ml za 24h a 48h p.i.
Infekéni davka EMCV 25 PFU/m.

Pii pouZiti EMCV 250 PFU/mI doséhla replikace viru2h 5x16 PFU/mI a byla
snizena &nkem 10U IFN na 2x16 PFU/mI. Replikace viru za 48h dosahla 6%10
PFU/ml a @inkem 10U IFNy sniZzena na 6x£@®FU/mI.

Pii pouZiti 50U IFNy byla replikace viru snizena za 24h na 1,3x@BU/ml a za
48h na 3x10PFU/mI (Obr. 4.4.).

‘ O IFNy 24h m EMCV 24h O IFNy 48h O EMCYV 48h

48h agh  48h
24h  48h 24h

6 - 24h
5 24h

log 10 PFU/mI

10U 50U
koncentrace IFN y [U/ml]

Obr. 4.4. Antivirovy U¢inek IFN y o koncentraci 10U/ml a 50U/ml za 24h a 48h p.i.
Infekéni davka EMCV 250 PFU/m.
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Na z&klad porovnani antivirovychdinkua interferonii jsme zvolili pro dalSi pokusy
infekéni davku viru EMCV 25 PFU/mI a koncentraci 10U/®Ny a 1U/ml IFNB. Oba
interferony, jak IFNy tak IFN byly schopny potlét replikaci viru EMCV (Obr. 4.5).

‘D IFNy m IFNB O EMCV

10 -
9 -
g EMCV
7 _
E 6- EMCV IFNB
2 5-
S IFN
§ . IFNy FNB \
c <50PFU
1 -
0

24 48
€as [hod]

Obr. 4.5. Srovnani antivirovéhodinku 10U/ml IFNy a 1U/ml IFNB za 24h a 48h p.i.
Infekéni davka EMCV 25 PFU/m.

4. 2. Vliv slin klist éte Ixodes ricinus na replikaci EMCV

Stimulatni &inek slin na replikaci viru vesikularni stomatidy/SV) byl prokazan
(Hajnicka a kol, 1998). S cilem zjistit zda slingkané z kligtte Ixodes ricinus budou mit
podobny stimuléni Cinek na replikaci viru EMC, byly hiky L929 inkubovany se
slinami 4,5h ped infekci. Pouzita koncentrace slin bylapfdml. Kinek slin na replikaci
viru byl pozorovan za 24h a 48h p.i. Experimentaskaze sliny zvySuji replikaci viru
EMC v intervalu 24h z 1,2xf0PFU/mI na 5,8x1DPFU/mI. Vliv slin na replikaci viru
EMC nebyl za 48h prokazan (Obr. 4.6.).
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Obr. 4.6. Vliv klistécich slin na replikaci EMCVSIiny o koncentraci 1Qg proteiri/ml byly
inkubovany s biikami L929 4,5h fed infekci. Infekni davka EMCV 25 PFU/mI.

4. 3. Vliv klist écich slin na antivirovy 0 €inek IFN y a IFN B

Jednim ze Zisohi, jak vyswtlit stimulacni (€inek slin na replikaci viru je, ze
jejich pasobenim je inhibovan cinek interferonu, ktery je produkovan ikami
napadenymi virem. V tomto experimentu jsme tesicaafivirovy &inek IFN a IFNy
v pritomnosti slin klistte Ixodes ricinus.

Nejdtive byly buiky L929 inkubovany 4,5hied infekci se slinami o koncentraci
10 pg/ml, k nim byl gidan IFN o koncentraci 1U/ml 2,5hied infekci. Poté nasledovala
infekce virem EMC 25 PFU/ml.

Antivirovy U¢inek IFN B byl cast&né potlaten tak, Ze replikace viru byla zvySena
za 48h z 2x1DPFU/mI na 2,8x10PFU/mI. Za 24h se replikace viru zvysila z 6,210
PFU/mI na 1,2x1DPFU/ml (Obr. 4.7.)
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Obr. 4.7. Vliv slin na antivirovy @inek IFN 1U/ml za 24h a 48h p.8liny o koncentraci

10 ug proteiri/ml byly s buikami L929 inkubovany 4,5hipd infekci a IFNB 2,5h gred infekci.
Infekéni davka EMCV 25 PFU/mI.

Na antivirovy @inek IFN y o koncentraci 10U/ml se vliv kl&ich slin ilis
neprojevil za 24h ani za 48h p.i., narozdil od IEN Za 24h p.i. se replikace nepatrn
zvysila z 8,3x1 PFU/mI na 1,5x1DPFU/mI (Obr. 4.8.).

‘D IFNy m IFNy + sliny 0 EMCV \

log 10 PFU/mI

24 48
¢as [hod]

Obr. 4.8. Vliv slin na antivirovy @&inek IFNy 10U/ml za 24h a 48h p$liny o koncentraci
10 pg proteiri/ml byly s buikami L929 inkubovany 4,5hipd infekci a IFNy 2,5h gred infekci.
Infekéni davka EMCV 25 PFU/m.
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4. 4. Vliv klist écich slin na aktivaci signalnich drah d  alezitych pro
antivirovy U €inek IFN

IFN po navazani na specificky receptor spoustivakt Jak/Stat signalni drahy.
Vysledkem je zahajeni transkripce interferonem skaivanych gea, jejichZ produkty jsou
zodpowdné za navozeni antivirového stavuikyl Aktivace Jak/Stat signalni drahy byla
meétena fosforylaci transkrgmiho faktoru Statl s vyuZitim metody Western bRuiky
L929 byly inkubovany 3h se slinami o koncentracu@®nl a k odpovidajicim kontroldm
byl prfidan 4mM roztok pilokarpinu ve stejném objemu jaginy. Buiky byly poté
stimulovany 30 minut s IFI§ nebo IFNy o koncentraci 5U/ml.Oba interferony indukovaly
v L929 buikach fosforylaci Statl proteinu. fiBomnost slin negativh ovlivnila
interferonem stimulovanou Statl aktivaci. ¥fgadt IFN B byla aktivace snizena o 21%
v porovnani s kontrolou (laky stimulované IFNB). U IFN y doSlo ke snizeni o 47%

v porovnani s kontrolou (lsky stimulované IFNy) (Obr.4.9.).

IFNy (5U/ml) - + - - +
IENB (5U/ml) - - + + -
Sliny (2Qug/ml) - - - + +
Pilokarpin - + + - -

Obr. 4.9.Vliv slin na fosforylaci Statl v L929 kikach po stimulaci s IFN a IFN.

Dalsi signalni dréhou, kter&igpiva k antivirovému &inku interferori a je jimi

aktivovana, je draha zprastlkovana fosfatidylinositol-3 kinazou. Mezi jejiekforove
kindzy pati serin-threoninova kinaza Akt. Zajimalo nas, zdslthy maji vliv na aktivaci
PI3K/Akt drahy. Buiky L929 byly inkubovany 3h se slinami o koncentraug/ml a
k odpovidajicim kontroldm bylfgan 4mM roztok pilokarpinu ve stejném objemu jako
sliny. Buiky byly poté stimulovany 30 minut IFBInebo IFNy o koncentraci 5U/ml.
IFN B nezpisobil zvySeni aktivity Akt kinazy na rozdil od IFN ktery simuloval aktivitu
Akt 0 22% wici kontrole (vzorek bez stimulace). Aktivace Akt awyrazi ovlivnéna
v pritomnosti slin. Po stimulaci s IFN doslo k sniZeni 0 67% a u IHNbyl pozorovan
pokles 0 66% i kontrole (buiky stimulované IFN3 ) (Obr. 4.10.).
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IFNy (5U/ml) - + - - +

IENB (5U/ml) - - + + -

Sliny (2Qug/ml) - - + - +

Pilokarpin - + - + -
R m -

Obr. 4.10.VIliv slin na fosforylaci Akt v L929 biikach po stimulaci s IFN a IFN.

4. 5. Vliv farmakologického inhibitoru fosfatidylin ositol-3 kinazy
na antivirovy U €inek IFN BalFNy

Antivirovy U¢inek interferori je zavisly na funénosti PI3K drahy (Uddin a kol,
2000). NaSe experimenty ukazaly, Ze aktivace Aktkteru PI3K, byla vlivem slin
snizena. S cilem vysitlit rozdil v &inku slin na antivirovy efekt IFN3 a IFN y jsme
testovali, zda jsou oba interferony stejritlivé kinhibici PI3K. Inhibitor PI3K
(LY294002, Sigma-Aldrich) bylidan o 1M koncentraci k biskdm L929 na 30 minut.
Bunky byly nasleda stimulovany IFNB o koncentraci 1U/ml a IFN o koncentraci
10U/ml 2,5h ped infekci. K infekci bylo pouzito 25 PFU/mI viruME. Replikace viru
v buikach inkubovanych s IFN byla zvySena f{sobenim inhibitoru PI3K za 24h
z 8,3x18 PFU/mI na 6x1®PFU/mI. Po 48h byla replikace viru vyra@zzvysena z 1,7x£0
PFU/ml na 1,6x10PFU/ml (Obr. 4.11.).

Narozdil od IFNy se inhibice PI3K neprojevila na antivirovértinku IFN B za
24h ani za 48h p.i.(Obr. 4. 12.) Replikace viruabghiZzena pod detekovatelné mnoZzstvi
viru mensi nez 50 PFU/ml po 24h i 48h po infekcip&iment tedy ukézal, Ze inhibice
PI3K/Akt drahy sniZuje antivirovydinek IFNvy, ale ne IFN3.
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Obr. 4.11 Vliv inhibitoru PI3K (LY294002) o &M koncentraci na antivirovydinek
IFN vy o koncentraci 10U/ml za 24h a 48h mfekeni davka EMCV 25 PFU/m.
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Obr. 4.12 Vliv inhibitoru PI3K (LY294002) o &M koncentraci na antivirovydinek
IFN B o koncentraci 1U/ml za 24h a 48h nfekeni davka EMCV 25 PFU/m
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5. Diskuze

Slinami aktivovany fenos (SAT efekt) je jev, kdy kli&ti sliny usnaduji pirenos
patogenu do hostitele. Poprvé byl tento jev popsgafenosu Togoto viru (Nuttall a Jones,
1991). Rednttem této prace bylo charakterizovat vliv slin K&t Ixodes ricinus
na replikaci viru EMC, na antivirove ¢iinky interferoi a buri¢né signalni drahy
stimulované IFN3 a IFNy.

Vysledek naSich pokuisukézal, Ze slinyixodes ricinus maji na replikaci viru
encefalomyokarditidy pozitivni vliv. €inek slin se na replikaci viru projevil vyragnpo
24h nez po 48h po infekci. Podobny vysledek bylsdopv praci Hajnické a kol (1998), ve
které vliv slin na replikaci viru # ovSem vyraz§i ucinek. Divodem niize byt
skut&nost, Ze Hajnicka a kol, pouzivali homogenizovarifakt ze slinnych Zlaz (SGE)
narozdil od naSich pokasv kterych jsme pouzivali kli&ti sliny. DalSi odliSnosti bylo
pouziti jinych druli klistat Rhipicephalus appendiculatus a Dermacentor reticulatus.
Mechanismus, kterym sliny kti&t usnaduji replikaci viru, neni znam. Zda se, zéngk
slin zavisi na tom, z kterého druhu Kist jsou sliny odebrany. Kli&i sliny produkuji
farmakologicky aktivni proteiny, které se liSi mezznymi druhy kligat, ale i mezi
jednotlivci stejného druhu. Nemé&nlilezita je i doba sani kifat na hostiteli, coz ke
ovlivnit sloZeni slin nebo SGE pouzivanych v pok(sawrie a Nuttall, 2001; Kocakova a
kol, 2003).

Stimulani &inek slin na replikaci viru byl vysstlen inhibici antivirového &inku
IFNo/B (Hajnicka a kol, 2000). My jsme porovnavali vlilinsna antivirovy @inek obou
typu interferor, IFN B a IFNy. IFN B pati do interferofi typu | . Hraje dlezitou roli
v prvni fazi hostitelovi obrany a je schopen pétlavirovou infekci. Je produkovan
infikovanymi buikami, ale fisobi i na okolni biky (Pestka a kol, 2004). IFiNsetadi k
interferorim typu Il a je syntetizovdn pouze ¢ilymi buitkami imunitniho sytému,
zahrnujicim NK biky, CD4 Thl buky, CD8 cytotoxické supresorové iiky (Boem a
kol, 1997). Oba interferony maji vyrazné antivirou&inky. P testovani vlivu slin
na antivirové dinky interferori jsme zjistili, Ze sliny ¢ast&n¢ inhibuji ochrannou
schopnost IFN. Tento efekt se vyrazji projevil za 48h nez za 24h po infekci. Naopak na
antivirovy &inek IFNy nentlo pasobeni slin zadny vliv.

Rozdilny vysledek visobeni slin na antivirovydnek interferom by mohl byt
vyswtlen tim, Ze slozky signélniho aparatu ovémé slinami mohou byt soésti jen

signdlni drahy pro IFNS.
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S cilem porozugt inku slin na interferony, jsme se z&fili na aktivaci
bungénych signalnich drah stimulovanych IFN typu | auyp Nejlépe popsanou signélni
drahou je Jak/Stat signalni draha, jejiz aktivacezhodujici mie gispiva k antivirovému
acinku interferonii. Fosforylovany Statl vyt¥adimer a je sotasti transkripniho faktoru
stimulujiciho geny ze dvou promotQIGAS a ISRE (Platanias, 2005).

NasSe experimenty ukazaly, Ze fosforylace StatZgst&né inhibovana slinami
po stimulaci s IFN3 a IFNy. Statl protein je fosforylovan na jeho tyrosinovAmytku Jak
kindzou, ktera se aktivuje po navazani IFN na jeueptor.cimz se zmini konforma&ni
uspdadani Jak kinaz a umozni to jejich transfosfory(®tatanias, 2005). Existujekolik
moznosti, jak vysitlit slinami snizenou aktivaci Statl. Jednim z naegsimi by mohl byt
piimy &inek slin na aktivaci Jak kinazy. DalSim ugpbem, kterym sliny mohou
ovliviiovat Statl fosforylaci je ips negativni regulatory Jak/Stat signalni dralikl&lem
muze byt napiklad cytoplazmatické fosfatdza SHP-2, kterd deigshije aktivované Jak
kinazy a tim snizuje fosforylaci Statl (Klingmullarkol, 1995). SniZzena aktivita Statl by
také mohla byt vyvolana SOCS proteiny, které sewuara Jak kinazyimz znemo#uiji
vazbu Stat proteinu a naslédiiochazi k inhibici jejich fosforylace (Kile a kdé002).

DalSi signalni drahou, jejiz aktivace byla testavgo stimulaci interferonem
v pritomnosti  klis¢cich slin byla fosfatidylinositol-3 kindza (PI3K)espektive jeji
efektorova kindza Akt. Aktivace Akt jeutbZzitd pro mRNA translaci interferonem
stimulovanych gein a tedy dlezita pro biologické &inky IFN (Kaur, 2008). NaSe
experimenty ukazaly, Ze slinyigpobi inhib&n¢ na aktivitu Akt po stimulaci s IFI§ i IFNy.
Vyswvétleni tohoto sniZzeni fize byt na podobném principu jako u sniZzeni Statahlbl
dojit k defektu fosforylace Jak kinaz, které jsdiledité, jak pro fosforylaci Statl, tak i pro
aktivaci insulinového receptorového substratu (IR&ry je nepostradatelny pro aktivaci
PI3K (Burfoot a kol, 1997).

Existuje rekolik dukazu o nezbytnosti fuki PI3K drahy pro navozeni antivirového stavu
interferonem (Uddin a kol, 2000, Nguyen a kol, 200daSe experimenty ukazaly, Ze
aktivace Akt, efektoru PI3K, byla vlivem slin sniige Sliny inhibovali jen antivirovy
acinek IFNB. S cilem vysutlit rozdil v (€inku slin na antivirovy efekt IFNb a IFNy jsme
testovali, zda jsou oba interferony stejaitlivé k inhibici PISK. Rekvapiw, inhibitor
PI3K neovlivnil antivirovy @inek IFN B. Antivirovy (€inek IFNy byl vlivem inhibice
PI3K snizen. Resto, Ze sliny inhibuji PI3K/Akt aktivaci v L929 fikAch, inhibice PI3K se
na antivirovy @inek IFN 3 neprojevila. Proto usuzujeme, Ze tato draha retyezita

k antivirovému projevu IFNB v naSich experimentélnich podminkach.
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. Souhrn

Sliny kliS&te Ixodesricinus jiz o koncentraci 10g proteiri/ml mirng zvySuji replikaci
viru mysi encefalomyokarditidy v L929 bkéch za 24h p.i. Za 48h p.i. se vliv slin o

koncentraci 1Qg proteiri/ml neprokazal.

Sliny kliSt&te Ixodes ricinus o koncentraci 10y proteiri/ml ¢ast&né sniZuji antivirovy

acinek IFN B o koncentraci 1U/ml ¥asovém intervalu 48h p.i.

Sliny kliS&te Ixodes ricinus o koncentraci g proteiri/ml nemaji prokazatelny vliv

na antivirovy @inek IFNy o koncentraci 10U/ml ¥asovych intervalech 24h a 48h p.i.

Sliny kliS&te Ixodes ricinus o koncentraci 20y proteiri/ml snizuji o 21% fosforylaci
Statl proteinu v L929 kikach, které byly stimulovany IFBlo koncentraci 5U/ml.

Sliny kliS&te Ixodes ricinus o koncentraci 20g proteiri/ml sniZuji o 47% fosforylaci
Statl proteinu v L929 hikach, které byly stimulovany IFNo koncentraci 5U/ml.

Aktivita Akt kindzy je sniZzena vlivem slin ki&e Ixodes ricinus o koncentraci
20ug proteiri/ml v L929 buikach stimulovanych IFI8 i IFN v.

Antivirovy G¢inek IFNy o koncentraci 10U/ml je vyrarsnizen psobenim inhibitoru
PI3K (LY294002) o 1M koncentraci Wasovych intervalech 24h a 48h p.i.

Inhibitor PI3K (LY294002) o &M koncentraci nema prokazatelny vliv na antivirovy

acinek IFN B o koncentraci 1U/ml ¢asovych intervalech 24h a 48h p.i. v naSich
experimentalnich podminkach.
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