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1. Uvod

s

NejcastjSi prenos tohoto viru jeip sani infikovanym klidttem, v naSich podminkach je to
Ixodes ricinus. Infekce virem indukuje jakiyozenou, tak adaptivni imunitu. KI&t sliny,
jimiz se virus dostava dala hostitele, obsahujiizné farmakologicky aktivni latky, které
maji protisrazlivé, vasodilatai, protizastlivé a imunosupresivnidinky. Z toho plyne, ze
praw klisteci sliny hraji dileZitou roli v Steni virové infekce. V této praci jsme se pokusili
zjistit, zda dochazi k ovlivini replikace VKE vlivem sani klf&t in vivo.

Dendritické btiky predstavuji prvni cil infekce VKE a gaimezi buiky produkujici
velké mnozZstvi interferonu. Interferon ma antivéowinky a tedy hraje dlezitou roli
v kontrole replikace VKE. Virus KE zatim neznamymeéchanismy dokazeagkonavat tuto
antivirovou kontrolu. To ize byt pra¥ disledkem kligtcich slin, které jak se ukazalo, maji
vliv na interferonovou signalni drahu. V nasSich esmentech jsme se zdfili na interferon
regulani faktory (IRF), které také hraji ubkzitou roli jak v regulaci interferonu
a prozastlivych cytoking, tak i v maturaci dendritickych bék. Jednou z moznosti, jak
jsou tyto IRF aktivovany jeips signalni drahy Toll-like recepto(TLR). TLR receptory
jsou exprimovany na povrchu dendritickych Bk vazi na seb&zné motivy patogen

NaSi snahou bylo zjistit, zda kK8t cystatiny ze slin ovlituji expresi IRF a tim
negativié ovliviuji regulaci interferonu a prozéttivych cytokini, ¢imz by se mohtaste&né

objasnit mechanismus unikani VKE antivirové korgrol



1. 1 KIlist éci sliny

Krev je pro kligata zdrojem obZzivy, a proto si musela vyvinoutisgby, kterymi
parazit pekona hostitelovy obranné mechanismy. Slinné Zfaogukuji sliny obsahujici
latky, které maji protizasliveé, vasodilatani, protisrazlivé a imunomoduai (inky. Tyto
Gcinky usnaduji a umo#uji UsgEsSné sani na hostiteli.

Klistéci sliny ovliviiuji celou fadu bugk imunitniho systému. Snizuji produkci
prozartlivych cytokini u makrofag (Gwakisa a kol., 2001 a Ramachandra a kol., 1992),
inhibuji komplement, fagocytozu patogermktivitu NK burgk a steji tak i proliferaci T a B
burgk (Francischetti a kol., 2010). Na splenocytechhgaejicich z mysi, na kterych saly
nymfy Ixodes scapularis bylo demonstrovano, Ze sliny snizuji produkci 1La2 IFNy

a naopak zvysuji produkci IL-4 a IL-10, tedy inhjibprozargtlivou Thl imunitni odpoyd’

a naopak pozitiva pasobi na Th2 imunitni odpéd’ (Schoeler a kol., 1999, Ferreira a kol.,
1999).

Schopnost ovlivéni Th polarizaci sgrem k Th2 byla prokazanaek vivo. U dendritickych
burék byla produkce IL-12 a TNEsniZzena v fitomnosti kli¢cich slin (Cavassani a kol.,
2005). IL-2 a IFN produkované T-lymfocyty byly snizené fitomnosti extraktu ze
slinnych Zlaz kligtte Dermacentor andersoni (Ramachandra a kol., 1992).

Proteiny obsaZené ve slinach maji schopnost omespvavné fungovani cytokinjez hraji
velmi dileZitou roli v celém sytému prozéttivych a imunitnich dju.

Slinami kliS&te Ixodes ricinus mohou byt penasenyizné patogeny, meziérpati i virus
klistové encefalitidyBorrelia burgdorferi, babésie (Wikel, 1996).

Slinami aktivovany fenos ¢aliva activated transmission), kratce SAT efekt, je
piedpokladanym vysledkem imunomodtri&ch &inka klistcich slin v mist, kde je klisg
piichyceno. Poprvé byl SAT efekt popsantenmosu Togoto viru (Jones a kol., 199%in¥
dukaz SAT &inku byl demonstrovan tak, Ze kdyz byl patogenkapian do hostitele spolu
s extraktem ze slinnych Zl4z (SGE), byla pozorovaneokat zvySena infeinost pro
klistata, nez kdyz byl patogen aplikovan bez SGE (Nwthbbuda, 2004).

Jednim z prvnich SAT faktbrbyl identifikovan imunosupresivni protein Salpl1Byl
vyizolovan z klistcich slin kliStte Ixodes scapularis (Ramamoortha kol., 2005). Inhibuje
imunitni odpo¢d” CD4+ T-lymfocyti (Garg a kol., 2006). Mezi dalSi imunosupresivni
proteiny paiti cystatiny.

Cystatiny s prozéattlivou a imunosupresivni aktivitou byly objeveng slinachlxodes

scapularis (Kotsyfakis a kol., 2006).



Byly pojmenovany jako sialostatin L (SialoL) alsgtatin L2 (SialoL2) (Kotsyfakis
a kol., 2006). Uk4zalo se, Ze oba sialostatiny nmdgibicni (¢inky na katepsin L a nemaji
Zzadny inhibéni (Cinek na katepsin B a H (Kotsyfakis a kol., 2007al&tatin L navic sil&
inhibuje katepsin S narozdil od SialoL2, ktera eekatepsin S inhibuje velmi slabale je
naopak spojovan s G&nym sanim kliste (Kotsyfakis a kol., 2007).
SialoL ma inhibéni (&inek na LPS indukovanou maturaci DC. Vlivem Sialpll pozorovan
pokles produkce TNk a IL-12 v dendritickych hitkadch a také byla snizena upregulace
kostimula&nich molekul (Sa-Nunes a kol., 2009). Byl pozoroudmbicni (cinek SialoL na
interferonovou signalni drahu v DC (nepublikovargdafl. SialoL2 se podili na (&&mém
sani klistte (Kotsyfakis a kol., 2008). A pré\BialoL2 se d& také povaZzovat za SAT faktor,
neba’ jeho gitomnost vyrazé pozitivre ovlivnila rist Borrelia burgdorferi v kizi po jeho

subkutanni aplikaci dot&i in vivo spolesg s boréliemi (Kotsyfakis a kol., 2008).

Jsou znédmy dalSi konkrétni proteiny ze slin thliStiznych druli. NiZze jsou
zmirgny reékteré z nich, u nichz byl také prokazan vliv naikyuimunitniho systému a na
cytokiny hrajici dilezitou roli v imunitnich djich.

Iris protein byl nalezen ve slindch k& Ixodes ricinus pasobici jako imunosupresor, ktery
inhibuje produkci Bkolika prozastlivych cytokini (Leboulle a kol., 2002).

Dale byl ve slinach kligte Ixodes scapularis nalezen protein vazajici IL-2 a tim snizujici
jeho dostupnost pro ovli¥ni T burécné proliferace (Gillespie a kol., 2001).

Evasin-1, nalezeny ve slinadRhipicephalus sanguineus (Frauenschuh a kol., 2007), je
charakterizovan jako protein vazajici se na chemokthemokiny jsou malé proteiny, které
jsou klicové pro migraci butk do mista poSkozeni. Jejich gradient owlije prag
bung¢nou migraci a jeho zémou dochazi k ovlivéni exprese jejich receptona fiznych
typech bugk (Mantovani a kol., 2004). Mezi chemokiny fialL-8, jeZz je hlavnim
mediatorem pro migraci neutrafila eotaxin, ktery je idezity pro chemotaxi eosinofil
Receptory pro tyto chemokiny na svém povrchu expjiiinzirné buiky a bazofily (Lippert

a kol., 1998). Pravtyto zmiréné buky jsou ve velkém p#iu péitomny v mist sani klistte.
Anti-chemokinova aktivita byla zji&ha i v extraktuze slinnych Zlaz kigt Dermacentror
reticulatus, Amblyomma variegaltum alxodes ricinus (Hajnicka a kol., 2005).

V neposlednitacé prostaglandin E2 nalezeny ve slinach inhibuje maaiudendritickych
burgk a s tim souvisejici schopnost aktivovat T d&mou proliferaci (Sa-Nunes a kol., 2007).
Slinami kliS&te Ixodes ricinus mohou byt penasenyizné patogeny, meziérpati i virus

klistové encefalitidy, kterému se budénevat nasledujici kapitola.
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1.2 Virus kli§ toveé encefalitidy (VKE)

VKE spadéa doceledi Flaviviridae, rodu Flavivirus. Je jednim z mnoha arbotrir
vyskytujicich se v Evrop a v Asii a jeclerén do 3 subtyp: evropského, sibského
a dalrtvychodniho (Grard a kol., 2007). V naSich podmihkse vyskytuje evropsky subtyp,
ktery je @genasSen kligtem Ixodes ricinus. Klist¢ slouzi jako vektor VKE. Hlavnim
hostitelem a reservoarem jsou menSi obratlovci, j§eiti kompetentni pro dostateu
replikaci VKE a i naslednyignos na sajici kif&ta. Clovek je nahodnym hostitelem pro
klist¢ a virem se nakazi sanim infikovaného Kiit ktery se doéta dostava v kligtich
slinach (Doérrbecker a kol., 2010).

Klistovou encefalitidou onemocni v Evedpocné priblizné 2000 lidi (Stss, 2008).
Praibéh onemocini evropskym subtypem VKE probihd u 72%ppdi symptomaticky ve
dvou fazich. Inkubé&ni doba je obvykle 7 az 14 dni, po ni je viremidlkde, ktera je
charakterizovana nespecifickymi symptomy, ktei@aminaji cliipku. Poté néasleduje
obdobi piblizné jednoho tydne, kdy j€&lovék asymptomaticky, pak nastane druha faze
onemocgni, kter& se projevuje hatkami, bolesti hlavy, meningitidou nebo
meningoencefalitidou. Umrtnost u tohoto subtypu VjéEelmi nizka +2% ve srovnani se
zbylymi subtypy VKE (Logar a kol., 2000).

V dnesni dob existuje &inné akovani proti evropskému subtypu VKE, zaloZzené niéi uz
inaktivovaného viru formaldehydem (Kunz, 2003).

Viriony viru klistové encefalitidy jsou kulovitého tvaru, malé a @nc¢astice

(Obr. 1. 1). Povrch virionu je twen fosfolipidovou vrstvou, na které jsou povrchove
proteiny — M (membrane) a E (envelope)ifedbdimer a M protein, jehoz prekurzorem je
prM. Vnitiek virové ¢astice tvéi nukleokapsida, jeZz obsahuje kapsidovy protein C
a jedndetézcovou molekulu RNA pozitivni polarity o velikostil kb, kterd neni zak¢ana
poly(A) sekvenci (Mandl, 2005).
Virové proteiny jsou kédovany v jednogtecim rdmci (Open Reading Frame - ORF) &itvo
polyprotein, jez je kotransta¢ a posttranskné S€pen bugénymi a virovymi protedzami na
jednotlivé virové proteiny a to na 3 strukturni (&, E) a 7 nestrukturnich (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). Tyto proteiny jsouohyproteinu usptadany nasledown

5-C-prM-E-NS1- NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3Lindenbach a kol., 2003).



Py # Nukleckapsida

Hezrala forma Zrala forma

Obr.1. 1 Stavba virovéastice. Povrchové proteiny —M (membrane) a E (epe tvaici

dimer a M protein, jehoz prekurzorem je prM (Mar0Q5).

Replikace viru kligové encefalitidy je na Obr. 1. 2.

Virova castice vstupuje do liky endocytozou zprosdkovanou skrze receptor, dostane se

do endozomu, kde wdledku kyselého pH dojde k membranové fuzi E pnotei

s membrdnou endozomu a tim kuwolih nukleokapsidy do cytoplazmy iky.

V cytoplazng se z nukleokapsidy uvolni virova jedetezcova RNA a je zahdjena replikace

viru. Zkompletovani viru se &k v endoplazmatickém retikulu a ¥m vznikne nezrala

virova castice (obsahujici prM protein) a v trans Golgiparatu virov&astice maturuje a to

tak, Ze pr fragment M proteinu je o&3n a E protein vyt¢d homodimer. Takto zralé a

infekeni ¢astice jsou uvalovany exocytdzou ven z bky (Stiasny a kol., 2006).

Zraly virton
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Proteolytick e ' %
odittpent prif Ny
proteinu

Endesom

; Eompletace
- - O wirionu ‘
\ pH <6-6 S —
\ ¢ ' RIMA replikace
“‘ S
\ Uvoinéné virova \‘
EI4
\\\

— = Wezraly virion

Obr. 1. 2 Replikeni cyklus viru kli¥oveé encefalitidy (Stiasny a kol., 2006).



Zatim nejsou fesré popsany mechanismy, kterymi VKEekonava firozenou i
adaptivni imunitu, také neni moc znamo jaleg® vstupuje do CNS a jak ji infekce
posSkozuje.

Ve skuté€nosti vSechny sav bunky, které jsou infikovany jsou schopné rozeznat ciz
patogeny skrze receptory tomuemé a to TLR receptory a cytoplazmatické RIG remgpt
(Takeuchi a kol., 2009). Detekci patogd#mito receptory se spousti mechanismygzené
imunity, jejichz vysledkem je tvorba interfefiontypu |, které jsou schopné navodit
antivirovy stav a slouZzi jako prvni obranna linfgimz vysledkem je aktivace syntézy vice
jak 300 bug¢nych proteird brzo po infekci (Haller a kol., 2006).

Dulezitymi buikami v imunitni obra& proti viru jsou dendritické hiky, které jsou
potencialnim cilem VKE. Obeérmpo absorpci viru dendritickymi ikami dochazi fes TLR
signalizaci k jejich maturaci. Vysledkem je prodekchemokif, prozartlivych cytoking,

IFN typu | a ke zvySené expresi MHC Il molekul (kedn a kol., 2007).

1.3 Dendritické bu rky

Reakce imunitniho systému naitpmnost sajiciho klidte za&ina uz v mist jeho
sani. Klis¢, aby mohlo sat, musi porusit fyzickou bariéru a j® kize. Jako prvni hiky
imunitniho systému se setkavaji s Kigdini slinami keratinocyty, zirné kiky, dendritické
buiky, makrofagy a eosinofily. Tyto iy uvoliuji mediatory, které podauji migraci
prozargtlivych burgk jako jsou teba neutrofily do mista sani kit (Francischetti a kol.,
2010).

Dendritické buky jsou antigen prezentujici fky, které uvadi do pohybuép
vedouci k adaptivni imunitni odp&di. DC se vyskytuji ve forgzralé a nezralé a tyto &v
formy se od sebe liSi i fudke. Nezralé DC jsou lokalizované v nelymfatickychriiéh jako
je kize a mukaza, jejich hlavni funkci je vychytavatigeny. Po rozeznani antigenu nezralé
DC podstupuji komplex procésredoucich K jejich zrani, které vyiige k migraci z tkani
do sekundéarnich lymfatickych orgénZarover dochézi k upregulaci MHC Il komplexu
a kostimulgnich molekul, coz je zasadni pro prezenci antigiandritickymi butkami
T-lymfocytim (Liu a kol., 2001).

Dendritické btuiky Ize rozalit na dw kategorie, z nichz kazd4 zahrnujékolik
subtypmi. Ty se od sebe vyrazniSi, co se tyka funkce, produkce cytokirexprese TLR
a IRF.



Prvni skupinou jsou konveni DC (cDC), které mohou byt daléldny na migrujici
DC a lymfoidni DC. Migrujici DC vychytavaji antigenv perifernich tkanich a migruji
lymfou do lymfatickych uzlin, kde zpracovany antigerezentuji T-lymfocytm (Bell a kol.,
1999). Pati sem Langerhansovy bky kiZe, které se mohou nachéazet i v epitetawstiho
a dychaciho traktu (Romani a kol., 2003).

Lymfoidni DC jsou pimo v lymfatickém organu a wm sbiraji a prezentuji antigen. Jsou to
piedevsim DC biiky sleziny a thymu, které se mohatlidna dalSi subtypy.

Do druhé skupiny pé#t plazmocytoidni DC (pDC). Jsou to veéleirkulujici buiky,
které z&nou produkovat velké mnoZstvi interferonu typu Ivimvé ¢i bakterialni infekci.
Infekce také rdiZze zpisobit, Ze tyto biikky ziskaji schopnosti jako konwv&r dendriticka
buika a to prezentovat antigen (Liu a kol., 2005).

Proteiny v kliscich slinach mohou ovlilovat vlastnosti a funkce DC. Ukazalo se,
Ze sliny pochéazejici z kli&e Ixodes ricinus inhibuji DC maturaci vyvolanou ligandy
virovych TLR receptar. Mimo jiné se ukazalo, Ze DC vyizolované z my3grgm byly

piedtim injikovany sliny, maji zhorSenou funkci v peaci antigenu (Skallova a kol., 2008).

1. 4 Toll-like receptory (TLR)

Toll receptory jsou transmembranové proteiny, &t evoltné vyvinuly od hmyzu
az k savam. Tyto receptory byly nejive identifikovany jako zakladni molekuly, kterélyy
souwasti embryonalniho vyvoje u drosofily a také jakokéist imunity proti onemoemim
zpasobenym houbami. Homologni rodinghto receptar existuje i u savt a odsud nazev
Toll-like receptory (TLR).

TLR jsou spojovany s receptory pro cytokin IL-1e &kelmi se liSi v extracelularni oblasti.
TLR v této ¢asti obsahuji konce bohaté na leucin, zatimco tecgpro IL-1 zde majiit
domény podobné imunoglobulim (Takeda a kol., 2005).

TLR receptory rozpoznavajiuzné mikrobialni komponenty, které se nachazeji
v membranach, bainych sénach, bilkovinach a v DNA mikrdb Tyto sodasti patoge
funguji jako spougte imunitni odpowdi, jez je zprosedkovana skrze makrofagy,
dendritické biikky a slozky komplementu. Aktivaciédhto imunitnich buék dochazi
k produkci cytokiri, chemokiri a nasled& i k aktivaci adaptivni imunity (Akira a kol.,
2001)



Dodnes je zatim znamo Xleni TLR rodiny Jednotlivé TLR Ize roztit do dvou
skupin a to podle jejich bgtné lokalizace a podle ligandu, které rozpoznawsgi.povrchu
burgk jsou exprimovany tyto receptory TLR1, TLR2, TLR#LR5, TLR6 a TLR11.
Rozpoznavaji fedevSim komponenty mikrobialnich membran a tohejigidy, lipoproteiny
a proteiny. Ostatni receptory jako TLR3, TLR7, TLR8 TLR9 jsou exprimovany
v intracelularnim prostoru iy a to b’ ve v&cich endoplazmatického retikula,
lyzozomech, endozomech a endolyzozomech, kde roApaj nukleové kyseliny mikrdib
(Obr. 1. 3) (Kawai a kol., 2010).

TLR1, TLR2 a TLR6 tvdi dimery mezi sebou.

TLR2 rozpoznava Siroké spektrum mikrobialnich komgutii, jako jsou nap lipoproteiny,
lipopeptidy rozlénych patoged, peptidoglykany z Gram-pozitivnich bakterii (Takealkol.,
2003). To, Ze je schopen rozliSit tak variabilniabstvi sloZzek pochéazejicich z mikighe
pravdpodobré tim, Ze TLR2 vytvB heterodimer s TLR&i TLR6 (Saitoh a kol., 2004).
TLR3 je zodpowdny za rozpoznavani dviegzcové RNA, ktera je produkovanid mnoha
viry pii jejich replikaci (Alexopoulou a kol., 2001).

TLR4 je zakladnim receptorem pro rozeznani lipogatharidu (LPS) z Gram-negativnich
bakterii. A jako jediny TLR receptor vyuziva vSeghmolekuly receptorové domény a je
tedy schopen aktivovat oba typy signalnich dratogfedkovanych TLR (Hoshino a kol.,
1999). LPS se nevazéimo na TLR4, ale na koreceptor CD14, ktery zpgemtovava jeho
interakci. DalSi molekuloutdezitou pro interakci s LPS je molekula MD-2. Tasjgojena
s extracelularni doménou TLR4 na povrchiikyu(Akashi a kol., 2000).

TLR5 rozpoznavé flagelin, coZ je protein obsaZenyakteridlnich kiikach jak Gram-
pozitivnich, tak i Gram-negativnich bakterii (Halyaa kol., 2001).

TLR7 rozeznava na guanosin a uridin bohaté jesitmcové RNA viry, jako je nap HIV,
VSV a virus cliipky (Diebold a kol., 2004). Ekteré flaviviry jsou téZ rozpoznavany timto
receptorem nap virus zapadonilské hatky (Town a kol., 2009) nebo Langat virus (Baker
akol.,, 2012). TLR7 rozpoznadva také syntetické rlidya to derivaty skupiny
imidazoquinoliri, jako jsou imiquimodi resiquimod (R 848) (Dockrell a kol., 2001).
TLR9 hraje dilezitou roli v bugcném rozpoznavani bakterialni CpG DNA pochazejici

z bakterii (Hemmi a kol., 2000)
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Obr.1. 3 Lokalizace Toll-like receptona povrchu biky a na endoplazmatické memban
(Takeda a kol., 2005).

1. 4. 1 Signalni drdhy aktivované p fes Toll-like receptory

Po stimulaci TLR dochazi k jeho dimerizaci. &&8my TLR se tvéi homodimery.
Jen TLR2 se formuje v heterodimer s TLRRILRG6, jak bylo zmigno dive.

Dimerizaci TLR se aktivuji signalni drahy, kteréctzi z cytoplazmatické domény TIR.
Na tuto doménu se vazou adaptorové molekuly jak®88y TIRAP, TRIF a TRAM, jez se
vyskytuji u fiznych TLR a aktivuji rozdilné signalni drahy.

Molekula MyD88 je pitomna u vSech TLR krotnTLR3. Aktivuje transkrigni faktor NF-
kB a MAP kinazy, coz vede k indukci prozélivych cytokini (Aderem a kol., 2000).

TRIF je u TLR3, TLR4 a podili se na alternativmaze vedouci k aktivaci transkéipiho
faktoru IRF3 a NFe¢B. Vysledkem je indukce interferonu typu | a progénych cytokina.
TRAM a TIRAP jsou molekuly, které zpréstikovavaji interakci TRIF s TLR4 a MyD88
S TLR2 a TLR4 (Obr. 1. 4) (Takeda a kol., 2005)

Na zaklad téchto molekul spadajicich pod TIR doménu Ize sighalrahy
zprostedkované TLR rozlit na signalizaci zavislou na MyD88, kterddi indukci
prozartlivych cytokini a na signalni drahy zavislé na TRIF, které jsmsezodpo&dné, jak
za indukci IFN typu | tak i prozé&tivych cytokini (Akira a kol., 2006).
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Obr. 1. 4 TLR signalizace (Takeda a kol., 2005)

TLR signalizace vychazi z cytoplazmatické doméniy, ™ kterou je spojen adaptor MyD88.
Po navazani ligandu na TLR receptor se spoustikiaslaktivaci kindz rodiny IRAK,
TRAF6 a IKK. Ten posledni komplex fosforylujgB protein a vysledkem je aktivace
a translokace transkiipiho faktoru NF«B do jadra, kde indukuje expresi proztivych
cytokini. Druhy adaptor TIRAP je seéasti signalni drahy zavislé na MyD88 a to
u receptoru TLR2 a TLR4.i€&ti adaptor TRIF je s@ésti drah nezavislych na MyD88.
Ctvrty adaptor TRAM je specificky pro drahu zpiestkovanou skrze TLR4, jenZ spousti
oba typy signalnich drah. (Takeda a kol., 2005).

TLR se podili i na antivirové imugitA to konkrétg TLR 3, TLR 7, TLR 8 a TLR9,
jenz jsou schopné rozeznatkteré virové nukleové kyseliny. VSechny tyto reoep
rozeznavaji degradované virodéstice v endozomect lyzozomech biiky.

Dusledkem aktivace TLR virovou infekci jsou spust mechanismy, které spusti expresi
prozargtlivych cytoking, aktivaci antigen prezentujicich kiknako jsou dendritické hiky a
makrofagy, aktivaci NK butk a indukci adaptivni imunity.

Aktivované TLR u DC spousti kaskadujial které se podili na zrani DC. Tato maturace je
spojena, jak jiz bylo zmémo dive, se zvySenou tvorbou MHC Il komplexu a upregula
kostimula&nim molekul CD80 a CD86 na povrchu dendritickychdbdu Maturované DC
migruji z mista infekce do sekundarnich lymfatidkyrgari, kde prezentuji antigen (Bowie
a kol., 2005). Kikova role pi aktivaci dendritickych butk nalezi adaptoru MyD88.
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Bylo ukazéno, Zze MyD88 deficitni mysi, které bylystaveny viru HSV-2, nebyly schopné
produkovat CD4+ T-lymfocyty, coZz demonstruje zavsslaktivace T-lymfocyt na maturaci
dendritickych buk (Kaisho a kol., 2001).

TLR jsou exprimovany naiznych butkach imunitniho systému vwizném mnozstvi,
nag. na monocytech se vytkiangkolik tisic molekul na bikku a na nezralych dendritickych
bunkach je to jen &kolik stovek molekul. TLR jsou tweny i na jinych bitkkdch nez
imunitnich a to na epiteliadlnich dk&ch traviciho, urogenitalniho a dychaciho traldunich
endotelialnich bikach, na srdsich myocytech a také adipocytech (Akira a kolQD0

1. 5 Interferon regula €ni faktory (IRF)

Pro girozenou imunitu je @lezita indukce IFN typu I. K interferdém typu | sefadi
IFNa, IFNB, IFNS, IFNe, IFNk, IFNt a IFNo (Pestka a kol., 2004). I3 je sekretovan
infikovanymi buikami a tyto interferony budou v nasledujici¢hstech mySleny jako
interferon typu |. Tato indukce je zprostkovana skrze receptory, které rozpoznavaji
patogeny, jako jsou viry, bakterie atd. Velmi zadadoli v indukci IFN typu | hraji
transkrigni faktory patici do rodiny interferon reguaich faktofi (IRF) (Honda a kol.,
2006).
Je znamo @lena této rodiny IRF1 IRF9.

IRF jsou také tlezité regulatory TLR signélnich drah (Ozato a ka007).
Kazdy IRF transkripni faktor se podili na&akém )i souvisejicim s imunitni reakci
a s fistem a diferenciaci bgk. Dale jsou uvedeny sine n¢které funkce jednotlivych IRF.
IRF1 stimuluje expresi interferonem stimulovanycleng a prozastlivych cytokini
a podporuje Thl odped (Honda a kol., 2006) a takdégobi jako supresor tumiofHarada
a kol., 1993).
IRF2 potl&uje expresi interferonem stimulovanych gem podporuje buigny a nadorovy
rast (Harada a kol., 1993).
IRF3 aktivuje genovou expresi interferonu a dalmstuje interferonem stimulované geny
(Honda a kol., 2006)
IRF4 stimuluje geny specifické pro B-lymfocyty ahibuje produkci prozaitlivych
cytokini (Sciammas a kol., 2006). Jailefity pri diferenciaci DC, T a B lymfocyt
(Mittrucker a kol., 1997).
IRF5 stimuluje expresi mySich prozdlivych cytokini (Honda a kol., 2006).
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IRF6 je zodpowdny za vyvoj buik kiZze (Richardson a kol., 2006).

IRF7 aktivuje genovou transkripci interferonu typw DC a ostatnich hikach (Honda
a kol., 2006).

IRF8 rovreéz aktivuje genovou expresi pro interferon typu Ipazartlivych cytokini
v makrofagach a DC (Dror a kol., 2007).

IRFO wytv&i komplex se STAT1 a STAT2 a aktivuje transkripanterferonem
stimulovanych gei (Darnell a kol., 1998).

Kazdy IRF faktor obsahuje cca 120ti aminokyselinovdoménu rozpoznavajici DNA
sekvenci, ktera je oztiavana jako interferonem stimulované elementy (ISRERE slouZi
jako promotor pro geny, jenz jsou indukovany sigimai drahami spojenymi s interferony
typu |, konkrétgd s IFNo/B (Taniguchi a kol., 2001). Tyto ISRE elementy jsoamotorem
i pro geny, které kéduji samotné interferony typa $teji tak geny zahrnuté v imunitnich
reakcich. Jak uz bylo znmino vySe, TLR receptory spousti signalizatidrah a to NRB
drahu, MAPK drahu a IRF drahu.

Interferon reguléni faktory, které hraji pilotni roli v gateni indukci interferonu
typu I, jak po virové infekcti LPS stimulaci jsou IRF3 a IRF7.
IRF7 je stejg jako IRF3 volg v cytosolu biky. Po rozpoznani virovycltdstic nebo
ligandu pro TLR4 receptor jsou aktivovany serirgtiminové kindzy TBK1 a IKK1, ktere
fosforyluji a tim i aktivuji IRF3 a IRF7. Nasledgldojde k jejich dimerizaci a translokaci do
jadra, kde stimuluji transkripci IFMB ( Sharma a kol., 2003). Je zajimavé, Ze TLR4 je
aktivovan kromnd LPS i rekterymi virovymi ¢astmi jako je nap fuzni protein F viru RS
(Kurt-Jones a kol., 2000). IRF7uxe vytv&et homodimer nebo heterodimer s IRF3 a tyto
dimery maji také rozdilny vliv na expresi dgepro interferon typu | (Marie a kol., 1998).
IRF3 je silny aktivator IF§ geni. Naopak, IRF7 &nn¢ aktivuje, jak geny pro IFpltak
i pro IFNa (Sato a kol., 2000). Vysledkem signalizace je kudugeri pro IFN3 nikoli pro
IFNa (Hoshino, a kol., 2002).
Autokrinné produkovany interferon typu I, pak aktivuje JaktSsignalni drahu, jejimz
vysledkem je krom jiného i silna indukce IRF7. IRF7 pak pozitévovliviiuje druhou vinu

IFN exprese (Obr. 1. 5b). IRF3 je, na rozdil o&TRexprimovan v hikach konstitutiva.
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Obr. 1. 5 IRF faktory pozitivhreguluji interferonové geny (Honda a kol., 2006).

a) ¢casna faze infekce, kdy IRF3/7 indukuji expresincbkini a malé mnoZstvi IFNp

b) pozdni faze, kdy sekretované k=K aktivuji Jak/Stat signalni drahu a nasledrduku;ji
IRF7, coZ vede k robustni indukci interferonu.

Je znamo, Zétyti interferon regulani faktory jsou pozitivni reguléatotranskripce gein pro
interferon typu | a jsou to IRF1, IRF 5, IRF3 a IRH¥i virové infekci jsou klEovymi
regulatory genoveé exprese interferonu typu | priRF3 A IRF7, narozdil od IRF1 a IRF5
(Taniguchi a kol., 2001).
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2. Cile prace

1. Vliv klistécich slin na replikaci viru klf®ové encefalitidy a produkci prozétvych

cytokint in vivo.

2. Vliv klisteécich cystatifi na genovou expresi interferon regulich faktor

v dendritickych biikach po stimulaci TLR ligandy.
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3. Material a metody

3.1 Bun ééna linie, virus a klist éci cystatiny

PS— burg¢na linie derivovana z bék prasei ledviny. Buiky byly kultivovany v médiu
L-15 (Leibovitz) s 3% prekolostralnim telecim sargPTS) (PAA), 1% antiobiotiky
a antimykotiky (ATB) (PAA), 1% glutaminem (PAA¥i®B7°C.

Pasazovani bylo provédo suchou trypsinizaci.

Virus kli&’ové encefalitidy kmen Neudoerfl. Virus byl 4x pordea na mozcich sajicich

mysek. Virus ve for20% mozkové suspenze dosahoval titrGRBU/mI.

Klistéci cystatiny byly laskavposkytnuty Dr. Kotsyfakisem. Bylyfipraveny vE. coli
a pecisteny od LPS (Kotsyfakis a kol., 2006).

3. 2 Odbeér klist écich slin

KlistataIxodes ricinus sala na mateti po dobu 6ti dni. Nasaté samice faiSbyly
piipevreny pomoci oboustranné lepici pasky k podloZznimekidh. Na hypostom a jednu
z palp jim byla nasazena sktgra kapilara, ktera se zafixovala pomoci modelirg Htbetni
cast tla jim bylo aplikovano po @ 5% roztok pilokarpinu (pilocarpine hydrochloride,
Sigma) v 95% ethanolu. Taktdipravena kligata se umistila do vihké kdirky, kde byla
inkubovana po dobu 2 hoditi37°C; 3,5 % CQ Za danyas kli¥ata vyprodukovala sliny
v objemu 2-10I.

Obsah proteiin ve slinach byl stanoven pomoci metody podle Bnahifee pro
stanoveni koncentrace protéifsouprava BioRad, Bradford, 1976). @dklin byl provadn
metodou podle Valenzuela a kol., (2000). Sliny hydhovany p teplog -70°C.

Klistata pro odr slin pochazela z volné&ipody z oblastiCeskych Budjovic. Byla
odchytavana metodou vlajkovaniteB pokusy byly sliny filtrovany¢imz bylo zabra#gno

piitomnosti spirochét Lymské boreliozy.
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3. 3 Plakova titrace

Pro vyjadeni titi v plakotvornych jednotkach (PFU, angl. Plaque fogmunits)
byla pouZzita metoda plakové titrace (de Madrid gd®feld, 1969). Byly pouzity
24—amkové panely (TPP, Svycarsko), do nichZ byhediay testované vzorky desitkovym
fednim v kultivaétnim médiu. V kazdé jamce bylo 2d0redného vzorku. Titrovalo se na
PS butk&ch. Do kazdé jamky bylaridédno 30@l suspenze PS bk v mnozstvi
1,2 x 16 bunsk na jamku (koncentrace 4 x “funsk/ml). Obsah panelu byl promichan.

Po uplynuti 4-5 hodin bylfman geliv po 40Qul na jamku. Reliv byl roztok

3% karboxymetylcelulozy (CMC) a 2x koncentrovanéhd5 kultivatniho média v pogru
1:1. V3e bylo inkubovanoip37°C v atmosfée 0,5% CQ. Po uplynuti piblizné 6ti dni
inkubace byly panely promyty fyziologickym roztokd/M9% roztok NaCl) a poté obarveny
roztokem naftalenovéerns

(1g naftalenovéerrg, 60ml ledové kyseliny octove; 13,5g octanu sodreedoplrno do

1 I H,0). Na zaklad toho bylo mozné stanovit pet vytvaenych plaki.

3. 4 Infekce mysi virem kli§ t'ové encefalitidy

MysSi (Sestitydenni samice) kmenu C57BL/6 (CharRiser Laboratories) byly
subkutang infikovany davkou 200 PFU/mI viru kliévé encefalitidy kmenu Neudoerfl
v 20Qul média L15 s 3% PTS tzn. jedna mys infikovana @dé&vk00 PFU/mI v objemu 2Q0
Mysi byly rozctleny do ti skupin. Prvni skupina byla kontrolni. Tyto my$§iybinfikovany
jen virem. Druha skupina mysi byla infikovana viresm slinami z kligte Ixodes ricinus
o koncentraci 2(g proteiri/ml v objemu 20Ql média L15 s 3%. feti skupina mysi byla
infikovana virem a byly nagnasazeny kil nymfy klisg€te Ixodesricinus (10 nymf na jednu
mysS) a v dalSim experimentu dep klistéte Ixodes ricinus (2 dosgilci na jednu mys).

V danychc¢asovych intervalech 1, 2, 3, 4, 5 a 6 dni byl staman titr viru v séru, slezén

a kizi (v mist¢ sani nymfci klistat). Pro kazdy interval byly odebirany zrme organy ze
3 jedindi z kazdé skupiny. Organy byly homogenizovany v hgemizatoru (Tissue Lyser II,
Roche) pi 30 000Hz po dobu 3 az 6 minut za vyisoi 20% suspenze (w/v) v médiu L15
s 3% PTS a 1% ATB. Vznikla suspenze ze slezifiza kyla poté centrifugovana 10 minut
pii 12 000 rpm (4°C, uhlovy rotor Hettich 1615).
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Titr viru ve vznikléem supernatantu byl zg#t plakovou titraci. Krev byla také
centrifugovana $ 10 minut i 12 000 rpm (4°C, uhlovy rotor Hettich 1615). Vizléi sérum

bylo taktéz podrobeno plakové titraci.

3. 5 Stanoveni koncentrace TNF a a IFNy v séru

Koncentrace prozétiivych cytokini TNFa a IFNy byla stanovovana ve vzorcich
séra ze vSech odebiranych intefivalskupin. Pro jejich stanoveni byl pouzit ELISA Ka-

Bioscience). Postupovalo se podle navodu vyrobce.

3. 6 Izolace dendritickych bun ék

Dendritické buky byly izolovany metodou pozitivni selekce na nerkCD11c
s vyuzitim magnetickych kuwéek. Mysi byly usmrceny cervikélni translokaci aledss jim
byla vyjmuta slezina. Ta byly rozgtana na malé koudly a inkubovana v médiu RPMI
(PAA) s liberazou DL (Roche) o koncentraci 0,67 UanDNazou o koncetraci 2Q8/ml
(Roche) po dobu 30 minutiB7°C na tepace. Poté byly protkgeny skrze 70m sitko (BD
Biosciences) a ifredny dvojnasobnym objemem MACS pufru (PBS (fosfatyrguany
fyziologicky roztok)) s 1mM EDTA a 2% BOFES (bovinietalni sérum)) a centrifugovany
10 minut @i 1 500 rpm (4°C, Uhlovy rotor Hettich 1620). Potdugaci byl buikovy pelet
resuspendovan v 838D MACS pufru a bylo pdano 5@l CD11c kuliéek (anti-CD11c
(N418)Ab, Miltenyi Biotec) a nasledovala inkubacB fninut na ledu. Po inkubaci byl
piidan 10ti nasobny objem MACS pufru a &nrcentrifugovana 10 minut 1 500 rpm (4°C,
ahlovy rotor Hettich 1620). Pelet byl resuspendovatD0Q MACS pufru. Nasledovala
separace na MACS kolonce dle instrukci vyrobce téMii Biotec, Bergish Gladbach,
Germany). Takto ziskané dendritickénky byly kultivovany v médiu RPMI dopbm
0 10% fetalni sérum (BOFES), 1% ATB (antibiotika aatimykotika) a 50uM ME

(merkaptoetanol) (Sigma).
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3. 7 Aktivace dendritickych bun &k TLR ligandy

Cerstw vyizolované dendritické biky byly zaloZzeny do 24 jamkovém panelu (TPP,
Svycarsko) o koncentraci 2 x ®6unsk na jamku v objemu 1ml. Druhy den byly itky
stimulovany LPS (100ng/ml) (Sigma) nebo Poly (I{@jtrogene) s imiquimodem (R 837)
(Invivogene) (oba o koncentraciu@ml) po dobu 4 nebo 10 hodin. Stimulaci Bkin
predchézela preinkubace s cystatiny SialoL a Sialdu®1) 2 hodiny.

Poté byla z dendritickych bgk vyizolovdna RNA.

3. 8 I1zolace RNA a syntéza komplementarni DNA (cDNA )

Totalni RNA z dendritickych buk byla extrahovana za pouziti Nucleospin RNA I
kitu (Macherey-Nagel) a postupovalo geg® podle instrukci vyrobce. Kvalita vyizolované
RNA byla zkontrolovdna na 1% agardézovém gelu. Katreee RNA byla stanovena
spektrofotometricky (Biophotometer, Eppendorf).
1ug totalni RNA byl pouzit k syntéze komplementartNAD(cDNA).

Pro syntézu cDNA byl pouzit cDNA kit (Applied Biostems). Postupovalo se podle
instrukci vyrobce.
Rozpis reakce pro 1 vzorek byl nasledujici:

1Qul 2x RT pufr (Applied Biosystems)

lul RT (Reverzni transkriptaza, Applied Biosystems)

1ug totélni RNA v @ (RNA-free voda)

Vzorky byly inkubovany 60 minutip37°C a 5 min i 95°C. Vytva'ena cDNA byla pak
pouzita v kvantitativni real-time PCR.
3.9 Kvantitativni real-time PCR

Real-time PCR byla amplifikovana v 0,1 ml PCRpstoh (Qiagen) vijistroji Rotor
Gene 3000 (Corbett Research), jenz pouziva softiRater-Gene verze 6.0.19 (Corbett
Research).
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Primery a sondy (Sigma) specifické pro mySi IRAREA7 jsou uvedené v Tab. 3.1 a Tab.
3.2. Sondy byly duathznaeny na 5 konci fluorochromem FAM a na 3' konci Za&m
BHQL1.

Tab. 3.1.
Sekvence IRF 4
sonda 5-CATAATCCCTCCAGCTCCTGTCAT-3
forward primer 5'-CCAGCAGGTTCATAACTA-3'
reverse primer 5'-GGACATTGATATGGGATTTC-3'
Tab. 3.2.
Sekvence IRF 7
sonda 5-ACCACAAGTTCTCAAACCTCATCTG-3
forward primer 5'-CACTGAGTTCTGAACCTA-3
reverse primer 5-GTTGGTAACAGGTAGGAA-3!

Reakni smés na jeden vzorek obsahovala (vysledna koncenjgaoeedena v zavorce):
1l 2x JumpStarTaq Ready Mix (Sigma)
2,81 25mM MgCh (Sigma) (3,5mM)
0,44 20uM fluorescekini sonda (200nM)
ul  10uM forward primer (500nM)
ul  10uM reverse primer (500nM)
3,8 deionizovana voda
Do pripravené srési byl pridan Iul cDNA. Celkovy objem reaini snesi byl 2Qul.
Amplifikace probihala v cykleru Rotor Gene 3000nZaledujicich podminek:
1x 2 minutova inkubacei®4°C
40x 94°C po dobu 15 sekund a 60°C po doburilityi

Real-time PCR byla provéda v triplikatech. Data byla vyhodnocena prograniator-
Gene 6.0.19. Ziskana data byla analyzovana konipair&r metodou.
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Jako referetni gen byl pouzit3-aktin (Applied Biosystem). Normalizované hodnoty C
(proti B-aktinu) byly vztahovany proti kontrole, coz bylgstimulované dendritické hky.

Pro vypaet relativni exprese sledovanych ¢idayl pouzit tento vzorec (Livak a kol., 2001):

-AAC AC (sledovany gen) A C (kontrola,
2BAC — o (AC_( ygemac ( )

3.10. Statisticka analyza

Statisticka vyznamnost vysleilkyla vyhodnocovana v programu Medcalc 11.2.0.0.
Byly pouzity statistické metody jednogma ANOVA pro data tykajici se vlivu kli&tich
slin na replikaci VKEnN vivo a Studentv t-test pro vysledky tykajici se exprese iyéiRF4 a
IRF7. Vysledky, jejichz hladina vyznamnosti je mem&z p<0,05 jsou povazovany za

statisticky signifikantni. V grafech je zobrazenantrodatna odchylka.
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4. Vysledky

4. 1 Vliv Kklist écich slin na replikaci viru kli§  t'ové encefalitidy in vivo

MySi C57BL/6 byly infikovany subkutagnvirem kli¥ové encefalitidy kmenem
Neudoerfl o koncentraci 200 PFU/ml. Mysi byly rélhy do 3 skupin: virus (kontrolni
skupina), virus+sliny a virus+nymfy/dadpi. Vzorky ze slezin a zi&i byly na pitomnost
viru KE negativni. Jen ve vzorcich sér bylo moztenauvit titr viru KE, proto nasledujici
grafy zobrazuji vysledky tykajicich se vzargeér.

Vlivem sani dosfct Ixodes ricinus byl pozorovan signifikantnzvySeny titr viru jiz
2.den p..atoz 1,44 log PFU/ml na 2,1+ 0,228pPFU/ml a 5. den p.i.

z 1,8+0,2265 log PFU/ml na 2,59+0,07395 log PFUMilem sani dosfct oproti

kontrolni skupi® infikované samotnym virem (Obr. 4.1).

4 0O virus
* m virus+sliny

. 351 %
E 3 | virus+dospelci
=
2 25 _}
2 2 TT
< 1,5 L1L
=
s 14
S 0,5

0

1 2 3 4 5 6

den p.i.

Obr. 4.1 Vliv slin na titr viru KE v séru mysi. Mybyly subkutané infikovany VKE-
Neudoerfl o koncentraci 200 PFU/ml. Pouzité sliglylo koncentraci 20g proteiri/ml.
*

...p <0,05

V piipac nymf se ukazalo, Ze replikace viru byla 4. denzvySena
z 2,09 £0,2024 log PFU/ml na 3,03%0,2467 log PRHU&MmMIrrE i 5. den p.i. (Obr. 4.2).
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Obr. 4.2 Vliv slin na titr viru KE v séru z mysSi. Wi byly subkutané infikovany VKE-
Neudoerfl o koncentraci 200 PFU/ml. Pouzité sligilylo koncentraci 20g proteiri/ml.
*

...p <0,05

4.2 Vliv klist écich slin na koncentrace TNF a a IFNy v séru

Ve vzorcich séra byla pak stanovovana koncenpexaartlivych cytokind TNF o
a IFNy. Koncentrace TNé v piitomnosti sani nymf #ta klesajici trend, ale pokles nebyl
signifikantni (Obr. 4. 3). Vigpad® sani dos@ct bylo pozorovano vyrazné signifikantni
snizeni koncentrace TNHFiZ 1. den p. i. a to z 21,81+0,6061 pg/ml na 8#®2672 pg/ml
vlivem sani.
K dalSimu signifikantnimu sniZzeni TN oslo 3 den p. i. z 25,65+1,069 pg/ml na
21,31 £0,7284 pg/ml a 4. den p. i. z 31,21+1,8483nl na 22,62+1,6536 pg/ml (Obr. 4.4).

Byla mgifena i koncentrace IFNve vzorcich séra. Vifpad sani nymf koncentrace
IFNy nebyla v séru ovlivtna (Obr. 4. 5). Sani dodpt koncentraci IFNy ovlivnilo az
6. den p.i., ale tento vysledek nebyl statistickgnamny. Jinak |ze pozorovat klesaji trend

koncentrace IFNve skupig virus a sliny (Obr. 4. 6).
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Obr. 4. 4 Vliv slin na koncentraci TNFv séru z mySi. . MySi byly subkut&hninfikovany
VKE-Neudoerfl o koncentraci 200PFU/mI. Pouzité glilbyly o koncentraci 2@y
proteini/ml.
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Obr. 4. 4 Vliv slin na koncentraci TNFv séru z mySi. . MySi byly subkut&hninfikovany
VKE-Neudoerfl o koncentraci 200PFU/ml. Pouzité glilyly o koncentraci 2@y
proteiny/ml.

*..p <0,05, *... p<0,001
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Obr. 4. 5 Vliv slin na koncentraci IFNv séru z mysi. Mysi byly subkutahrnfikovany
VKE-Neudoerfl o koncentraci 200PFU/ml. Pouzité glilyly o koncentraci 2@y
proteiny/ml.
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Obr. 4. 6 Vliv slin na koncentraci IRNv séru z mysi. Mysi byly subkut&annfikovany
VKE-Neudoerfl o koncentraci 200PFU/ml. Pouzité glilyly o koncentraci 2@y
proteiny/ml.
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4.3 Uginek cystatin @ SialoL a SialoL2 na genovou expresi IRF4 a IRF7
v DC stimulovanych s LPS

IRF4 a IR 7 jsou jedny z transképich faktofi, které hraji dlezitou roli jako
regulatory TLR signalizace. IRF4 negativreguluje TLR signalizaci a takéigobi jako
negativni regulator produkce prozéivych cytokini (Honma a kol., 2005). IRF7 je zase
dulezity pro indukci interferonovych gén
Jak jiz bylo zmigno na za&atku této prace SialoL inhibuje LPS indukovanou urexti DC
(Sa-Nunes a kol., 2009). V nasledujicim experimepme testovali zda cystatiny
neovliviwuji LPS zavislou indukci TLR4.

Dendritické buky byly stimulovany ligandem LPS pro TLR4. Aktivatbhoto
receptoru se spousti drahy, jejichz vysledketerbyt aktivace nami sledovanych gemo
IRF4 a IRF7. Po stimulaci DC byla exprese genu IRB4 dvojnasob& zvySena oproti
nestimulovanym btkam (Obr. 4.7). Cystatiny na LPS vyvolanou indulRF4 zadny vliv
nengly.
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Obr. 4. 7. Winek SialoL a SialoL2 na genovou expresi IR4 v Bighslovanych LPS.
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AvSak oba cystatiny SialoL a SialoL2¢ip za nasledek statisticky vyznamn
zvySenou expresi genu IRF4 u DC bez stimulace URB8ukce IRF4 se SialoL byla

vyrazrejSi a byla pozorovana v ob@asovych intervalech (Obr. 4. 8).
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kontrola SialoL SialoL2

Obr. 4.8. Winek SialoL a SialoL.2 na genovou expresi IRF4 v DC.

Dale byl sledovan vliv cystatinna expresi genu IRF7 po stimulaci LPSsinkem
LPS se exprese IRF7 2,3-nas®lavysila oproti expresi tohoto genu v nestimulovany
buinkach. Ritomnost SialoL neiia na indukci IRF7 Zadny vliv. Naopakifpmnost SialoL2
zcela zainhibovala LPS vyvolanou indukci (Obr. 3. Bento inhibéni efekt byl pozorovan

ve tech nezavislych experimentech.
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Obr. 4.9 Winek SialoL a SialoL2 na genovou expresi IRF7 v &ithulovanych LPS-
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| vtomto gipadt jsme se podivali, zda samotné cystatiny neaujivexpresi IRF7,
ale ukazalo se, ze samotné na IRF7 vliv nemaji.(@@0).

157 m6H

| 16H

0,5 4

relativni exprese IRF7

kontrola SialoL SialoL2

Obr. 4.10. Winek SialoL a SialoL2 na genovou expresi IRF7 v DC.

4. 4 Uginek cystatin G SialoL a SialoL2 na genovou expresi IRF4 a IRF7
v DC stimulovanych ligandy Poly (I:C) a Imiquimod (  1Q)

S cilem otestovatdinky cystatiri na indukci IRF4 a IRF7 i po stimulaci jinymi TLR
ligandy (relevantnimi k virové infekci) byl prové&a néasledujici experiment. Ligand
imiquimod (IQ) je zndm jako farmakologicky agonigteo TLR7. Ligand Poly (I:C) je
agonista TLR3 receptoru. Bky byly stimulovany kombinacithto dvou ligand po dobu
Sesti hodin.

Vysledky ukazaly, Zze DC po stimulaci imiquimodenPaly (I:C) nEly zvySenou
expresi genu IRF4. Vlivem cystatifbyla exprese IRF4 jeSb nico zvysena, i kdyz zvySeni
nedoséahlo statistické vyznamnosti (Obr. 4. 11).
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Obr. 4. 11 Winek SialoL a SialoL2 a na genovou expresi IRF4G/. D
Bunky stimulovany Poly (I:C) a imiquimodem (IQ) ob&oncentraci hg/ml po 6h.

V pripadt exprese genu IRF7 Zadné vyrazvyseni po Sesti hodindch pozorovano
nebylo. K indukci IRF7 doslo az po 16ti hodinachgtioulaci imiquimodem a Poly (I:C).
Byl testovan pouze vliv SialoL, v jehoZifmmnosti byla pozorovana mirna suprese, avsak
rozdil nebyl statisticky signifikantni (Obr. 4. 12)
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kontrola poly (:C)+IQ poly (I:C)+IQ + SialoL

Obr 4. 12 Winek SialoL a na genovou expresi IRF7 v DC.
Bunky stimulovany Poly (I:C) a imiquimodem (IQ) ob&oncentraci hg/ml po 16h.
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5. Diskuse

V této préci jsme se pokusili demonstrovat, Ze s&mf ¢i dosglcu klistéte
Ixodes ricinus mé vliv na replikaci viru kligové encefalitidyin vivo. Ukazalo se, Ze titr viru
KE byl v séru zvySen vlivem sani jak déky, tak i nymf oproti kontrolni skupéhmysi.
Sani kligat melo nejvyrazgjsSi vliv na hladinu viréemie 4. a 5. den po infekdiliv
samotnych slin na virémii byl pafmé maly a to pouze 3. den po infekcitdem tohoto
rozdilu mize byt skuténost, Ze sloZeni slin se v kiiitpo ¢as sani rni (McNally a kol.,
2012). Nami pouzivané sliny byly ziskany s fdi§ ktera sala na miati 6 az 7 di. Takze
sloZeni slin se mohlo lisit. Krogrtoho klis€ béhem celého sani periodicky injikuje sliny do
hostitele, takZze imunitni systémide je dlouhodob ovlivnén na rozdil od jednorazové
injekce klis¢cich slin.

In vitro experiment se slinami kli&e Ixodes ricinus a VKE na dendritickych
bunkach, ukazal, Ze sliny moduluji virem zpiestkované ziny v DC, konkréta zvysuji
pocet virem infikovanych bugk, snizuji TNFe a IL-6 a sniZuji virem indukovanou apoptozu
(Fialova a kol., 2010). Déle seiw vitro podminkach ukézalo, Ze extrakt ze slinnych Zlaz
zvysuje replikaci viru vesikularni stomatitidy (V$YHajnicka a kol., 1998). Z toho plyne,
Ze sliny maji vliv na replikaci vir, a to i takovych, které negatmezi arboviry. U viru
zapadonilské howty, ktery je také flavivirus a arbovirus jako VKEe prokéazal vliv na
zvySeni jeho replikacan vivo v disledku sani komdr jimiz je tento virus penaSen (Styer
a kol., 2011).

Sani kligat melo vliv i na koncentraci cytokin a to konkrét& na TNFe
a IFNy, které pati mezi prozagtlivé cytokiny. Obecn virova infekce zvySuje hladinu
prozartlivych cytokini. V naSich experimentecin vivo byl tento pedpoklad potvrzen.
Koncentrace TNé& byla virem zvySena. Podobného zvySeni @NFséru bylo dosazeno
u mysSi infikovanych kmenem Oshima viru KE (Hayasakakol., 2009). TN& je
produkovan aktivovanymi makrofagy a T-lymfocyty.ixdm slin byla koncentrace TNF
vV séru snizena. Lzeigdpokladat, Ze aktivita T-lymfoaytmohla byt sniZzena. Stejného
vysledku bylo dosazeno v experimentech, které pedpiin vitro (Gwakisa a kol., 2001),
(Ramachandra a kol., 1992), (Fialova a kol., 20Hadina IFN byla v séru mysi také
mirné sniZzena vlivem sani ktigt. Tento nas vysledek korelujensvitro experimenty, kde
extrakt ze slinnych Zl4z snizoval koncentraci JRNySich splenocytech po stimulaci LPS
(Kopecky a kol., 1999, Kovéa kol., 2002).
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Je Zejmé, Ze sliny obsahuji molekuly, které usngd replikaci viru v buikach
a jeho dalSi $éni. Pravdpodobrt je to dano jejich imunomoduaimi inky. Zatim

nebyly identifikovany Zadné konkrétni molekuly zogigdné za popisované efekty.

V dalSi ¢asti této prace jsme se zabyvali vlivem Kkiisth cystatii SialoL
a SialoL2 na expresi¢hterych interferon regutamich faktoti v dendritickych biikach po
stimulaci LPS &taste&n¢ ligandy imiquimodem a Poly (I:C), jez jsou farm&gickymi
analogy ssRNA a dsRNA vir
Cystatiny jsou firozené inhibitory cysteinovych protedz, mezi kter@émo jiné paiti
i katepsiny. Rzné katepsiny hraji velmiateZitou roli @i prezentaci antigenu a maturaci
MHC Il komplexu (Hsing a kol., 2005) a také tk&é angiogenesi (Obermajer a kol., 2008).
Inhibici lysosomalnich protedaz u antigen prezeaicii burtk vlastré dochazi k utlumeni
déju, které jsou zodpasdné za spoudhi obrannych mechanisn{Kotsyfakis a kol., 2010).
Inhibi¢ni inek Kklis&éciho cystatinu sialoL na dendritické ity byl jiz pozorovan
a dokumentovan (Sa-Nunes a kol., 2009). DC stimaiéW.PS produkovaly mén
prozartlivych cytokint TNFo a IL-12 v gitomnosti SialoL a row¥ byla zaznamenana

snizen& exprese kostimétach molekul CD80 a CD86.

Dendritické buky jsou spojnici mezi ifirozenou a adaptivni imunitou.
A dulezitou roli v nich hraji interferon reguai faktory, coz jsou transkripi faktory, které
ovliviuji funkce a maturaci dendritickych bikn Podili se na regulaci signalnich drah
spoudnych TLR receptory (Gabriele a kol., 2007). My jstestovali, zda k inhilsnim
acinkam SialoL a SialoL2 nedochaziigs msobeni na genovou expresi interferon
regul&nich faktofi. V naSich experimentech jsme se Zélhna IRF4 a IRF7.
Bunky stimulované fes TLR4 receptor LPS signifikardtrnzvysily expresi IRF4. Toto
pozorovani je v souladu s literaturou, Ze indulR¥4 spousti ¢kolik TLR ligandi (Taylor
a kol., 2006). In vivo experimentem se ukazalo, Ze IRF4 mé funkci neggtos regulétoru
produkce prozaitlivych cytokini jako je TNF. makrofagy (Honma a kol., 2005). IRF4 je
tedy indukovatelny negativni regulator TLR signatie.

NaSe experimenty ukazaly, Ze cystatiny nemaji nbvexpresi IRF4 po LPS
stimulaci (alespb v testovanéntasovém intervalu), ale vyragzmovlivnily jeho expresi bez
LPS. IRF4 ma schopnost se vazat na molekulu My[R&3A je sotasti TLR signalizace.

Na stejné vazebné misto na MyD88 se vaze jinypfaktodiny IRF a to IRF5.
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IRF5 indukuje tvorbu prozétivych cytokini a interferonovych geén Je tedy pozitivnim
regulatorem TLR signalizace. IRF4 a IRF5 sduto stejné vazebné misto na Myd88
(Negishi a kol., 2005).

Oba Kliséci cystatiny signifikant& zvySily expresi negativniho regulatoru
IRF4. Jednim z mechanisinjakym cystatiny inhibuji aktivaci dendritickychubigk mize
byt indukci IRF4. Tento nasS vysledek by mohl teigkst vyswtlit snizenou produkci
cytokini TNFa a IL-12 v dendritickych bikach vlivem SialoL (Sa-Nunes a kol., 2009).
IRF4 by mohl slouZzit i jako represor po navazaniimarferonem stimulované elementy
(ISRE) rekterych gei kddujicich MHC | molekuly (Yamagata a kol., 1996).
Uginky cystatiri na indukci IRF4 byly testovany i po stimulacijini TLR ligandy, které
byly relevantni k virové infekci . Ligand imiquimgd znam jako farmakologicky agonista
pro TLR7. Tento ligand stimuluje strukturu ssRNArvi které jsou TLR7 receptorem
rozpoznavany. Ligand Poly (I:C) je agonista TLR8emtoru, jenz aktivuje signalni drahu,
ktera aktivuje IRF3 faktor, ktery je Uzce spjat IRF=7 faktorem. Jeho struktura je podobna
dsRNA virim, které jsou rozpoznavany peaVLR3 receptorem (Kawai a kol., 2010). V DC
po stimulaci imiquimodem a Poly (I:C) byla pozorogazvySena expresi genu IRFA4.
Cystatiny ngly trend zvySovat expresi IRF4, i kdyz zvySeni retldo statistické
vyznamnosti. Vysledek byl tedy obdobny jako s L&ridem.

DalSim nami sledovanym faktorem byl IRF7, kterysjgojovan s indukci
interferonu typu | (IF\8/a) a girozenymi obranymi mechanismy proti an. Jak ukazal
pokusin vivo s deficitnimi mySmi na IRF7 gen, byly mysi citjgi k virové infekci a byla
prokazana i nizka hladina interferonu v jejich sé@uwZ ukazuje nato, Zze IRF7 jeddirym
faktorem v indukci interferonové antivirové odgadv (Honda a kol., 2005).

NaSe vysledky ukazuji, Ze exprese IRF7 po stimlaéi4 pomoci LPS byla zvySena.
Indukce IRF7 po TLR4 aktivaci je zpréstikovana autokrirhprodukovanym interferonem
typu I, ktery pak aktivuje Jak/Stat signalni draj@jiz vysledkem je krogjiného i indukce
IRF7. IRF7 pak pozitiveovliviiuje druhou vinu interferonoveé exprese.

Indukce IRF7 po LPS stimulaci byla zcela zainhibwva gFitomnosti SialoL2, na rozdil od
SialoL. Indukce IRF7 po LPS je zavisla na interfereé draze (Sato a kol., 2003) Ztrata
LPS zavislé indukce IRF7 by mohly tedy byistedkem defektu v Jak/Stat signalni draze.
Predl®zné vysledky z naSi labord#o naznduji, Zze oba cystatingast&né inhibuji tuto

signélni drahu (Lieskovska, nepublikovano). Roadil vlivu cystatii na IRF7 indukci
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po LPS stimulaci si vysflujeme tim, ze SialoL2 negati¥rovliviiuje také jiné signélni
drahy vedouci k indukci IRF7. Identifikace tétorsaini drahy, ktera je ovlivma SialoL2
a ne SialoL je fednmetem dalSiho badani. Zajimavé je, Ze u SialoL2 lpytskdzana SAT
aktivita na rozdil od SialoL. Jak bylo prokadzano im vivo experimentech,ist spirochet
Borrelia bugdorferi, byl v kizi zvySen jenom vifitomnosti SialoL2 a nikoli SialoL
(Kotsyfakis a kol., 2010).

Jak jiz bylofeceno, IRF7 je dlezity pro produkci interferonu typu | a prav
produkce IFNB byla snizena vlivem kli&tich slin v dendritickych hikach po stimulaci
LPS (Lieskovska a kol., 2012). Meme se domnivat, Ze molekula podobna cystatinu
SialoL2 ve slinacHxodes ricinus by mohla byt zodpaddna za sniZeni produkce IENbo
TLR4 ligaci. Ri interpretaci tohoto vysledku je nutné vzit v pptae transkript pro IRF7 ma
velmi kratky pol@as rozpadu, jen 30 minut (Prakaskol., 2006). A tak se neda vyloy Ze
v pritomnosti SialoL2 nebyla pozorovana indukce IRF7disledku zmnéné kinetiky
a kindukci IRF7 mohlo dojit iflve nebo naopak pogi Experiment, ktery by sledoval
kinetiku IRF7 indukce v &olika casovych intervalech by potvrdii vyloucil tuto moznost.

Genova exprese IRF7 byla sledovana i po stimulC s virovymi ligandy.
K indukci IRF7 doSlo aZz po 16ti hodinach, IRF7 gionsilaci Poly (I1:C) a imiquimodem.
Vlivem SialoL byla pozorovana mirna suprese, tagtakt byl obdobny jako ip stimulaci
LPS.
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. Souhrn

Sani nymf a dosfct Ixodes ricinus pozitivie ovliviiovalo replikaci viru kligové

encefalitidyin vivo.

V piitomnosti slin kli&tte Ixodes ricinus byla snizena koncentrace pro&imych
cytokint TNFa a mirré i koncentrace IFN v séru mysi infikovanych virem ktigvé
encefalitidy.

Klistéci cystatiny SialoL ani SialoL2 neovlivnily LPS inkiovanou genovou expresi
interferon reguléniho faktoru 4 (IRF4) v dendritickych hikiach.

Samotné Kligici cystatiny signifikant® zvysily genovou expresi IRF4 v dendritickych
buinkach a to v obogasovych intervalech po 6 a 16 hodinach.

Klistéci cystatin SialoL2, ale ne SialoL zcela inhibot#S indukovanou genovou

expresi interferon regwaiho faktoru 7 (IRF7) v dendritickych bigach.
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7. Seznam zkratek

CNS
IRF

IL

IFN
IKK
IRAK
ISRE
JAK
LPS
MHC
MAPK
MyD88
NF-kB

Poly (I:C)
RIG

RS
STAT
TBK

TIR
TIRAP

TLR
TNF
TRAF

TRAM
TRIF

VKE
VSV

centralni nervova soustava

interferon regulkéni faktor
interleukin

interferon
I«B kinaza
kindza asociovana s interleukinovym receptore

interferonem stimulované elementy

kinazy rodiny Janus

lipopolysacharid

hlavni histokompatibilni komplex

mitogenem aktivovana proteinova kindza

myeloidni diferenciéni protein 88

transkrigni faktor (angl. nuclear factor kappa-light-chamhancer of
activated B cell)

farmakologicky analog dsRNA (angl. paigsinic-polycytidylic acid)
receptor rozpoznavajici patogeny

Respiréni syncytialni virus

transkrigni faktor (angl. Signal Transducer and Activatoif adinscription)
serin/threoninova protein kindza

Toll/Interleukin-1 receptor, cytoplazmatickérdéna f TLR4 receptoru

TIR doména obsahujici adaptorovy proteng(a IR domain-containing a
daptor protein)

Toll-like receptor

tumor necrosis faktor

transkrigni faktor spojena s TNF receptorem (angl. TNF remregssociated
factor)
adaptorova molekula spojovana s TRIF (an@lH-related adaptor molecule)
TIR doména obsahujici adaptor indukujici I@dgl. TIR domain-containing
adaptor inducing IFI8)
virus kli¥'ové encefalitidy

virus vesikularni stomatidy
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