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Uvod

Klistova encefalitida

neurologickych infekci v Evropé€ a na vétSin€ izemi kontinentalni Asie. Jen u nés jsou roné
zaznamenany stovky pfipadi, coz nas fadi piedni pricky v Evropé, v Rusku je to na 3000
hospitalizovanych pacientii a toto ¢islo neustéle roste (Siiss 2008). Ro¢né je na uzemi obou
kontinenti registrovano kolem deseti az patnacti tisic pfipadi infekce. Realna ¢isla se mohou
zna¢né lisit z divodu ruzné Grovné zdravotnické péce v jednotlivych zemich, piedev§im
ohledné diagnostiky. Také neni zaveden jednotny standard v popisu onemocnéni (Dobler
2010). Pivodcem onemocnéni je virus klistové encefalitidy (VKE) patiici do rodu Flavivirus,
celed’ Flaviviridae. Kromé ptenosu klistaty, jako napf. u VKE, jsou viry rodu Flavivirus
pfenaseny také komary, nebo u nich neni doposud znamy vektor. Dal$imi medicinsky a
epidemiologicky vyznamnymi zastupci rodu Flavivirus jsou napiiklad virus zapadonilské
horecky, virus horecky Dengue, viru zluté zimnice, virus Zika, virus japonské encefalitidy a
néekteré dalsi viry zpasobujici encefalitidy nebo hemorrhagické horecky. Vzajemna piibuznost
zastupcu rodu Flavivirus a vyskytu moznych zkiizenych reakci mize piedstavovat komplikaci

v diagnostice infekci ziisobenych témito viry (Holzmann 2003).

Prvni pfipady onemocnéni spojenych s klistaty byly zaznamendny jiz v 19. stoleti ve
Skandinavii, ale prvni medicinsky popsany ptipad se objevil v roce 1931 v Rakousku. Casem
byly potvrzeny piipady z mnoha evropskych i asijskych zemi, v¢etné Japonska. V roce 1937
byl na ruském délném vychod€ poprvé izolovan plivodce onemocnéni (VKE) jak z mysi,
Cloveka, tak i z klistéte a predpoveézen zakladni princip cirkulace viru v potravnim fetézci. Ten
byl o dva roky pozdéji potvrzen. V Evropé¢ byl poprvé virus izolovan vroce 1948
v Ceskoslovensku (Kaiser 2008).

VKE je na Uzemi Eurasie zastoupen tfemi hlavnimi subtypy. Dle geografického
vyskytu se oznacuji jako evropsky subtyp, sibifsky a dalnovychodni subtyp (Mansfield et al.
2009). Sibifsky subtyp zasahuje kromé Sibife i Baltské staty a Finsko. Dalnovychodni subtyp
je endemicky ve vychodni Asii a v Japonsku (Jaenson et al. 1994). Ptestoze jsou si subtypy
velice pribuzné, variabilita v ramci aminokyselin uvnitt subtypu je 2-3 % a mezi subtypy 5-6

%, tak onemocnéni jimi vyvolana se vyznamné lisi (Ecker et al. 1999).

Flaviviry véetné VKE jsou nukleoproteinové infekéni Castice tvaru dvacetisténu o
primé&ru kolem 50 nm a dle Baltimorovy klasifikace viri spadaji do ¢tvrté skupiny, tedy do
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virt s jednofetézcovou RNA pozitivni polarity (Baltimore 1971). Jejich RNA ma délku
piiblizn¢ 11 kb a koéduje jeden Cteci ramec (ORF). ORF je na obou koncich ohranic¢en
nekodujicimi oblastmi, na 5¢ konci o délce cca 130 bazi a na 3° konci od né¢kolika desitek az
po 600 bazi (dle konkrétniho kmene viru). Tyto oblasti tvoii konzervované sekundarni
struktury. Piimym piepisem ORF do proteinu vznika polyprotein o délce 3414 aminokyselin,
ktery je v prubéhu a po ukonceni translace St€pen virovymi a hostitelskymi protedzami na
jednotlivé virové proteiny. Virovy genom koduje tfi strukturni proteiny a sedm nestrukturnich.
Strukturni jsou zastoupeny proteiny C (capsid), E (envelope) a prM (precursor-membrane).
Do nestrukturnich proteint s nejrizngjsi funkei se fadi NS1, NS2A a NS2B, NS3, NS4A a
NS4B, NSS5. C protein vytvari kolem RNA asi 30 nm velikou kapsidu, ktera je pti pozorovani
elektronovym mikroskopem oznacovédna jako elektronové denzni. Kolem kapsidy je pii
opousténi bunky vytvofena fosfolipidickd membrana pochazejici z hostitelské bunky
obsahujici proteiny E a prM. Protein prM se vyskytuje v prekurzorové formé v nezralém
virionu a ke stépeni a vzniku zralého proteinu M dochazi ve fazi vypousténi virionl z buiky.
E protein je hlavnim povrchovym proteinem viru, umoznuje interakci viru s receptory na
povrchu hostitelské buniky a vnik do buiiky. Pfi invazi do bunky dochazi diky restrukturalizaci

proteinu E ve virové membrané ke splynuti membran (Heinz and Allison 2003).

VKE je schopno pfenaSet minimalné 11 druht klistat, ale klinicky vyznamni jsou jen
dva zastupci. Vektorem evropského subtypu VKE je Ixodes ricinus (klist¢ obecné), zatimco
zbylé dva subtypy pienasi I. persulcatus (klisté sibifské) (Siiss 2003). I. ricinus se vyskytuje
na vét§in€ izemi Evropy, na poloostrové Maléd Asie, izemi vyskytu na jihovychod¢ zasahuje
na &ast franu a na Kavkaz. Vyskyt |. persulcatus pokryva prakticky celou jizni polovinu Ruska
od Evropské &asti po vychod, zasahuje do severovychodni Ciny, Japonska. V evropské ¢asti
dosahuje severnéji k Petrohradu a I. persulcatus byl zaznamenan i ve Finsku. V oblasti
pobaltskych republik, Finska a ¢asti Ruska dochazi k vyskytu obou druht klist'at, a tudiz i
vSech tii subtypi VKE. U endemickych oblasti vyskytu klistat byl pozorovan trend jejich
rozsifovani a S nim souvisejici narast po¢tu ptipadii onemocnéni KE. Hlavnim rezervoarem

cey

viru jsou divoce zijici obratlovci, zeyjména drobni hlodavci (Siiss 2007, Dobler et al 2012).

Na zaklad¢ geografickych podminek a pocasi v priabehu roku je prevalence VKE
v klistatech v Evropé¢ od 0,1 do 5 %, pficemz nartsta s vyvojovym stadiem klistéte. U
dospélct . persulcatus je prevalence VKE na Sibifi az 40 %. Kousnuti klistétem zdstava
hlavni cestou viru do lidského téla, minoritn€ u piiblizné 1 % ptipadd doslo k pfenosu viru
alimentarni cestou konzumaci nepasterizovaného mléka, ptredevsim koziho, a produkti z néj

vyrobenych. Byly popsany i pfenosy matefskym mlékem. (Siiss 2011, Mansfield et al. 2009,).
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Pti hlavni cesté prenosu viru kousnutim klistéte ma inkubacni doba stiedni hodnotu 8
dni, pfi alimentarnim pfenosu byva 3 az 4 dny. Diagnostiku onemocnéni stézuje fakt, ze tfetina
nemocnych nepozorovala kousnuti klistétem (Kaiser 1999, Giinther et al. 1997). Po kousnuti
dochézi k lokadlnimu pomnozeni viru, v ¢emz hraji vyznamnou roli dendritické bunky, které
viremie). Poté virus napada retikulo-endotelialni systém, dale se mnozi (sekundarni viremie)
a nasledné dochazi k prostupu viru do mozku (Mickiene et al. 2002). Mechanizmus pickonani
hematoencefalitické bariéry neni doposud znam (Palus et al. 2017). Hlavnim cilem viru
Vv centralni nervové soustaveé (CNS) jsou neurony (Ruzek et al. 2010). Zanét CNS je provazen
infiltraci imunitnimi bunkami, aktivaci mikroglii a neuronalni degeneraci. Tkanové léze
zasahuji mozkové obaly a Sedou kiiru mozkovou, ale pfedevsim hluboké mozkové struktury
jako mozkovy kmen, bazalni ganglia, thalamus, michu a mozecek. Histologické nalezy jsou
nespecifické s celkovou akumulaci lymfocytd T, B a mikroglii, ndlez dopliuje nekroza

infikovanych neuront a jejich likvidace fagocytujicimi butikami (Gelpi et al. 2006).

Na zakladé pozorovatelnych ptiznakii se pribéh onemocnéni zptisobeného evropskym
subtypem déli na nékolik fazi a u vétsiny pacientti probiha onemocnéni dvoufazove. Prvni faze
je nazyvana viremicka a trva 2 az 7 dni. Mezi charakteristické piiznaky prvni faze patii
horecka, unava a celkova slabost, bolesti hlavy a téla (Mickiene et al. 2002). Z laboratornich
hodnot nalézame leukopenii a trombocytopenii. V séru mohou byt zvySeny transaminazy
(Kaiser 1999). Laboratorni nalezy v cerebrospinalni tekutin¢ jsou v normé. Po prvni fazi
nastava asymptomatické obdobi trvajici primérné jeden tyden. Druha faze se ptfiznaky nijak
neli$i od ostatnich virovych meningoencefalitid. Projevuje se vétSinou jako meningitida,
v mensi mife jako meningoencefalitida, pfipadné spojend s myelitidou. Télesna teplota byva
zvysena po delsi dobu neZ u prvni faze. Cerebrospinalni tekutina vykazuje lehkou pleocytozu.
Zpocatku jsou zvySeny polymorfonuklearni bunky, postupné zcela pievladnou
mononukleary. U dvou tietin pacientl je mirné€ zvysen albumin (Grygorczuk et al. 2002). U
vétSiny pacientll dochazi také ke zménam na EEG. Z hlediska neurologického jsou vyznamna
postizeni michy. Kvili preferenci viru pro piedni kofeny mis$ni dochazi v oblasti kréni michy
k paralyzam postihujici svalstvo ramen, hornich koncetin a zdvihac¢t hlavy. V minoritnich
ptipadech muize nastat paréza jedné, dvou nebo vsech koncetin, poptipad¢ dychacich svali
(Kaiser 1999). Pii postizeni hlavovych nervii jsou Casto zjistény poruchy motoriky licnich,
okohybnych a laryngealnich svalli, poruchy sluchu a vestibularniho ustroji. Tato postizeni

byvaji jednostranna (Pikelj et al. 1995).



U 58 9% pacienti postizenych evropskym subtypem viru dochazi k vyskytu
postencefalitického syndromu (Haglund and Giinther 2003). Mezi nejcastéjsi piiznaky lze
zatadit kognitivni a neuropsychiatrické potize typu neklidnost, podrazdénost, poruchy
koncentrace, apatie, poruchy paméti a spanku. Dale jsou pozorovany poruchy zraku, sluchu,
bolesti hlavy, poruchy koordinace pohybt a parézy (Haglund et al. 1996, Misi¢ Majerus et al.
2009).

Na pribéh onemocnéni ma vyznamny vliv subtyp VKE. Nejmirngj$i forma KE je
zpusobena evropskym subtypem a jeji mortalita je maximalné 2 % (Dumpis et al. 1999, Kaiser
2008). Prub¢h je zavisly na véku. Nejmirnéji probiha u déti, ¢asto ve formé meningitidy,
S postupujicim vékem je priib¢h t€z$i a u seniori se projevuje ¢astéji jako meningoencefalitida.
je pak u dospélych i déti podobny (Mansfield et al. 1999). U sibiiského subtypu ¢ini mortalita
2-3 %, zato je tento subtyp spojen s chronickou progresivni formou KE. Ta se mize projevovat

jako tzv. epilepsia partialis continua (Poponnikova 2006, Mukhin et al 2012).

Pro stanoveni diagnézy KE je tieba splnit tii hlavni kritéria. Prvnim jsou klinické
pfiznaky charakterizujici moznou meningitidu, potazmo meningoencefalitidu. Druhym je
cytologickad analyza mozkomiSniho moku a zvySeni leukocytl. Tietim kritériem je prikaz
pfitomnosti viru v organismu. Pfima detekce viru, detekce RNA pomoci RT-PCR, neni
Vv rutinni diagnostice vyuzivana. Virova RNA se v organismu vyskytuje ve viremické fazi, ale
v druhé meningoencefalitické fazi je vyjimecné pfitomen v mozkomi$nim moku, v cirkulaci
se nevyskytuje. Sté€zejni je nepfimd detekce protilatek v séru metodou ELISA, ktera je
dostatecné specificka a citliva. Na pocatku druhé faze, kdy je vétSina pacientl hospitalizovéna,
jsou v séru ptitomny IgM a IgG protilatky. V nékterych piipadech jsou detekovatelné jen IgM
protilatky, kdy k serokonverzi ve tfidé 1gG dochazi pii dalSim odbéru. Jde o znak cCerstvé
infekce virem, kdy jesté nedoslo k produkci 1gG. V mozkomisnim moku jsou protilatky
detekovatelné o nékolik dni pozdéji. Protilatky tiidy IgM ptetrvavaji v organismu po dobu
nékolika mésict, IgG po cely zbytek Zivota (Holzmann 2003).



Imunitni systém

Lidsky imunitni systém je jednim ze zakladnich regulac¢nich systému organismu, mezi
néz patii je$té nervovy a humoralni systém, kterym podléha. Jeho hlavni funkci je udrzovat
integritu organismu, rozpoznavat exogenni i endogenni patogeny a potencionalné nebezpecna
agens, pred kterymi brani organismus. Zakladnimi komponentami imunitniho systému jsou
lymfatické organy, buiiky imunitniho systému a molekularni mediatory imunitniho systému —
cytokiny. Lymfatické organy piedstavuji anatomicky definovana mista, kde dochazi ke stietu
bunék imunitniho systému a antigenti. Je mozno je délit na primarni a sekundarni. Primarni
jsou zastoupeny kostni dfeni a brzlikem, ve kterych se tvofi, potazmo dozravaji leukocyty.
Mezi sekundarni lymfatické organy lze zafadit lymfatické uzliny, slezinu a slizni¢ni
lymfatické tkan€é a noduly. Buiiky imunitniho systému jsou obecné zodpovédné za prubch
imunitni odpovédi a daji se zjednoduSené rozdélit dle funkce na fagocytujici buriky,
cytotoxické buiiky, buiiky produkujici protilatky a antigen prezentujici bunky. Cytokiny jsou
peptidy produkované imunitnimi buitkami obecné jako reakce na antigen v organismu a také
pro regulaci imunitni odpovédi. Dle funkce je muizeme charakterizovat jako cytokiny
regulujici vrozenou imunitu, cytokiny ziskané imunitni odpovédi a cytokiny stimulujici

hemopoézu.

Imunitni systém je zalozen na dvou hlavnich funkénich vétvich — nespecifické,
vrozené, imunité a na imunitné specifické, ziskané. Nespecifickd imunita je vyvojové mnohem
star$i a vyskytuje se v rizné mife u v§ech mnohobunéénych organismti. Specifickd imunitni
odpovéd’ je ziskand az na zéklad¢ setkani bunék imunitniho systému s antigenem a vyznacuje
se imunologickou paméti. Diky tomu je pocate¢ni reakce imunitniho systému pomalejsi, ale
pfi dal$im styku s antigenem je reakce rychlejsi a cilend. Do sloZek specifické imunity fadime
bunécnou slozku a slozku humoralni. Bunécnou slozku tvoti B lymfocyty, T lymfocyty a
plasmatické bunky. Bunky specifické imunity vznikaji v Cervené Kkostni dfeni
z progenitorovych bunék lymfoidni fady. B lymfocyty dozravaji a ziskavaji svou specificitu
Vv kostni dfeni. Po aktivaci se ¢ast B lymfocytd méni na plasmatické bunky, které produkuji
specifické protilatky a ¢ast na pamét'ové B lymfocyty. T lymfocyty dozravaji v brzliku, kde
ziskavaji specificitu proti cizim antigentim, zatimco lymfocyty rozpoznavajici vlastni antigeny

jsou niceny.

Nespecifickd imunita neni na rozdil od specifické zavisla na antigenu, diky ¢emu je

sice necilena, ale zato rychlejsi a je tak prvotnim obrannym Stitem pied infekci. Nema také



imunologickou pamét. Obsahuje slozku bunécnou, humoralni, ale fadi se sem 1 bariérové
funkce organismu. Bariérové funkce jsou anatomické a fyziologické. Za anatomickou bariéru
lze povazovat povrch kiize, sliznice a veskeré anatomické piekazky branici Sifeni infekce.
Fyziologické bariéry jsou teplota, pH prostiedi, tenze kysliku, sliny, slzy a rizné slizni¢ni
sekrety obsahujici napt. lysozym a jiné¢ obranné proteiny. Funk¢éné 1ze do bariérovych funkci
zaradit zanét. Jde o fyziologickou reakci organismu na poSkozeni tkané zpusobené infekci,
fyzikéalnimi, chemickymi vlivy nebo endogenné¢ ischémii tkdn€. Dochézi k zvysSeni perfuze
poskozené tkané, mistnimu otoku a zvySeni teploty, zvySeni permeability cév a kapilar,
migraci fagocytujicich bun¢k a zvySeni hladiny proteinti akutni fdze. Cilem zanétu je ohranicit
lozisko poSkozeni, eliminovat Sifeni patogenu, stimulovat imunitni odpovéd’, navodit zpét
homeostdzu a opravit poskozeni. MtiZe byt ale 1 poskozujici (chronické zanétlivé procesy). Do
bunécné slozky nespecifické imunity patii fagocyty, mastocyty (zirné buniky a heparinocyty),
bazofily, NK buiiky a trombocyty. Do humoralni slozky patii komplement a proteiny akutni
faze, koagulacni a fybrinolyticky systém a interferony (Krejsek a Kopecky 2004).

Interferon a jeho signalizace

Interferony jsou skupina cytokinl, které se ucastni odpovédi jak specifické, tak
nespecifické imunity. Pivodné byly objeveny jako plisobky proteinové povahy tvofené virem
infikovanymi  bunikkami s parakrinnim U¢inkem na sousedni neinfikované burky.
V soucasnosti je zndmo mnohem vice oblasti uc¢inku jako naptiklad nadorové imunita,
bunécnd diferenciace nebo autoimunitni choroby. Interferony jsou rozdéleny do tfech ttid.
Prvni tfida interferonli je obsdhla a zahrnuje mnoho riznych zastupci. Druha tfida je
zastoupena jedinym zastupcem, interferonem vy. Tteti tfida je zastoupena subtypy interferonu
A, konkrétng IFN A1, IFNA2 a IFNA3. Interferony tiidy I a tfidy I1I jsou exprimovany ve vét§ingé
sav¢ich bun¢k v reakci na rizné patologické podnéty jako napfi. virovou ¢i bunéénou DNA a
RNA, &asti bakterii, virové proteiny a nescetné cizorodé antigeny. Interferon y jako jediny
zastupce II. tfidy je produkovan pouze leukocyty, zejména pak po aktivaci plsobky
produkovanymi antigenem stimulovanych lymfocytd. Tiida I obsahuje fadu subtypu
interferonu o, interferony B, €, x a ® (de Weerd a Nguyen 2012). Hlavnimi a nejéastéji
zkoumanymi jsou ale piedevsim interferon a a . Za normalniho fyziologického stavu bunky

je exprese interferont skupiny I nedetekovatelna nebo na velice nizké Grovni.



Funkce vrozené imunity je zdsadné¢ zavisla na evolucné konzervovanych receptorech,
které rozpoznévaji mikrobialni patogeny, jako jsou bakterie, houby ¢i plisné, ale také viry
nebo parazité. Tyto receptory odliSuji vlastni a cizi molekuly na zéklad¢ specifickych vzora
asociovanych s patogeny (Paludan and Bowie 2013, Goubau et al. 2013). Cilem této
signalizace je indukovat produkci antimikrobialnich molekul, cytokind a chemokinti zanétu,
potazmo interferont. Na rozdil od aktivace lymfocyti specifické imunity, tato reakce trva
jen nékolik hodin a hraje tak vyznamnou roli prvotni bariéry. Prvné€ popsanymi a zaroven
nejvice zkoumanymi receptory je skupina Toll-like receptorti (TLR) (Obrazek 1). TLR
dostaly nazev podle svého analogu Toll objeveného u D. melanogaster (Lemaitre et al.
1996). Obecné u savcu jsou rozdéleny do Sesti hlavnich tiid na zakladé podobnosti sekvence.
Ttida TLR1 zahrnuje TLR1, TLR2, TLR6, TLR10 a TLR14. Dalsi téidy jsou TLR3, TLR4,
TLRS zahrnujici jenom tyto jednotlivé receptory, TLR7 (do které spadaji TLR7, TLRS,
TLRY) a tfida TLR11 (TLR11, TLR12, TLR13) (Roach et al. 2005). U ¢lovéeka se vyskytuji
zastupci TLR1 az TLR10. Strukturné se jedna o transmembranovy protein s N-koncem
nalézajicim se na vnéjsi strané membrany, transmembranovou doménou a C-koncem na
cytoplazmatické strané membrany. Na N-konci se nachazi na leucin bohata doména
detekujici patogeny, naopak na C-konci Toll/interleukin-1 receptorova doména (TIR)
zodpovédna za prenos signdlu (Bowie and O’Neill 2000, Akira and Tadeka 2004). Zastupci
tiidy TLR1 jsou pfitomni na povrchu cytoplasmatické membrany a funguji jako heterodimer
TLR2 s dal$im zastupcem tfidy. Rozpoznavaji membranové lipoproteiny a peptidoglykany.
TLR4 a TLRS, které jsou také ukotveny v cytoplasmatické membrané, detekuji bakterialni
komponenty — lipopolysacharid a flagelin. Cast TLR je intracelularni, konkrétné zastupci tiid
TLR3 a TLR7 (také TLR11, u ¢loveka ale jen jako pseudogen) (Kawai a Akira 2011).
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Obrazek 1: Schéma ucinku TLR véetné hlavnich ligandt (pievzato z Wang et al., 2014).

Tyto intracelularni receptory jsou nejprve syntetizovany v endoplasmatickém retikulu
jako prekurzory, odkud jsou transportovany do endosomt, lysosomt a aktivovany proteazou
(Hayashi and Iwasaki 2013, Roach et al. 2005). Tyto endocelularni receptory jsou
specializované na detekci nukleovych kyselin (NK). TLR3 detekuje dvoufetézcovou RNA,
TLR7 a TLR8 jednofetézcovou RNA a TLR9 nemetylované CpG (cytidin-fosfat-guanosin)
oblasti DNA (Alexopoulou et al. 2001, Kawai a Akira 2011). Diky detekci nukleovych kyselin
témito zastupci TLR je bunika schopna detekovat virovou infekci. Kromé téchto
endocelularnich TLR virovou infekci mohou detekovat i povrchové TLR2 a TLRA4.
Rozeznavaji strukturni i nestrukturni proteiny virt (Ge et al. 2013, Kurt-Jones et al. 2000). Po
navazani se spusti kaskada vedouci k aktivaci transkripce genid pro protivirové cytokiny.
Regulacni mechanismy téchto kaskad jednotlivych TLR se castecné prekryvaji a maji
spole¢né mediatory. Hlavnimi tanskripénimi faktory jsou IRF (interferon regulatory factor),
predevsim IRF3 a IRF7, a NF-kB (nuclear factor-kappa B). IRF3 a NK-kB jsou konstitutivné
exprimovany a jsou piipraveny na signal, zatimco exprese IRF7 je velice nizka a zvyseni jeji
miry je stimulovano infekci nebo jinymi podnéty (Mogensen and Paludan 2001). Co se tyce
NF-kB, ten je v cytoplasmé pfitomen v neaktivnim stavu inhibovany skupinou inhibitori IkB.
Na zaklad¢ stimulace napt. viry ¢i TNF-a dochézi k aktivaci IkB kindzy (IKK), nasledné
fosforylaci IkB a jeho polyubikvitinaci a degradaci v proteazomu. Timto se NF-kB uvoliuje
do jadra, kde se vaze na promotory a iniciuje transkripci INF-f, ale pfedev§im ostatnich
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prozanétlivych cytokint, coz je jeho hlavni tloha (Li and Stark 2002, Kawai and Akira 2007).
IRF7 naseda na promotor a indukuje expresi predevsim INF-a a INF-A2 a A3, zatimco IRF3
indukuje expresi prevazné INF- a INF-A1 (Osterlund et al. 2007). Specifickd odpoveéd
jednotlivych TLR a ovlivnéni promotora je zarucena jednak na subceluldrni urovni mistné,
kde se dany TLR nachazi a jednak v souc¢innosti s TIR doménovym adaptorovym proteinem.
Aktivace TLR na endosomech muize vyvolat odpovéd’ v expresi jak prozanétlivych cytokinu,
tak interferonti, zatimco aktivace povrchovych TLR aktivuje expresi pouze prozanétlivych

cytokind, nikoli v8ak interferoni (Oganesyan et al 2006).

Dalsi cestou, ktera se podili na detekci virové infekce je skupina RIG-I-like receptort
(RLR). Cilem téchto receptori je detekce virové RNA a aktivace exprese interferonti
(Yoneyama et al. 2004). Do skupiny RLR se fadi RIG-I receptory, proteiny MDA5 a LGP2.
Z hlediska struktury maji vSechny RLR spole¢nou DExD/H-box RNA helikazovou doménu a
C-terminalni doménu (CTD). V ptitomnosti ostatnich domén se ale lisi. RIG-1 a MDAS maji
na svém N-konci dvé jednotky CARD domén (caspase recruitment domain), kterou LGP2
postradd. Adaptorovym proteinem pro RIG-I a MDAS je na mitochondridlni membrang
ukotveny MAVS/IPS-1. Za interakci s timto adaptorovym proteinem je zodpovédna CARD

doména.

RIG-I se bézné vyskytuje v neaktivni formé a procesu aktivace se ucastni protein
TRIM3, ktery ptipojuje na RIG-I kratky ubikvitinovy fetézec (Gack et al. 2007). RIG-I
receptor je aktivovan pii infekci riznymi RNA viry (Sendai virus, virus hepatitidy C atd.)
(Yoneyama a Fujita 2010, Takeuchi a Akira 2010). Strukturou pro aktivaci je virova RNA
s trifosfatovou skupinou na 5° konci a kratkou vlasenkou. Také bylo prokazano, Ze i virova
RNA s trifosfatovou skupinou a navazanymi proteiny kapsidy je schopna aktivovat RIG-I
receptor (Weber et al. 2013). CTD doména na RIG-I interaguje s a a  fosfatem na 5° konci
RNA, za ptitomnosti ATP dojde ke konformacni zméné a zabaleni komplexu RIG-1 s RNA
nasledované vyrusenim ptirozené autoreprese domén CARD a jejich navazani na MAVS/IPS-

1 (Kowalinski et al. 2011).

Druhy zastupce RLR rodiny MDADS rozpoznava dlouhé dvoutetézcové RNA. (Runge
et al. 2014). Mechanizmus interakce MDAS neni dopodrobna znam, ale na rozdil od RIG-I
CTD nepodléha autorepresi (Saito et al. 2007). CTD u MDAS spoluvytvaii komplex
obklopujici RNA podobny tomuto komplexu u RIG-I, ale neobsahuje smycku zodpovédnou

za rozpoznani trifosfatového 5 konce. Tyto drobné odliSnosti i pfes jinak velmi podobnou



strukturu a podobny systém navazani na MAVS/IPS-1 vysvétluji odliSnost v rozpoznavaném

substratu (Wu et al. 2013).

Poslednim zastupcem RLR je receptor LGP2. LGP2 se od ostatnich li§i tim, ze
postrada na svém N-konci CARD doménu, ale v porovnani s ostatnimi ma vyssi afinitu
ke dvoutetézcové RNA (Yoneyama et al. 2005). Puvodné byl oznaCovan jako negativni
regulator RIG-1 a MDAS systému, ale pozdéji se prokdzalo, ze ma vliv na zvySeni produkce
interferonu u nékterych vird (Venkataraman et al. 2007, Satoh et al. 2010). Pozdé&ji byl
prokdzan vliv na signalizaci pomoci MDAS systému. Zatim se o LGP2 mnoho informaci nevi,

bude proto jisté cilem dal§iho zkoumani (Bruns et al. 2014).

Mitochondrialni adaptorovy protein MAVS/IPS-1 obsahuje jednu jednotku CARD
domény, centralni doménu bohatou na prolin a transmembranovou doménu. CARD doména
MAVS/IPS-1 na mitochondriich. Za mitochondrialni lokalizaci je zodpovédna specificka
transmembranova doména. Centralni oblast obsahuje vazebné misto proteinu TRAF (Tumor
necrosis factor receptor-associated factor) a tii vazebna mista pro proteiny TBM (TRAF
binding motif) (Takamatsu et al. 2013). Krom¢ mitochondrii byl MAVS/IPS-1 nalezen i na
peroxisomech a membranovych strukturach asociovanych s mitochondriemi (Dixit et al. 2010,
Horner et al. 2011).

RNA aktivované RIG-I nebo MDAS se navazuji na mitochondrialni MAVS/IPS-1, zde
se jednotlivé proteiny na sebe napojuji, vytvaii oligomerni agregaty, CARD domény téchto
agregatil se spojuji a nasledné aktivuji signalni proteiny jako napft. skupina IkB kinaz (Patel et
al. 2013, Peisley et al. 2013). IKK aktivuji opét NF-«xB, IRF-3 a IRF-7 a nasledn¢ dochazi
K transkripci prozanétlivych cytokint a interferonti. Agregaty s RNA se vytvaieji na zakladé
mechanizmu, na jehoZ zaatku se aktivovany receptor pohybuje po molekule RNA, u RIG-I
po dvouvlaknové €asti. U RIG-I se vytvafi tetramericky komplex pfipominajici navlecené
koralky na $ntrce (Wu et al. 2014, Xu et al. 2014). Tetramerické CARD domény odstupujici
z RIG-1 komplexu se navazuji na MAVS/IPS-1. Agregaty samotného MAVS/IPS-1 jsou
potitebné pro dalsi signalizaci, pficemz na komplexu jsou navazany molekuly proteini TRAF.
Jelikoz MDAS nevykazuje preferenci v afinité pro 5’konec RNA, dochazi k iniciaci tvorby
agregatu nahodné. MDADS v in vitro modelech vytvati vlaknitou strukturu o vice jednotkach,
pfiCemz vytvareni dlouhych vléken je nezbytné pro funkéni detekci dlouhych molekul RNA
(Peisley et al. 2011).
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S detekci virové infekce pomoci RLR je spojena i stresovd odpovéd ve formé
granularnich stresovych agregati. Signalizaci vedouci k tvorbé téchto stresovych agregati
zprostiedkovava RNA dependentni protein kinaza (PKR). Tyto agregaty obsahuji jednak RLR
receptory, jednak nékteré molekuly s antivirovymi ucinky, mezi néz patii napt. OAS
(oligoadenylate synthase) ¢i PKR a také obsahuji virovy ribonukleoproteinovy komplex.
Zabranéni tvorby téchto agregati nékterymi viry naruSuje iniciaci exprese genl pro
interferony (Onomoto et al. 2012). Tyto granularni agregaty hraji kliCovou roli v detekci
virové infekce pomoci RLR, ale jejich tvorba neni hlavnim spoustécim faktorem imunitni
odpovédi. Jejich uloha bude doplnujici, usnadnujici odpovéd’ na detekci viru pomoci RLR

(Langerels et al. 2013).

Interferony tfidy I jsou klicové pro expresi mnoha geni oznacovanych jako INF-
stimulované geny (ISG). ISG koduji proteiny ovliviiujici patogennimi procesy a infekci
nékolika mechanismy. Jedna se piedev§im 0 inhibici transkripce a translace, zménu
vV metabolismu lipidi nebo degradaci nukleovych kyselin. Tyto procesy vyrazné ovliviwuji i
vlastni procesy bunky a navozuji obranny stav. Hlavni cestou aktivace téchto genti je signalni
draha JAK-STAT (Janus kinase — signal transducer activator of transcription) (Stark and
Darnell 2012). Co se ty¢e gent pro hlavni zastupce tfidy I, IFN-a je kddovan 14 geny, zatimco
IFN-B koduje jediny gen. VétSina bun€k produkuje hlavné IFN-B, kromé hematopoetickych a
plasmocytoidnych dendritickych, které produkuji prevazné IFN-o (Iwasaki 2012, Goubau et
al. 2013). Hlavnim receptorem pro IFN-a i B je transmembranovy receptor s ozna¢enim IFN-
a receptor (IFNAR) (Obrazek 2). IFNAR je heterodimericky receptor slozeny z podjednotek
IFNAR1 a IFNAR2. K IFNAR je pfipojena Janus kinaza 1 (JAK1) a tyrosin kindza 2 (TYK2).
Tyto kindzy fosforylaci aktivuji latentni cytoplasmatické transkripéni faktory nazvané STAT
(signal transducer activator of transcription), konkrétné¢ STAT1 a STAT2. Dochazi
k vytvoteni STAT dimeru, kde se tento dimer vaze na IFN-regulaé¢ni faktor 9 (IRF9), spole¢né
vytvoii komplex nazyvany ISGF3 (IFN-stimulated gene factor), ktery poté putuje do jadra.
ISGF3 se vaze na tseky DNA koédujici ISG a pfimo aktivuje transkripci. Tyto tiseky jsou
nazyvany ISRE (IFN-stimulated response elements) (Schoggins et al. 2011, Stark and Darnell
2012).

11



Type | IFN Type Il IFN (IFN-y)
IFNART, | IFNAR2

IFNGR1{A

| e
(TYK2) “_LJAKX' ‘;J/\Kfl [JAK2)

-

NERETN/N/N s M\

Obrazek 2: Zakladni schéma interferovnové signalizace (pievzato z Decker et al., 2005).

Odpovéd na IFN signalizaci musi byt velice pfisné regulovana. Regulacni signaly
pochazeji jak z vnéjsiho prostiedi, tak z vnitiniho stavu organismu a jejich vliv se méni i
Vv pribéhu imunitni odpovédi. Hlavni komponenty signalni drahy JAK-STAT jsou v burice
bézné exprimovany a jsou pfipraveny zahdjit odpoveéd na signal. Obzvlast€¢ imunitni bunky
jsou schopny intenzivné zareagovat i na relativné nizké hladiny IFN. Také bylo zjisténo, ze
béZna mikrobialni flora ovliviluje bazalni expresi IFN-B a tim pfispiva k spravné hladiné
odpovédi na IFN typu | (Abt et al. 2012, Kawashima et al. 2013). STAT1 a IRF9 patii mezi
ISG a tudiz je jejich exprese pozitivné ovlivitovana hladinou IFN (Gough et al. 2012). Bazalni
expresi zajistuje zejména IFN-B. Dal§imi induktory jsou IFN-y a dalsi cytokiny, v¢éetné IL-6.
Jsou ale také cilem ostatnich mechanizmi ovlivnéni intenzity odpovédi. Zesileni odpovédi
signalni drahy je kromé zvySené exprese STAT1 a IRF9 zplisobeno také fosforyla¢ni aktivitou
tyrozinovych kinaz SYK (spleen tyrosin kinase) a PYK2 (protein tyrosin kinase2) a také
fosforylaci serinii. ZvySeni hladiny STAT1 zintenzivituje vazbu na IFNAR, zatimco vyssi
hladina IRF9 pozitivn¢ ovliviiuje vazbu ISGF3 na cilové geny. Uz pikomolarni koncentrace

IFN zvySuje hladiny STATI1, coz umoziiuje zejména makrofaghim rychlou reakci v brzké fazi
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imunitni odpovédi, kdy jsou hladiny jesté nizké. Béhem aktivace makrofagh je TNF (tumor
necrosis factor) také induktorem pro zvySeni hladiny IFN-f, potazmo pak STAT1 a nasledné
zesileni exprese ISG (Hu et al. 2002, Yarilina et al. 2008). Exprese ISG zistava zvysena delsi
dobu po aktivaci IFNAR i v dob¢, kdy uz neni piitomen podnécujici signal (Cheon et al. 2013).
Serinové kinazy PKC (protein kinase C) a zastupci MAPK (mitogen-activated protein kinase)
mohou fosforylaci C-konce proteinu STATI1 také zvysit jeho aktivitu.

Tak jako je aktivita JAK-STAT signalizace riznymi mechanizmy zvySovana, tak je i
tlumena. Snizeni exprese IFNAR, potazmo jeho internalizace je indukovdna nékolika
signalnimi drahami. Tyto drahy mohou byt aktivovany napi. prozanétlivymi cytokiny, Toll-
like receptory nebo oxidativnim a metabolickym stresem. P38 kindza fosforyluje IFNAR, tim
usnadni Kasein kinaze 2 fosforylaci IFNAR na cytoplasmatické strané, jeho naslednou
internalizaci, ubikvitinaci a degradaci (Fuchs 2013). Dalsim regula¢nim mechanizmem je
zpétnovazebnd smycka tvorby supresorovych proteinil signdlni drahy. IFN typu I spousti
syntézu supresorovych proteintt SOCS1, SOCS3 (suppressor of cytokine signalling) a USP18
(ubiquitin carboxy-terminal hydrolase 18). SOCS proteiny funguji jako kompetitory se STAT
proteinem a snizuji aktivitu JAK, zatimco USP18 nahrazuji JAK pii jeji vazbé na IFNAR.
Exprese supresorovych proteinti je ovlivnéna i jinymi cytokiny a jejich drahami (Yoshimura
et al 2007). V souvislosti s aktivaci T pomocnych lymfocytl je funkce JAK-STAT drahy
inhibovana miRNA, kdy cilem je snizit negativni dopad IFN na proliferaci T lymfocyt
(Gracias et al. 2013). K vysvétleni modulace signalni drahy piispiva i rozdil v expresi proteinti
STAT, které aktivuji rizné geny a maji odlisné funkce v organismu. Rozdilné funkce
signalizace ovliviiuji hladiny a poméry mezi hladinami jednotlivych STAT proteinl. Kromé
popsané drahy aktivace proteint STAT1 a STAT2, IFNAR aktivuje ve vétsiné bunék i vznik
homodimera STAT]1 a heterodimerit STAT1/STAT3 z aktivovanych proteint. V nékterych
bunikach muze aktivovati STAT4, STATS a STAT6 (van Boxel-Dezaire et al. 2006). Paralelni
vétvi, kterd naopak utlumuje signalni kaskadu a pfispiva k vyvazené regulaci drdhy, je
signalizace ptes STAT3. Rovnovaha mezi STATI1 homodimerem a tvorbou ISGF3 komplexu
je regulovéana aktivitou IKKe, kterd tlumi tvorbu STAT1 homodimeru ve prospéch ISGF3
komplexu (Tenoever et al. 2007). Piestoze se u popisu regulace signalni drahy nabizi popis
pouze na Urovni receptoru a signalnich proteint, tak k regulacim dochdzi i na dalsi Grovni, a
to na urovni IFN-indukované transkripce cilovych gend. Protein STAT neni fosforylovan
pouze Vv cytoplasmé v misté jeho u¢inku, ale dochazi k modifikacim i na trovni jadra v lokusu
cilového genu, napiiklad STAT1 je modifikovan CDKS po jeho navazani na DNA (Bancerek
et al. 2013). STAT proteiny Casto spolupracuji s jinymi transkripénimi faktory, prevazné IRF
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proteiny. Sekvence rozpoznavané IRF se mohou piekryvat s ISRE. Proteiny STAT, ISGF3 a
IRF mohou spolupracovat a vazat se v mistech promotori nejriznéjSich ISG (Tamura et al.
2008). Naptiklad STAT1 a IRF nasedaji na rizné promotory po stimulaci IFN-y nebo
lipopolysacharidem. STAT se muzou spojovat s IRF a vytvaret komplexy odliSujici se od
ISGF3 a maji vzhledem k interakcim $ir$i pole ptisobnosti, nez jen exprese ISG (Qiao et al
2013).

Rodina proteini OAS

K ISG patii stovky genil, které jsou piepisovany po stimulaci IFN a mnohdy hraji
dilezitou roli v prab&hu protivirové imunitni odpovédi. Mezi dulezité ISG proteiny patii
rodina OAS (2°-5° oligoadenylat synthaza), obsahujici proteiny OAS1, OAS2, OAS3 a pozdé&ji
objeveny OASL (OAS-like, viz Kap. OASL). Tyto proteiny reguluji prvotni fazi odpovédi
bunky na virovou infekci. Jak uz nazev napovidd, proteiny OAS syntetizuji kratké
adenosinové oligonukleotidy a byly popséany jako proteiny detekujici virovou RNA podilejici
se na prvotni signalizaci virové infekce a degradaci virové RNA za spoluti¢asti RNazy L
(Kristiansen et al. 2010). Diky aktivit¢ RNazy L dochazi k funkénimu propojeni OAS systému
s detekci virové RNA pomoci receptori RIG-1 a MDADS. Prestoze funkci OAS je protivirova
obranna v soucinnosti s RNazou L, tyto proteiny maji i dalsi funkce nesouvisejici pfimo
S dréhou RNazy L.

Homologni proteiny OAS1, OAS2 a OAS3 se lisi v poctu podjednotek, ktery odpovida
¢iselnému oznaceni proteinu. Geny pro lidské OAS proteiny lezi na dlouhém raménku
dvanéctého chromozomu. OAS1 a OAS2 maji kazdy dvé splicingové isoformy, zatimco
OAS3 jen jednu 100 kDa velkou (Hovnanian et al. 1998). OAS1 ma kromé 40 a 46 kDa
splicingovych jesté dalsi tii formy, za které jsou ale zodpovédné polymorfismy SNP (Single
nucleotide polymorphism) (Bonnevie-Nielsen et al. 2005). SNP v genech pro OAS mohou byt
zodpovédné i za néktera onemocnéni (Yakub et al. 2005, Su et al. 2008). Exon-intronova
struktura gent 0as je konzervovana u lidi a mysi, 1i$i se pocet isoforem (Eskildsen et al. 2003).
Pro signalizaci OAS-RNaza L je kli¢ova schopnost OAS syntetizovat kratky oligoadenylat o
tiech nebo Ctyfech jednotkach (Ghosh et al. 1997). Pvodné se zdalo, ze OAS3 neni schopno
této syntézy, ale pozdéji byla prokazana schopnost antivirové aktivity OAS3 proti infekci
virem horecky Dengue (Lin et al. 2009) anebo virem hepatitidy C v soucinnosti s OAS1
(Kwon et al. 2013). OAS3 vytvafi dimer adenylatu, ktery se na RNazu L vaze s nizkou
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afinitou, ale na druhou stranu zase vykazuje vysSi vazebnou schopnost pro detekci
dvouretézcové RNA, nez jakou maji OAS1 a OAS2. OAS1 a OAS2 vytvafi tri az tetramerické

oligoadenylaty. Béhem infekce se v rané fazi indukuje tvorba nejprve OAS1, hladina ostatnich

8%

tomu odpovidajici rychlej$i mnozeni viru v organismu (Rebouillat a Hovnanian 1999).

OASL
OASL patii do stejné skupiny jako OAS, ale od OAS se v nékolika aspektech odlisuje.
Piedevsim gen pro OASL koéduje tii isoformy — OASLa, OASLb a OASLd (Obrazek 3).

1 199 482 658 900 1048 1545

oAsLa [} —{
OASLDb | i | o ~—~———-cCt__ |
—

l\/ *

Obrazek 3: Organizace genomu variant OASL (ptevzato z Guo et al. 2012).

A L

—H— 1 7

OASLd | | o |

Funkéné se OASL odlisuje v mutaci N-terminalni domény, ktera u OAS zajistuje
nukleotidyl-transferazovou aktivitu. Antivirovy ucinek OASL tedy nespoCiva v syntéze
oligoadenylatu. Na C-konci se nachazi ubiquitin-like (UBL) doména charakteristicka pouze
pro OASL (Kristiansen et al. 2011). Z pohledu genetického, gen oasl je umistén také na
dlouhém raménku dvanactého chromozomu, ov§em v oblasti dale od centromery. Isoformy
OASL jsou transkribovany z jednoho genu, ale lisi se alternativnim sestfihem a pfitomnosti
stop kodonii. RNA pro OASLa je vytvofena z Sesti exond, U OASLb chybi ¢tvrty exon, ¢imz
doslo k posunu ¢teciho ramce a vytvoteni stop kodonu na pocéatku patého exonu. U OASLb
tudiz nedochazi k vytvotfeni proteinu s ubikvitinovou C-termindlni doménou. RNA pro
OASLd po sestiihu postrada exon ctvrty a paty. Vsechny tfi varianty OASL maji spolecnou
219 aminokyselin dlouhou N-terminalni doménu. C-terminalni doména je dlouha 165
aminokyselin. Celkova molekularni hmotnost variant je pro OASLa 59 kDa, OASLb 30 kDa
a pro OASLd 45 kDa (Guo et al. 2012). Exprese proteinu OASL v bunkach po stimulaci IFN
typu I zajist'uje protivirovy ucinek na zaklad€ zintenzivnéni a zrychleni detekce virové RNA

pomoci signalizace RIG-I receptort. Pti vniknuti cizorodé RNA do senzitizované buiiky dojde
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k aktivaci RIG-I receptoru. OASL se vaze k RIG-I svoji UBL doménou (Obrazek 4), ¢imz
napodobuje navazani polyubikvitinového fetézce za pomoci ligdzy TRIM2S5 a tim zrychluje
celou odpovéd. Poté se komplex RIG-I a OASL proteinii navaze na cizorodou RNA a

signalizace probiha klasickym, jiz popsanym zptisobem na MAVS/IPS-1 (Zhu et al. 2014).

Prvni infekce Druha infekce (s OASL)

RIG-I MAVS olizomer RIG-T MAVS oligomer
IRF3 IRF3

= —

Obrazek 4: Mechanismus u¢inku OASL. (pfevzato z Zhu et al. 2014)
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Cile prace:
1) NamnoZeni, izolace a ovéieni sekvence komeréné dodanych expresnich plasmida kodujici
varianty proteinu OASL.

2) Optimalizace transfek¢nich podminek a stanoveni kinetiky exprese variant proteinu

OASL v lidské meduloblastomové bunééné linii.

3) Stanoveni vlivu exprese variant proteinu OASL na prabéh infekce medulobalstomovych

bun¢k virem klistové encefalitidy.
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Material a metody

Primery
Pro praci s nukleovymi kyselinami byly vyuzivany primery uvedené v Tabulce 1

(Generi Biotech).

Tabulka 1: Nazvy a sekvence pouzitych primera.

Primer Sekvence primeru (5'-3")
OASL probe F CGTGGAGGAGTTTCTGAGGCAGG
OASL probe R GGTGGCTGGGAGTTGGGAAGA
OASL gPCR F CTGATGCAGGAACTGTATAGCAC
OASL gPCR R CACAGCGTCTAGCACCTCTT
EO1 F GCAGCCAGATGCCCAACAATGG
EOL R TCTTTTTTGCCTCACAAGCCGCCT
HPRT F TGACACTGGCAAAACAATGCA
HPRT R GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
T7F TAATACGACTCACTATAGG
BGH-123 R GACAATGCGATGCAATTTCCTC

Pomoci dvojice primert OASL probe F a OASL probe R byl amplifikovan tisek DNA
dlouhy 393 bazi lokalizovany na exonu 1 a 2; pomoci primerd OASL qPCR F a OASL gPCR
R byl pomoci real-time PCR amplifikovan fragment DNA dlouhy 166 bp lokalizovan na exonu
1. Primery EO1 F a EO1 R slouzily k detekci useku virové RNA kodujiciho obalovy protein E,
primery pro gen HPRT (hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferaza) byly pouzity v ramci
real-time PCR analyz pro detekci tohoto housekeeping genu (Vandesompele et al. 2002).

Pouzité plasmidy

Expresni OASL plasmidy byly objednany od firmy GenScript. Jednéd se o expresni
vektory pcDNA3.1*/C-(K)-DYK (Obrazek 5) s vélenénymi ORF pro jednotlivé varianty
OASL. pcDNA3.17/C-(K)-DYK obsahuje FLAG-tag (¢asto rovnéz nazyvan DYK-tag), ktery
byl nasledné vyuzivan pro imunodetekci overexprimovanych proteind. Jako negativni
kontrola byl pfi transfekci pouzivan prazdny vektor bez kodujici sekvence s promotorem
CMV (Teng et al. 2013). Pro optimalizace transfekce byl pouzivan plasmid phMGFP
(Promega) kodujici GFP (green fluorescent protein) (Obrazek 6).
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Obrazek 5: Mapa expresniho vektoru pPcDNA3.1+/C-(K)-DYK (GenScript).
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Obrazek 6: Mapa vektoru phMGFP (Promega) kodujiciho protein GFP.

Transformace bakterii
Pro amplifikaci plasmidt vsech variant OASL bylo vyuzito kompetentnich bunék E.
coli (NovaBlue Singles™ Competent Cells; Novagen). K 50 ul bakterii bylo ptidano 100 ng

plasmidu a smés byla inkubovéana na ledu 30 minut. Poté byly zkumavky s bunécnou suspenzi
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zahtaty na 42 °C na dobu 30 sekund a nésledné chlazeny na ledu 5 minut. Poté bylo pfidano
600 ul SOC média a buiiky byly inkubovany 90 minut pii 37 °C za stalého tfepani. Nakonec
byla bunécné suspenze nanesena na LB agarové plotny v objemech 50 a 150 pl. Divodem
dvou rGznych objemt bylo zajistit optimalni pocet narostlych kolonii na plotné. Plotny byly
inkubovany 20 hodin pti 37°C. Poté byly vybrané kolonie piekiizkovany na nové LB plotny
a inkubovany ve stejnych podminkéch. Jako selektivni antibiotikum byl do LB agarovych

ploten pfidan ampicilin; vysledna koncentrace ¢inila 100 pg.ml™.

PCR kontrola bakterialnich kolonii (colony PCR)

Pro PCR na kontrolu pfitomnosti plasmidi v bakteridlnich koloniich byl pouzivan
FastStart PCR Master Mix (Roche). Na jednu reakci bylo pouzito 12,5 yul Master mixu,
primery ve finalni koncentraci 0,3 mM, celkovy objem reakce byl na 25 pl doplnén milliQ
H20. Do jednotlivych reakci byla odebrana mala ¢ast kolonii a buiiky byly v reakéni smési
rozsuspendovany. K detekci byly pouzity primery OASL probe F a OASL probe R. Podminky

PCR reakce jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Podminky PCR pro kontrolu kolonii.

95 °C 4 minuty

95 °C 30s

56 °C 30s 35 cyklt
72 °C 30s

72 °C 7 minut

Restrikéni analyza

Plasmidy byly $tépeny ve dvou riiznych reakénich smésich. Pro kazdou restrikéni
reakci bylo pouZzito 1 pg plasmidové DNA a reakéni objem byl 20 pl. Prvni reakéni smés
obsahovala kombinaci enzymti Xhol (2ul) a Ndel (1ul) v pufru O (vSe Fermentas/Thermo
Fisher Scientific), druha reak¢ni smés obsahovala 1 pl Kpnl v CutSmart pufru (New England

Biolabs). Reakce probihaly pii 37 °C po dobu 2 hodin bez nasledné tepelné inaktivace enzymu.

Izolace plasmidi OASL
Pro izolaci plasmidu byly pouzivany kity High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) a
High Speed Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Bakterie pro izolaci prvnim kitem byly kultivovany

ve 3 ml tekutého LB média (ampicilin 100 pg.ml™), zatimco pro druhy kit byla piipravena
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startovaci kultura Sml bun¢k, ta byla posléze nafedéna do 200 ml LB média (ampicilin 100
ng.ml). Mnozstvi bakterii v suspenzi pro izolaci pomoci High Speed Plasmid Maxi kitu bylo
kontrolovano spektrofotometricky méfenim absorbance (t€Z optickda denzita ODeoo, Viz
Tabulka 3). Izolace probihaly ptesné dle protokolu daného Kitu. Izolace probihala u obou kit
na principu lyzy bunék, vazby DNA na kiemicitou fritu. DNA byla promyvana promyvacimi
roztoky, a eluovana do PCR-grade HO.

Tabulka 3: Kone¢na absorbance kultury pted izolaci plasmidi.

Varianta Konecné ODsoo
OASLa 04
OASLDb 0,6
OASLd 0,8

Bunécné kultury a prace s buinkami

Veskerou manipulaci s buiikami bylo nutné provadét ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu. Pro pokusy byly pouzivany bunky DAOY HTB-186 (ATCC). Pro plakovou
titraci byly pouzity buiiky PS (pig kidney epithelial line, PARU BC AVCR). K veskerym
kultivaénim pokusiim byly vyuzity 24-jamkové panely. Kultivacni podminky pro DAOY
buriky byly teplota 37 °C s atmosférou obsahujici 5 % CO> a pro buiky PS 37 °C v atmosféte
s obsahem 0,5 % CO>. Kultiva¢nim médiem pro DAOY buiiky bylo D-MEM (Biowest) s 10
% BOFES (bovinni fetalni sérum, Sigma-Aldrich), 1 % antibiotické smési (Amphotericin B
0,25 pg.ml?, Penicilin G 100 U.ml?, Streptomycin 100 pg.ml™; Biowest) a 1 % glutaminu
(Biowest). Médium pro buiiky PS bylo L-15 (Biowest) s 3 % PTS (prekolostralni teleci sérum,
Biowest), 1 % antibiotické smési a 1 % glutaminu. Pro trypsinizaci byl pouzivan 0,25%
trypsin/EDTA v HBSS (Biowest). Bunky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich (25 nebo
75 cm?) a po nasazeni na panely inkubovany 18 hodin kviili dostate¢né adhezi na dno jamek

panelu.

Infekce

Veskeré prace sinfekci bylo nutné provadét v lamindrnim boxu za podminek
splnujicich standard BSL2 a po fadném skoleni o bezpecnosti prace. Pro infekci byl pouzivan
virus KE kmen Neudorfl (Prof. F. X. Heinz, Medical University of Vienna) namnozeny

Vv mozcich sajicich laboratornich mysi. Pouzivany byly 20% mozkové suspenze v médiu
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v mnozstvi odpovidajicimu 5 MOI (multiplicity of infection). Po odebrani média byla
k bunikam pfidana suspenze viru s kultivaénim médiem v objemu 200 pl a bunky byly
ponechany 2 hodiny v kultivaénich podminkach. Po adhezi viru na bunky bylo médium
s virem odebrano, bunky promyty 0,8 ml PBS a piidano ¢erstvé médium v objemu 0,5 ml.
Jako negativni kontrola byla pouzivana mozkova suspenze zdravych mysi; piiprava probihala

stejnym postupem jako ptiprava vzorkl viru.

Transfekce

Buiiky na transfekci byly nasazeny 18 hodin pfedem v kyzené koncentraci v objemu
0,5 ml na 24 jamkovy panel a pro pouziti na imunofluorescenci v objemu 100 ul. Transfekce
byly provadény reagenciemi PolyJet™ In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen
Laboratories) a Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific). Pocet bunék pouzitych
V jedné jamce panelu, mnozstvi DNA, mnozstvi transfekéni reagencie, stejné jako pouzita
transfekéni reagencie byly predmétem optimalizace a jsou popsany ve vysledcich. Pro

optimalizaci transfek¢énich podminek byl vyuzit plasmid phMGFP.
Postup transfekce pomoci PolyJet

Transfekce probihala dle protokolu vyrobce na buikach kultivovanych v 0,5 ml
kompletniho D-MEM média. Na jednu reakci bylo pfipraveno 25 pl média s pfidanym
plasmidem v jedné zklumavce a 25 ul téhoz média s piidanym PolyJet. Smés s PolyJet byla
pfidana do DNA sm¢ési a inkubovana 10 minut. Poté byla celd smés aplikovana k buitkam a

bunky ulozeny do inkubatoru.
Postup transfekce pomoci Lipofectamin 2000

Pfed samotnou transfekci byly buiiky promyty PBS a bylo k nim ptidano médium bez
antibiotik. Na jednu reakci bylo pfipraveno 50 pl smési DNA a Opti-MEM média a 50 pl smési
Lipofectamin 2000 a Opti-MEM. Smés obsahujici Lipofectamin 2000 byla inkubovana
5 minut a poté promichana s DNA smési. Nasledovala inkubace 20 minut a poté byla
transfekéni reakce pfidana k buitkdm. Po 5 hodinach byly buniky promyty PBS a bylo pfidano

cerstvé kompletni D-MEM médium.

Izolace proteini

Pro ptipravu bunécnych lyzati byl pouzivan lyzacni roztok obsahujici 1 % SDS v PBS
s pridanymi inhibitory proteaz (Halt Protease Inhibitor Single Use Cocktail, Thermo Fisher
Scientific). Buiiky byly promyty PBS, nasledné k nim bylo ptidano 100 pl lyza¢niho roztoku

a bunky byly inkubovany 5 minut. Z diivodu precipitace SDS v chladném roztoku bylo se
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vzorky pracovano piipokojové teploté. Bunécné lyzaty byly sonikovany tyCovym

sonikatorem po dobu 30 sekund.

Izolace proteinii z RNA Blue

Pro izolaci proteint ze vzorki uréenych také pro izolaci RNA bylo pouzito fenolové
extrakéni ¢inidlo RNA Blue (Top-Bio). K organické fazi po izolaci RNA bylo ptidano 0,3 ml
96% ethanolu a vzorek byl centrifugovan 5 minut pfi 2500 ot.min a 4 °C. Na dné zkumavky
se vytvoftila peletka DNA, supernatant obsahujici proteiny byl pienesen do Cisté zkumavky.
Proteiny byly precipitovany pfidanim isopropylalkoholu v objemu 1,5 ml na 1 ml RNA Blue
po dobu 10 minut. Poté byl vzorek centrifugovan 10 minut p¥i 12000 ot.min a 4 °C. Po
odstranéni supernatantu byla peletka celkem tfikrat promyta 0,3M roztokem guanidin
hydrochloridu v 96% ethanolu po dobu 20 minut a centrifugovana 5 minut p¥i 7500 ot.mint
a 4 °C. Po posledni centrifugaci byla peletka promyta 2 ml 96% ethanolu a susena pii 30 °C
vakuovou odparkou do uplného vysuSeni. Peletka byla rozpusténa v 1% SDS tfepanim a

zahtatim na 50 °C.

Méieni koncentrace proteint

K méfeni koncentrace proteinii ve vzorku byl pouzit Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific). Vzorek pro reakci byl 10x ziedény. Reakce probihala v 96-
jamkovém panelu. Na jednu reakci bylo pouzito 25 ul natedéného vzorku a 200 pl reakéni
smési, kterd vznikla smichanim reagencii A a B v poméru 50:1, dle protokolu vyrobce. Jako
standardy byl pouZzit albuminovy standard nafedény dle protokolu na jednotlivé koncentrace.
Panel se vzorky byl inkubovan pti 37 °C 30 min. Poté byla méfena absorbance pti 562 nm.
Z hodnot standardii byla vytvotfena kalibracni pfimka a zrovnice pro pfimku vypocteny

koncentrace vzorkad.

Protilatky

K imunodetekci proteind imunoblotem a fluorescen¢ni mikroskopii byly pouzivany
protilatky: monoklonalni anti-FLAG (Sigma-Aldrich) protilatka produkovana v mysi.
Polyklonalni anti-OASL protilatka (Thermo Fisher Scientific) byla produkovana v kralikovi
imunizaci rekombinantnim fragmentem proteinu odpovidajicimu oblasti prvnich 274
aminokyselin lidského OASL. Monoklonalni anti-GAPDH protilatka (Abcam) byla
produkovana v krdlikovi imunizaci rekombinantnim fragmentem odpovidajici 100
aminokyselinam C-konce. Pro imunoblot byly pouzity jako sekundarni i terciarni protilatky

polyklondlni protilatky znacené kienovou peroxidazou, popt. alkalickou fosfatdzou pro
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kolorimetrick¢ vyvolani (Vector Laboratories). Pro imunofluorescenci byly pouzity

sekundarni fluorescen¢né znacené protilatky DyLight 594 (Vector Laboratories).

Imunoblot

Proteiny pro imunoblot byly elektroforeticky (SDS-PAGE) separovany ve 12%
poylakrylamidovém gelu s pfidanim 0,5 % trichlorethanolu, jakoZto Stain-free Cinidla pro
vizualizaci proteinli pod UV zafenim. V gelu byl obsazen akrylamid (30% akrylamid +
bisakrylamid 37,5:1, Carl Roth), separa¢ni (1,5 M Tris base, 0,4% SDS, pH 8,8), popf.
zaostfovaci pufr (1 M Tris base, 0,4% SDS, pH 6,8), APS (amonium persulfat), TEMED
(N,N,N",N" Tetramethylethylendiamin) a trichlorethanol pfi pH 8,8. Slozeni smési pro jeden
gel je uvedeno v Tabulce 4. Vzorky byly smichany se 4x redukujicim pufrem (0,2%
bromfenolova modf, 40% glycerol, 8% SDS, 0,2 M Tris, 100 mM dithiothreitol, pH 6,8) a
nanaseny. Jako ladder byl pouzit Prestained Protein Marker V1 10 — 245 kDa (Applichem). Po
separaci byly proteiny detekovany po aktivaci UV zafenim fluroescencni detekei (Stain-free;
G:Box, Syngene). PVDF (GE Healthcare Life Sciences) membrana byla aktivovana minutu
v methanolu a poté inkubovéna cca 10 minut v blotovacim pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin,
20% methanol). V blotovacim pufru byly také kratce inkubovany blotovaci papiry a SDS-
PAGE gely. Po sestaveni blotovaciho sloupce byly ptipadné vzniklé bubliny vytla¢eny
povalenim sklenéné ty¢inky. Blotovano bylo pfi 25 V 30 minut v blotovaci aparatuie (Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad).

Tabulka 4: Mnozstvi komponent pouzitych pro pfipravu jednoho polyakrylamidového gelu.

Separacni gel

Zaosttovaci gel

30% akrylamid 2 mi 0,25 ml
4x separacni / zaostfovaci pufr 1,25 ml 0,38 ml
Deionizovana voda 1,65 ml 0,85 ml

10% APS 100 pl 20 ul

TEMED 4 ul 2ul
trichlorethanol 25 ul 7,5 ul

Po blotovani byly membrany kratce promyty vodou a PBS-T (PBS, 0,05% Tween-20).
Membrany byly blokovany 60 min v blokovacim roztoku (5% suSené odstfedéné mléko
v PBS-T), néasledné¢ byla provedena inkubace v primdrni protilatce v ifedéni 1:500
Vv blokovacim roztoku (pti 4 °C pies noc). Po inkubaci byly membrany promyvany 3x 10 minut
v PBS-T. Po promyti byly membrany inkubovany se sekundarni protilatkou v fedéni 1:1000
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Vv blokovacim roztoku 60 minut. Nasledovalo promyvani 3x 10 minut v PBS-T, inkubace
s terciarni protilatkou za stejnych podminek jako se sekundarni a posledni promyvani.
K detekci bylo vyuzivano kienové peroxidazy konjugované s polyklonalni sekundarni i
terciarni protildtkou. Toto feSeni bylo zvoleno z diivodu, Ze pfi absenci terciarni protilatky
nebyl detekovan zadny signél. Po poslednim promyti byly membrany oplachnuty v PBS a
signal byl vyvolan chemiluminescenénim kitem pro kienovou peroxidazu (Western Blot

Quantum, Advansta). Intenzita signalu byla analyzovana v programu ImageJ.

Vybrané membrany byly vyvolany kolorimetricky pomoci alkalické fosfatazy. Bylo
pouzito obdobné schéma, pticemz polyklonalni sekundérni a terciarni protilatky byly namisto
kifenové peroxidazy konjugované s alkalickou fosfatazou. Pro vyvolani byl pouzit AP
vyvolavaci pufr (100 mM Tris, 100mM NaCl, 10 mM MgCly, pH 9,5) v mnozstvi 10 ml na
membranu s pfidanim 200 pl substratu BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfat +
nitro-blue-tetrazolium). Po dostateném vyvolani signalu byly membrany promyty

Vv deionizované vodé¢ a ususeny.

Stripping membran a znac¢eni GAPDH

K normalizaci signdlu byla vyuzita detekce housekeeping proteinu GAPDH; pro
maximalni pfesnost jsme se rozhodli analyzovat signdl GAPDH na membrané pouzité pro
vyvolani signalu OASL. Vyvolané membrany byly tedy inkubovany ve stripovacim pufru (2
% SDS, 62,5 mM Tris HCI pH 6,8, 0,8 % B-merkaptoethanol) 45 minut za stalého tfepani pfti
50 °C. Nasledné byly membrany promyvany pod tekouci vodou 2 minuty a inkubovany 5
minut v PBS-T. Poté byly blokovany 60 minut v blokovacim roztoku, inkubovany v primarni
GAPDH protilatce v fedéni 1:1000 v blokovacim roztoku 60 minut, promyvany PBS-T 3x 10
minut a inkubovany 60 minut v sekundarni protilatce (konjugované s kienovou peroxidazou)
fedéné 1:1000 v blokovacim roztoku. Po inkubaci byly membrany promyty 3x 10 minut
v PBS-T a vyvolany za pouziti kitu Western Blot Quantum (Advansta).

Barveni proteinii

Polyakrylamidové gely byly po blotovani barveny metodou Blue Silver vyuzivajici
barvivo Coomassie Brilliant Blue. Gely byly nejprve fixovany 20 minut v 50% ethanolu
s ptidavkem 2% H3PO4 a promyty 2x 20 minut ve vod¢€. Takto fixované gely byly barveny
ptes noc v roztoku CBB Silver Blue (10% H3POa4, 10% (NH4)2SO4, 0,12% CBB G-250, 20%
methanol). Gely byly nésledné promyty vodou a zdokumentovany.
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Imunofluorescenéni mikroskopie

Pro ptipravu vzork byla vyuzita podlozni sklicka s jamkami pro kultivaci bunénych
kultur. Proces nasazeni bun¢k byl standardni dle vySe popsaného postupu. Koncentrace bunék
byla 37 500 bunék/ml, nasazeny objem 200 pl. Bunky byly fixovany 4% paraformaldehydem
v PBS pfipraveném ze zasobniho roztoku. Zasobni roztok byl pfipraven rozpousténim
paraformaldehydu do 16 % v poloviné kone¢ného objemu deionizované vody za teploty
65-70 °C za piidani kapky 10M NaOH do Kklarifikace roztoku. K rozpusténému
paraformaldehydu byl ptidan stejny objem 8x PBS a roztok v alikvotech zamrazen a uskladnén
pfi -20°C. Transfekce byla provedena standardnim protokolem upravenym na zakladé¢
optimalizace (viz kapitola Optimalizace transfekce bunék DAOY HTB-186). Vzorky byly
zpracovany po 24 a 48 hodinéch od transfekce. Veskeré roztoky byly filtrovany ptes 0,22 um
PES filtr (VWR) a byly pouzivany v objemu 200 pl na jamku. Buiiky byly po dobu 5 min
promyty PBS. Po odsati PBS byl pfidan fixacni roztok a vzorek byl inkubovan 15 minut. Po
ukonceni fixace byl vzorek promyvan PBS 3x 5 min pro dikladné odmyti fixaniho ¢inidla.
Nasledné byl pfidan permeabiliza¢ni roztok (0,1% Triton X-100 v PBS) na dobu 15 min. Po
permeabilizaci byl vzorek promyt PBS 2x 5 min. Pro zablokovani autofluorescence
paraformaldehydu byl vzorek nasledné inkubovan 2x 10 min. v roztoku 50 mM NH4Cl v 1%
BSA (Albumin — frakce V, Sigma-Aldrich) v PBS. Poté byl vzorek promyt 2x 5 min. PBS.
Vzorek byl blokovan 60 min. v 3% BSA v PBS. Po blokaci byl vzorek inkubovan s primarni
protilatkou zifedénou v poméru 1:200 v 1% BSA v PBS 60 min. Jako primarni protilatka byla
pouzita anti-FLAG protilatka, stejna, jako v pfipad¢é imunoblotu. Poté byl vzorek promyvan
v PBS 6x 5 min. Naledné¢ byl vzorek inkubovan se sekundarni fluorescenéné znacenou
protilatkou v 1% BSA v PBS v poméru 1:500 60 min ve tmé. Nasledné kroky byly provadény
za nizké hladiny osvétleni z divodu minimalizace ztrat fluorescencni aktivity. Po inkubaci
v sekundarni protilatce byly vzorky promyty v PBS 6x 5 min. Sklicko bylo ponechano ve tmé
do Uplného zaschnuti vzork. Na kazdy vzorek bylo pfidano 12 ul montovaciho média
VECTASHIELD Hard Mounting Media (Vector Laboratories), vzorek byl zakryt krycim
sklickem. Preparaty byly pozorovany konfokalnim mikroskopem Fluoview FV10i (Olympus).
Byl vypocten pomér poctu bunck exprimujicich OASL (anti-FLAG) ku celkovému poctu

bunék. Pocet bunck byl urcen pfi zvétseni 40x.

Izolace RNA
RNA pro gRT-PCR byly izolovany ze dvou jamek 24-jamkového panelu a pro
Northern blot ze 4 jamek. I1zolace byla provadéna fenolovym extrak¢nim ¢inidlem RNA Blue.

Pracovni prostor byl oSetfen pfipravkem pro inaktivaci RNaz. Buiiky byly zbaveny média a
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oplachnuty 1 ml PBS. Po promyti bylo do kazdé jamky pfidano 200 ul RNA Blue. Po 5
minutach v RNA Blue byly zbytky bunék mechanicky seskrabany, vzorky byly promichany,

v

odebrany a zamrazeny pti -70 °C pro pozd¢jsi izolaci.

Pro izolaci RNA byly ke vzorkiim ptidan chloroform v objemu 0,2 ml na 1 ml RNA
Blue; vzorky byly dikladné 15 sekund protiepavany a ponechany pii pokojové teploté 5
minut. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 10 minut pfi 12000 ot.min a 4 °C. Po
centrifugaci byla horni vodnd faze odebrana do Ccistych zkumavek. Vodna faze byla
precipitovana piidanim 0,5 ml isopropylalkoholu na 1 ml RNA Blue pfi teploté 4 °C alespon
10 minut. Po precipitaci byl vzorek centrifugovan 20 minut pfi 16000 ot.min™ a 4 °C. Po
odebrani supernatantu byl piidan 1 ml 70% ethanolu v DEPC H»0 a vzorek byl centrifugovan
10 minut pfi 16000 ot.min" a 4 °C. Po centrifugaci a odséti ethanolu byla peletka susena pfi
pokojové teploté. Poté byla rozpuSténa v DEPC H;0. Koncentrace rozpusténé RNA byla

zmgéfena na piistroji NanoPhotometer (Implen).

DNazova reakce

Celkové vstupni mnozstvi do DNazové reakce bylo u detekce virové RNA 1700 ng
totalni RNA a pro detekci OASL bylo pouzito 2000 ng totdlni RNA. Objemy vzorkii RNA
byly do daného objemu doplnény DEPC vodou. Pro DNazovou reakci byla pouzita dsSDNase
(Thermo Fisher Scientific). SloZeni reak¢éni smési, kromé objemu RNA variabilniho dle
koncentrace, je uvedeno nize (Tabulka 5). Reakce probihala 30 minut pii 37 °C a byla

ukonc¢ena zahtatim na 60 °C po dobu 5 minut.

Tabulka 5: SloZeni DNazové reakce v mnoZstvi pro jeden vzorek.

10x DNaza pufr 1 ul

enzym DNaza 1wl

Templatova RNA Max 8 pl

DEPC voda Do 10 ul
Piiprava cDNA

Pro ptipravu cDNA byl pouzivan First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas/Thermo
Fisher Scientific). Vstupnim materidlem reakce byl kompletni objem DNazové reakce,
k c¢emuz bylo ptidano 1,5 pl ndhodnych hexamert, 5 ul DEPC vody, reakce byla zahtata na
65 °C na 5 min a poté schlazena na ledu. Objem byl rozd€len na 11 pl pro syntézu cDNA a

5,5 ul pro kontrolu bez enzymu. Poté bylo pfidan mastermix, pfipraven dle Tabulky 6.
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Ptipravené vzorky byly inkubovany 5 minut pii 25 °C a néasledné 60 minut pii 37 °C. Reakce

byla ukoncena zahtatim na 70 °C po dobu 5 minut.

Tabulka 6: SloZeni mastermixti pro syntézu cDNA a negativni kontrolu.

Reagencie Reakéni mastermix Kontrolni mastermix (RT-)

DN4azova reakce 11 ul 5,5ul
5x reakéni pufr 4 ul 2 ul

RiboLock inhibitor RNaz I 0,5 ul
10 mM dNTP mix 2ul 1wl
M-MuLV reverzni transkriptaza 2ul ---
DEPC voda 1wl

gRT-PCR

Pro gRT-PCR byly vzorky cDNA nafedény na 30 pl, RT- kontroly na 15 pl. Vzorky
byly pouzity v technickych triplikatech, kontrola v jednom opakovani. Pro reakci byl pouzit
gPCR 2x SYBR MasterMix (Top-Bio). Mnozstvi reagencii na jednu reakci je uvedeno Vv
Tabulce 7. Reakce probihala podle schématu uvedeném v Tabulce 8. Méfeni fluorescence
vzorkd probihalo vzdy na konci elongacéni faze (pti 72 °C), na zavér byla provedena tzv.
melting analyza (analyza produktl na zédkladé jejich denaturacni teploty). Pro detekci virové
RNA byly pouzity primery EO1-F a E01-R, pro detekci OASL byly pouzity primery OASL
qPCR F a OASL gqPCR R, pro kontrolu mnoZzstvi pouzité RNA byly pouZity primery HPRT F
a HPRT R detekujici housekeeping gen HPRT. Vysledné ziskané hodnoty byly vyuzity pro

relativni kvantifikaci metodou AA-Ct s normalizaci k HPRT, jakozto referenénimu genu.

Tabulka 7: SloZeni reakce pro qPCR.

Primer F 0,6 ul
Primer R 0,6 ul

2x SYBR MasterMix 10 ul
Voda 4,8 ul

cDNA vzorek 4 ul
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Tabulka 8: Nastaveni qPCR programu.

95 °C 10 minut

95 °C 15 sekund

60 °C 30 sekund 40 cykla
72 °C 30 sekund

95 °C Kontinudlni analyza kiivky tani

Northern blot

Denaturacni gel

Elektroforetické rozdéleni RNA vzorki pro Northern blot probihalo v denatura¢nim
gelu v pufrovacim prostfedi 1x MOPS pufru pii 80 V. Slozeni denatura¢niho gelu je uvedeno
v Tabulce 9. Spoleéné se vzorky byl nanesen i ladder RiboRuler High Range RNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Vzorky véetné ladderu byly v pozadované koncentraci smichany
s 2x koncentrovanym nanasecim pufrem (Megascript Kit; Life Technologies/Thermo Fisher
Scientific). Nasledn¢ byla RNA denaturovana pii 75 °C po dobu 10 minut. Nasledné byly
vzorky naneseny na denaturaéni gel a separovany 2-3 hodiny. RNA v gelu byla visualizovana

pomoci interkala¢niho barviva GelRed (Biotium), které bylo ptidano do gelu pfi jeho pfiprave.

Tabulka 9: SloZeni denatura¢niho gelu.

DEPC voda 86 ml
Agardza 1,44 g
10x MOPS pufr 12 ml
36% Formaldehyd 22 ml
GelRed (10000x koncentrovany) 12 wl

Po elektroforetické separaci byl gel promyvan 30 min v DEPC vodé¢, 15 minut v 50
mM NaOH a nakonec 30 minut v 20x SSC pufru (3M NaCl, 0,3M citrat sodny, pH 7). Pro
blotovani byla pouzita nylonova membrana (Zeta Probe Blotting Membrane, Bio-Rad). Pienos
RNA na membranu probihal na principu kapilarniho vzlinani savym papirem v 20x SSC pufru
po dobu 24 hodin. RNA na membran¢ byla zafixovana vysuSenim membrany a naslednym

UV-crosslinkovanim (1,2 J.cm™).

29



Priprava sondy pro Northern blot

Pro PCR na pfipravu templatu pro vyrobu sondy byla pouzita Q5 Hot Start High-
Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs). Jako templat byl pouzit expresni plasmid
pro OASLa. PCR byla namichana ve Ctyfech stejnych reakcich po 50 ul. V nize uvedenych
tabulkach je popsano slozeni reakce (Tabulka 10) a reakéni podminky (Tabulka 11).

Tabulka 10: Slozeni PCR reakce pro OASL sondu.

5x Q5-HS pufr 10 ul
5x Q5-HS enhancer 10 ul
10 mM dNTPs 2 ul

Primer OASL probe F 1,5 ul
Primer OASL probe R 1,5l
PCR voda 24 ul
Templatova DNA 0,5 ul
Q5-HS polymeraza 0,5 ul

Tabulka 11: Podminky amplifikace fragmentu pro OASL sondu.

98 °C 30 sekund
98 °C 10 sekund
72 °C 20 sekund 40 cykla
72 °C 20 sekund
72 °C 2 minuty

Prob¢hlé reakce byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu, produkty o pozadované
velikosti vyfiznuty a izolovany kitem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel)
pouzitim jedné kolony na vSechny Ctyfi reakce. Postupovéano bylo piesné dle protokolu

vyrobce. Po izolaci byla zmétena koncentrace pomoci pfistroje NanoPhotometer (Implen).

Pro ptipravu radioaktivné znacené sondy byl pouzit kit DecalLabel DNA Labeling Kit
(Thermo Fisher Scientific). Jako zdroj radiaéniho signalu byl pouzit [a-*’P]-dCTP 6000
Ci.mmol?, 9,25 MBq (Hartmann Analytic). Pro minimalizaci kontaminace materialu
radioizotopem bylo maximum prace provedeno ve standardni laboratofi, pouze nezbytné

nutné prace s radioaktivnim materidlem byly provaddény v izotopové laboratofi na
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Parazitologickém tstavu BC AVCR po zaskoleni odpovédnym pracovnikem Dr. Zdeikem

Parisem.

Prvni faze ptipravy sondy, primer templatova smés (Tabulka 12) byla michéna pro 100

ng DNA nasledujicim zptisobem.

Tabulka 12: Slozeni primer-templatové smési.
DNA templat (100 ng) 2,78 ul

dekanukleotidy v 5x pufru | 10 pl
PCR grade voda 27,2 ul

Vzorek byl inkubovan 10 min. pti 100 °C, schlazen na ledu a poté k nému byly pfidany

dalsi reagencie (viz Tabulka 13).

Tabulka 13: SloZeni druh ¢asti smési reagencii pro syntézu sondy.

Mix C 3ul
[0-32P]-dCTP 6 ul
Klenow fragment (5U) 1l

Reakce byla inkubovana 5 min. pii 37 °C. Poté byly pfidany 4 pl dNTPs mixu a

inkubovéno opét 5 min. pii1 37 °C.

Prehybridizace a hybridizace membran

Prehybridizace membran probihala 2 hodiny pii 65 °C V hybridizacnim pufru
PerfectHyb™ Plus Hybridization Buffer (Sigma-Aldrich) s obsahem denaturované DNA
Z lososich spermii v kone¢né koncentraci 0,1 mg.ml™. Po uplynuti doby prehybridizace byl
ptidan cely obsah zkumavky s pfipravenou sondou a membrany byly nasledné€ inkubovany 20-
24 hodin pfi 42 °C. Nasledné byly membrany promyvany dle schématu v Tabulce 14.
Promyvani bylo pfed jednotlivymi kroky kontrolovdno orientacnim mapovanim aktivity

pomoci Geiger-Miillerova pocitace.
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Tabulka 14: Priitbéh promyvani membran.

2x SSC + 0,1% SDS nahtato na 42 °C ihned vylito
2x SSC + 0,1% SDS 42 °C 15 min
1x SSC +0,1% SDS 50 °C 15 min

0,5x SSC + 0,1% SDS 60 °C 10 min

Membréany byly zabaleny do bézné potravinaiské folie a ve vyvolavacich kazetach
ponechany 3 dny. Poté byly kazety skenovany pftistrojem Typhoon Scanner 9410 (Amersham
Biosciences/GE Healthcare).

Plakova titrace

Stejné jako infekce buné€k 1 provadéni plakové titrace bylo nutné provadét v rezimu
BSL2. Pro plakovou titraci byly vyuzity vzorky média odebrané z infikovanych bun&k. Na
panel bylo naneseno 180 pl média do kazdé jamky. Poté bylo do prvni jamky naneseno 20 ul
testovaného vzorku, smés byla promichéna a z této smési byla vytvorena dekadicka fedici fada
s exponentem fedéni -1 az -6. Vzorky byly promichany s 300 ul suspenze PS bun¢k
v koncentraci 300 tisic bunék.ml™. Panely byly ponechany po dobu 5 hodin pti 37 °C
v atmosféfe 0,5% CO.. Po uplynuti 5 hodin byly buiiky pfevrstveny krycim roztokem (1:1
roztok 1,8% karboxymethylcelulozy a 2x média, v:v). Takto pfipravené panely byly
inkubovany 5 dni. Po péti dnech inkubace byly panely barveny. Nejprve byly panely ponotfeny
do 0,9% roztoku NaCl. Poté byl promyvaci roztok vypustén do dezinfekéniho roztoku a panely
byly zality barvicim a fixacnim roztokem naftalenové ¢erni (0,1% naftalenova ¢erni, 6% ledova
kyselina octova, 1,36% octan sodny). Barveni a fixace probihaly 45 minut. Po obarveni byly
panely proplachnuty vodou a usuSeny. Pro vypocet byly vyuZzity dvé jamky s nejnizsi fedénim,

a+b
0,198 Xn

kde bylo mozZno rozlisit jednotlivé plaky. Hodnoty byly ziskany dle vztahu x= kde ,,a*

je pocet plaki v jamce s nejvétsim fedénim, ,,b* pocet plakll v jamce S druhym nejveétsim
fedénim, koeficient 0,198 vychdzi z objemu pouzitého média vzhledem k zapocitdni obou
jamek a ,,n*“ znaci nejvéetsi pocitané fedéni. Vysledné hodnoty jsou vyjadieny jako pocet
plakotvornych jednotek (PFU — plaque forming units) na 1 mililitr, tedy PFU.ml?, které
v idedlnim piipadé odpovidaji poétu infekceschopnych virionti. Hodnoty PFU.ml? byly

nasledné prevedeny do dekadického logaritmu.
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Vysledky

Amplifikace expresnich vektori a ovéreni sekvenci OASL

Prvotnim ukonem byla amplifikace OASL vektord a ovéteni sekvence jednotlivych
expresnich variant. Po transformaci kompetentnich bakterii vektory vSech tii variant OASL
byla provedena kontrolni PCR k potvrzeni pfitomnosti plasmida pro OASL v koloniich
narostlych na selektivni LB agarové pudé. Z klonti pozitivnich na ptitomnost plasmidu byla
izolovana plasmidova DNA. Pomoci sekvenovani jsme ovétili spravnost sekvenci pro vSechny
OASL varianty: k sekvenaci (GATC Biotech) byly pouzity primery T7 F a BGH 123 R.
Ziskané sekvence byly porovnany (Obrazek 7) se sekvencemi pro mRNA jednotlivych variant
ziskanych z NCBI databaze: OASLa (NM_003733), OASLb (NM_198213) a OASLd
(NM_001261825).
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Obrazek 7: Srovnani sekvenci jednotlivych variant OASL (program Geneious).

Kontinuita sekvenéné ovétrenych plasmidi vSech tfi variant byla ovétfena restrikéni
analyzou, a to dvéma kombinacemi restrikénich enzymt (Obrazek 8). Vstupnim materidlem
byl jednak zasobni izolat jednotlivych plasmidi pro OASL od firmy GeneScript (Obrazek 8,
jamky 1-6, 13-15) a jednak vzorky izolovanych plazmidii s pracovni koncentraci 200 ng.pl?
(Jamky 7-12, 16-18). Pfi pouziti kombinace Xhol a Ndel by mél mit mensi produkt velikost
812 bazi a vétsi pro OASLa 6126 bazi, pro OASLb 5349 bazi a pro OASLd 5736 bazi. Pii
pouziti samotného Kpnl by mél mensi produkt mit 670 bazi a vétsi pro OASLa 6268 bazi, pro
OASLD 5491 bazi a pro OASLd 5878 bazi. Jako kontrola byly pouzity nestépené plasmidy
(Jamky13-18).
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Obrazek 8: Restrikéni analyza izolovanych plasmidil vSech variant OASL. Legenda: OASLa
(1,4,7,10,13,16), OASLb (2,5,8,11,14,17) OASLd (3,6,9,12,15,18), zasobni izolat (1-6, 13-
15), fedéné plasmidy (7-12, 16-18) Xhol a Ndel (4-6, 10-12), Kpnl (1-3, 7-9).

Velikost detekovanych fragmentii odpovida piedpokladané velikosti vypocitané ze
znalosti sekvenci vektoru a konstrukti OASL. Zaroven nebyly detekovany zadné dalsi
arteficialni fragmenty. Nasledné probé¢hla izolace plasmida z takto zkontrolovanych klont ve

vétsim objemu.

Optimalizace transfekce bunék DAOY HTB-186

Druhym hlavnim krokem bylo stanoveni idedlnich transfekénich podminek pro
pouzivanou medulloblastovou liniit DAOY HTB-186. Pro prvotni optimaliza¢ni pokusy bylo
vyuzito vektoru phMGFP koédujiho protein GFP a pfimé méfeni intenzity fluorescence. Pro
optimalizaci transfekce byly vyuzity rizné kombinace po¢tu nasazenych bun¢k a mnozstvi
plasmidové DNA. Zaroven byly na vSechny vyzkouSené kombinace pouzity dvé transfekéni
reagens: PolyJet a Lipofectamin 2000. Transfekce a méfeni byly provedeny v triplikatech a
naméfené intenzity jsou sumarizovany na Obrazku 9. Méfeni probihalo v ¢tecce mikrodesti¢ek
BioTek s excitaci svétlem o vinové délce 485 nm a emitovaného svétla o vinové délce 510

nm.
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Obrazek 9: Intenzita fluorescence proteinu GFP v zavislosti na podminkéach transfekce a
pouzitém transfekénim reagens. Zobrazené hodnoty piedstavuji primérné hodnoty naméfené
intenzity fluorescence (n=3) spole¢né se smérodatnymi odchylkami.

Z méteni intenzity fluorescence proteinu GFP je patrné, Ze obecné bunky
transfekované PolylJet vykazovaly vyssi intenzitu fluorescence oproti pouziti Lipofectamin
2000. Dale je ziejmé, ze nejvyssi hodnoty fluorescence byly naméfeny u vzorku

transfekovaného pomoci Polyjet s pouzitim 0,5 ug DNA na 150000 bungk.

Dalsim krokem optimalizace bylo upifesnéni transfekénich podminek pro PolyJet. Byly
pouzity ruizné kombinace mnozstvi DNA a poméru DNA:Polylet. Sledovan byl také vliv
vymény média 5 hodin po transfekci za cerstvé. Intenzita fluorescence proteinu GFP 24 hodin
po transfekci v zavislosti na podminkach transfekce je porovnana na Obrazku 10; Obrazek 11

pak znazornuje intenzitu signalu 48 hodin po transfekci.
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Obrazek 10: Intenzita fluorescence GFP v buikach 24 hodin po transfekci (n=1).
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Obrazek 11: Intenzita fluorescence GFP v burikach 48 hodin po transfekci (n=1).

Vysledky méteni intenzity fluorescence proteinu GFP poukéazaly na mozné vhodné
kombinace mnozstvi DNA a Polyjet. Nejméné vhodné byly vyfazeny a pro dalsi ovéfeni bylo
vybrano 14 kombinaci. Tyto kombinace byly ovéfeny pomoci detekce isoformy OASLa za

pouziti imunoblotu. Pouzita protilatka byla anti-FLAG (Obrazek 12) a mnozstvi nanasenych
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proteini bylo shodné 15 pg, na zdkladé méfeni koncentrace pomoci BCA reakce. Po blotovani

byl gel obarven CBB (Obrazek 13).

Obrazek 12: Imunoblot proteinu OASLa v riznych kombinacich mnozstvi DNA a PolyJet pii shodném
mnozstvi nanaseného proteinu dle BCA. Detekce chemiluminiscence. Odebirano 24 hpt. Legenda 1)
0,5ug/1:1,52)0,5ug/1:23)0,5ug/1:34) 1 pg/1:1,55) 1 pg/1:26) 1 pg/1:37) 2 pg/ 1:1,58)
2ug/1:29)2pg/1:310)0,5 ug/1:211) 0,5 ug/ 1:312) 1 pg/ 1:1,513) 1 pg/ 1:214) 1 ug/ 1:3. (1-

9) Vyména média. (10-14) Bez vymény média.

10 11 12 13 14

‘l.t - .“.

Obrazek 13: SDS-PAGE vzorkt riznych kombinaci mnozstvi pouzitého PolyJet a DNA. Odebirano
24 hpt. Legenda 1) 0,5 ug/1:1,52) 0,5 ug/ 1:23)05ug/ 1:34) 1 ug/ 1:1,55) 1 ug/ 1:26) 1 ug/
1:37)2ug/1:1,58)2ug/1:29)2 ug/ 1:310) 0,5 ug/ 1:211) 0,5 ug/ 1:312) 1 pg/ 1:1,513) 1 pg/
1:2 14) 1 pg/ 1:3. (1-9) Vyména média. (10-14) Bez vymény média. Obarveno CBB.

Po vyhodnoceni intenzity chemiluminiscence imunoblotu byly vybrany dvé
nejvhodnéjsi kombinace (Obrazek 12, vzorek 11 a 12). Vzhledem k nizsi spotiebé DNA pro
transfekci byl standardni protokol upraven na 0,5 ul DNA, 1,5 ul PolyJet (pomér 1:3) a
ponechani transfekéni smési v jamkach bez vymény média. Zaroven byl detekovan vétsi

signal u vzorkd odebranych 24 hodin po transfekci oproti 48 hodindm po transfekci.

Detekce variant OASL na proteinové urovni
Pro analyzu overexprese variant OASL byl proveden imunoblot vzorkd bunék
odebranych 24 hodin (Obrazek 14) a 48 hodin (Obrazek 15) po transfekci vektory pro
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jednotlivé varianty OASL. Jako kontrola byly pouzity netransfekované buriky. Pouzita byla

anti-FLAG protilatka a sekundarni protilatka konjugovana s alkalickou fosfatazou s naslednou

kolorimetrickou detekci signalu.

Obrazek 14: Detekce variant proteinu OASL 24 hodin po transfekci. OASLa 59 kDa (1,2),
OASLDb 30 kDa (3,4), OASLd 45 kDa (5,6).

Obrazek 15: Detekce variant OASL a kontroly 48 hodin po transfekci. OASLa 59 kDa (1,2),
kontrola (3), OASLb 30 kDa (4,5), OASLd 45 kDa(6,7).
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Ve vzorcich byla detekovana jen varianta OASLa, varianty OASLb a OASLd nebyly
detekovany. Zaroven signal pro OASLa ve vzorku 24 hodin po transfekci byl vyssi, nez po 48
hodinéch.

Imunofluorescenéni  mikroskopii  byla  zjisStovana  bunécna  lokalizace
overexprimovanych proteint (Obréazek 16). Zaroven byla porovnavéana ucinnost anti-OASL a

anti-FLAG protilatek, pticemz v piipadé€ pouziti anti-OALS protilatek nebyl detekovan zadny

signal (vysledky nejsou uvedeny) a tyto protilatky déale nebyly pouzivany.

D1 D2

Obrazek 16: Bunécna lokalizace overexprimovanych variant proteinu OASL. Legenda:
Pismena A, B, D oznacuji variantu OASL, ¢islo 1 — DAPI, 2 — anti-FLAG, 3 — kombinace.
Pozorovano pod zvétSenim 60x.
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Na zéklad¢ imunofluorescencni mikroskopie byla pozorovdna bunétna lokalizace
variant proteinu OASL detekci protilatkou specifickou proti FLAG-tagu. Pro detekci
protilatkou anti-OASL nebylo mozné detekovat signal. OASLa byl pozorovan v oblasti
cytoplasmy, u OASLb byly pozorovany shluky vyskytujici se kolem jadra a u OASLd se
lokalizace signalu pro protein shodovala se signalem jadra znacenym DAPI. Spoétenim
mnozstvi buné€k bylo zjisténo, Ze varianta OASLa je exprimovana v 8,2 % bun¢k (40 ze 490),

OASLb v 1,3 % bunék (3 z 230) a OASLA v 2,3 % bun&k (15 ze 648).

Detekce variant OASL na urovni mRNA

Vzhledem k velmi nizké produkci variant OASLb a OASLd jsme se rozhodli pro
oveieni, zda jsou sekvence v plasmidech kédujici jednotlivé varianty proteini OASL
transkribované do mRNA. Z téchto divodu byla provedena detekce mRNA pomoci sondy
specifické pro OASL za pouziti Northern blotu. Kromé vzorki totalni RNA z transfekovanych
bun¢k byly rovnéz analyzovany buiiky infikované VKE (48 hodin po infekci).

Pro ptipravu sond byl pouzit framgent OASL odpovidajici spole¢né sekvenci vSech
variant (exony 1 — 3) a tedy umoziujici detekci vSech tii variant. Fragment byl amplifikovan

pomoci PCR a po ovéteni jeho velikosti (393 bp; Obrazek 17) byl vyizolovan z gelu (¢ = 35,9
ng. ul?).

600
500
400
300

Obrazek 17: Amplifikovany fragment PCR reakce s templatovou OASL DNA pro izolaci DNA na
ptipravu sondy.

Vzorky pro detekci arteficidlné produkované MRNA byly ziskany zbunck
transfekovanych plazmidy kodujicimi jednotlivé varianty OASL 24 hodin po transfekci.
Vzorky pro detekci pfirozené exprese pochéazeji z bunck infikovanych virem a odebranych 48
hodin po infekci. Po separaci RNA v gelu byl pofizen snimek pro kontrolu kvality a integrity
RNA (Obrazek 18). Prvni Northern blot byl proveden bez ptedchoziho pouziti DNazy.
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Obrazek 18: Gel se vzorky RNA pied provedenim prvniho northern blotu. Vzorky RNA
z bunék infekce po 48 hodinach (1 a 2), OASLa (3), OASLD (4) a OASLA (5).

Na zéklad¢ pritomnosti ribosomalni RNA (28S a 18S) byla ovéfena integrita RNA a
nasledné provedeno blotovani a znaceni pro detekci OASL mRNA v jednotlivych vzorcich
(Obrazek 19). Po vyvolani signdlu byly detekovany zietelné fragmenty odpovidajici
velikostné DNA expresniho vektoru. Fragmenty s mens$i intenzitou a mensi velikosti
odpovidaji mRNA jednotlivych variant OASL. Poradi vzorkii na membrané¢ odpovida

vzorkim v denatura¢nim gelu.
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Obrazek 19: Detekce RNA ve vzorcich pro jednotlivé varianty OASL a v kontrolnich vzorcich
po infekci. Bez piedchozi DNazové reakce. Infikované bunky 48 hpi (vzorkyl, 2), buiiky
transfekované plazmidy kodujicimi proteiny OASLa (3), OASLDb (4), OASLA (5).

Pro kontrolu spravnosti postupu byl proveden dalSi Northern blot. Pro odstranéni
signalu plasmidové DNA byly vzorky byly oSetfeny DNéazou. Pfed blotovanim byl potizen
snimek pro kontrolu kvality a integrity RNA (Obrazek 20).

Obrazek 20: Elektroforéza vzorki izolované RNA pted blotovanim. Vzorky RNA pro OASLa
(1,2), OASLD (3,4), OASLA (5,6), prazdny vektor (7,8), vzorky z infekce 48 h (9), mozkové
suspenze 48 h (10), infekce 72 h (11), mozkova suspenze 72 h (12).
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U vzorka 3, 8, 11 a 12 (Obrazek 20) nebyly detekovany fragmenty odpovidajici
ribosomalni RNA (28S a 18S). Z divodu nedetekované kontrolni ribosomalni RNA v jamkéach
11 a 12 byl northern blot o tyto jamky zmen$en (Obrazek 21).

128 4 5 6 7 8:E9E0

vl

Obrazek 21: Detekce RNA ve vzorcich pro jednotlivé varianty proteinu OASL a
v infikovanych kontrolach pomoci Northern blotu. Poradi vzorkl stejné jako u vychoziho

gelu.

U vzorkt ziskanych z bunék transfekovanych jednotlivymi variantami OASL byla opét
detekovana mRNA velikostné odpovidajici variantam OASL. Zaroveinn nebyla detekovana
zadna mRNA kodujici OASL varianty u infikovanych bungk, stejné jako u negativni kontroly

mozkovou suspenzi a prazdného vektoru.

Vliv OASL na prubéh infekce

Pro zjisténi vlivu proteinu OASL na prubéh infekce VKE byla analyzovana produkce
viru v buiikach overexprimujich jednotlivé varianty OASL za pouziti plakovych titraci. Pro
ziskani vzorki byly odebirany triplikaty vzorkt infikovanych 24 hodin po transfekci. Odbéry
probéhly 24 hodin (Obrazek 22) a 48 hodin po infekci (obrazek 23). Pocet produkovanych
virioni vyjadieny v PFU.ml? u vzorki pochazejici z bunék transfekovanych variantami

OASL odpovidd hladindm zméfenych u kontrolnich vzorki transfekovanych prazdnym
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vektorem. Z vysledkti plakové titrace je zfejmé, ze ke zménam v mnoZzstvi virionl

uvoliovanych do média nedochazi.

log10 PFU/ml

OASLA OASLB OASLD EV

Obrazek 22: Mnozstvi viru ve vzorcich média odebranych transfekovanym bunikam 24 hodin

po infekci. Méteno plakovou titraci, uvedeno v logaritmu PFU/ml.

log 10 PFU/ml

OASL A OASLB OASLD EV

Obrazek 23: Mnozstvi viru ve vzorcich média odebranych transfekovanym buiikdm 48 hodin

po infekci. Méteno plakovou titraci, uvedeno v logaritmu PFU/ml.
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K ovéteni vysledki plakové titrace byla provedena qRT-PCR pro detekei virové RNA
v bunkach. Triplikaty vzorki RNA byly ziskany ze stejného dil¢iho pokusu, jako vzorky pro
plakovou titraci. Ziskané hodnoty Ct (threshold cycle) pro genomovou RNA VKE a pro
mRNA referen¢niho genu HPRT byly zpracovany relativni kvantifikaci za pouziti metody AA-
Ct (Obrazek 24). Soucasti detekce byly i RT- kontroly.
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Obrazek 24: qRT-PCR detekce virové RNA ve vzorcich odebranych 24 a 48 hodin po infekci.

Analyzovano metodou AA-Ct.

U varianty OASLa doslo ke sniZzeni mnozstvi virové RNA 24 hodin po infekei 0,63x
(t-test; p = 0,001471); za dalsich 24 hodin (tj. 48 hodin po infekci) v8ak dochazi ke zvyseni
mnozstvi virové genomové RNA, a to 2,07x (t-test; p = 0,004715). U varianty OASLDb je na
hladin€ vyznamnosti 5% signifikantni zména pouze u vzorku 48 hodin po infekci, tedy zvySeni

hladiny 2,2x (t-test; p = 0,042221).

Vzhledem k pfedchozim vysledkim (velice nizka produkce variant OASLb a OASLd)
bylo v nasledujicich pokusech pracovano pouze s variantou OASLa. Pro detekci mozného
vlivu infekce VKE na overexpresi proteinu OASLa byla provedena analyza jak na tGrovni
transkripce, tak na urovni tranlace (detekci proteinu). OASLa mRNA byla detekovana pomoci
gRT-PCR (Obrazek 25) pouzitim primerit OASL qPCR F a OASL qPCR R. Protein OASLa
byl detekovan imunoblotem vyuZzitim protilatky anti-FLAG. Vzorky byly ziskany z bun¢k
transfekovanych plasmidem OASLa 24 hodin po infekci VKE. Vzorek byl zpracovan pomoci
RNA Blue (soucasna izolace RNA i proteint). V infikovanych bunkach nebyly detekovany

odli$né hladiny OASLa mRNA oproti neinfikovanym kontrolnim buiikam.
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relativni zména exprese mRNA

Infekce kontrola

Obrazek 25: gRT-PCR detekce mRNA pro OASLa Vv infikovanych a kontrolnich bunkach
DAOY. Analyzovano metodou AA-Ct.

Pro detekci proteinu OASLa v bunkach byl proveden imunoblot za pomoci anti-FLAG
protilatek (Obrazek 26); nasledné byla membrana stripovana a provedena nanaseci kontrola
za pouziti anti-GAPDH protilatek (Obrazek 27). Jako dalsi nanaseci kontrola byl pofizen
Stain-free obrazek gelu pied blotovanim (Obrazek 28). Potadi vzorki pro obrazky (Obrazky
26 — 28) je shodné, nebot’ pochazi z jedné SDS-PAGE. Vzorky infikované jsou oznaceny Cisly

1-3, vzorky bez infekce Cisly 4-6, vzorky prazdného vektoru bez infekce 7 a 8.

Obrazek 26: Western blot vzorki proteinu OASLa po infekci virem. Infekce (1-3), bez infekce

(4-6), prazdny vektor (7,8). Chemiluminiscence.

Obrazek 27: GAPDH nanaseci kontrola vzorkt proteinu OASLa. Chemiluminiscence.
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Obrazek 28: SDS-PAGE vzorki proteinu OASLa po infekci, Stain free gel pied blotovanim.
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Obrazek 29: Exprese proteinu OASLa vV infikovanych bunkach vztazena k neinfikované
kontrole. Kvantifikace méfenim intenzity chemiluminiscence (normalizovano pomoci
GAPDH) (t-test; p=0,002945).

Na zakladé méfeni intenzity signalu chemiluminiscence byl detekovan signifikantni
pokles overexprese proteinu OASLa vV infikovanych bunkach, a to 0,39x ve srovnani

s buitkami neinfikovanymi (t-test; p = 0,002945).
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Diskuse

NaSe zem¢é ma, co se tyCe infekci virem KE, jednu z nejvétSich prevalenci, ani
v nékterych dalsich stitech nejsou podobna ¢isla neobvykla (Siiss 2008). Prestoze proti
klistové encefalitidé se jiz dlouho bézné ockuje, infekce virem KE stale patii k zavaznym
infekénim onemocnénim nervové soustavy, na které navic neexistuje kauzalni 1écba.
Principem léCby je stale jen tlumeni pfiznaki, ne zacileni na pfi¢inu onemocnéni. Navic prave
Jihocesky kraj je co do vyskytu infikovanych klist’at a po¢tu pacienti na Spic¢ce republikovych
zebricku (Kiiz et al. 2013).

Ptestoze prvni zpravy o protivirovém ucinku oligoietézce adenosinu byly publikovany
na pocatku osmdesatych let (Hovanessian and Wood, 1980), tak posledni popsany ¢len
skupiny proteintt OAS, protein OASL, byl popsan az koncem let devadesatych (Hartmann et
al. 1998). Studium jeho potencialu ohledn¢ zefektivnéni protivirové imunity je ale zalezitosti
poslednich let. Protivirovy uc¢inek proteinu OASL byl pozorovan u nékolika virl, jako
naptiklad u viru hepatitidy C (Ishibashi et al. 2010), viru encefalomyokarditidy (EMCV)
(Marquez et al. 2008), respira¢nimu syncytialnimu viru (Dhar et al. 2015), Sendai viru a virus
vezikularni stomatitidy (Zhu et al. 2014). Vliv interferonu, infekce virem KE a jejich
kombinaci na zmény v transkripcni aktivity genli stimulovanych interferony Vv lidskych
medulloblastech (Selinger et al. 2017). Na zakladé téchto dat z traskriptomiky byly geny takto
ovlivnéné rozdéleny na indukované a reprimované. Jednim z genii indukovanych infekci
virem KE a kombinaci vlivu viru a interferonu byl i gen pro OASL, jimZ se zabyva tato prace.
Pro veskeré pokusy s infekci byly pouZivany bunécéné linie DAOY derivované ze zhoubného
nadoru oblasti mozecku — myeloblastomu (Jacobsen et al. 1985). Tyto buriky byly vyuzity na
zakladé¢ skutecnosti, Ze pravé neurony mozecku jsou jednim z privilegovanych cili viru KE
(Gelpi et al. 2005). Ve vyse zminéné praci s transkriptomy byl i potvrzen neuronalni, téz i
nadorovy, ptivod bunc¢k DAOY detekei specifickych markerti neuronalniho ptvodu, resp.
markerd zhoubného bujeni. Ze zminénych pokusi bylo zjisténo i idedlni mnozstvi viru

pouzivaného k infekci prave této bunééné linie (Selinger et al. 2017).

Prvotni fazi projektu bylo namnozeni expresnich vektorti a zaroven ovéfeni sekvence
ORF pro vSechny tfi expresni variantly OASL. Expresni vektory byly dodany komercné ve
form¢ vektoru pro savci buiiky s cytomegalovirovym (CMV) promotorem a otevienym ¢tecim
ramcem dané varianty OASL. Jako kontrolni prazdny vektor byl pouzit vektor s genem
pro ampicilinovou rezistenci a CMV promotorem bez kddujici sekvence (Teng et al., 2012).
Po tspésné transformaci a selekci pozitivnich klond byla sekvenaci vyloucena piitomnost

moznych mutaci v genu, popf. posun Ctecitho rdmce, ¢imz by vznikly defektni proteiny
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postradajici vlastnosti ptivodnich proteint OASL. Restrikéni analyzou byla nésledné ovétena

kontinuita expresniho vektoru.

Pro neuspokojivé vysledky ohledné viability bunék po transfekci reagencii
Lipofectamin 2000, ktery byl bézn¢ pouzivanym reagens v laboratofi, byla ovéfena moznost
pouziti nového transfekéniho reagens PolyJet. Pro moznost rychlé kvantifikace vysledki bylo
vyuzito GFP vektoru. Na zakladé méfeni intenzity fluorescence proteinu GFP a nésledné i
intenzity chemiluminiscence pfi pouziti western blotu (imunodetekce OASLa varianty anti-
FLAG protilatkami) se podafilo urcit vhodné transfekéni podminky pro pouzitou bunécnou
linii DAOY. Takto optimalizované podminky transfekce pro linii DAOY byly nasledné
vyuzivany pro veskeré dalsi dil¢i pokusy, ale také pro pokusy ostatnich kolegl pracujicich
s touto linii. Spravné probihajici overexprese vSech variant proteinu OASL byla ovéfovéana na
transkripéni i transla¢ni Grovni. V ramci analyzy produkce na urovni proteint jsem otestoval
detekci OASL variant pomoci anti-OASL a anti-FLAG protilatek (imunodetekce pomoci
western blotu a imunofluorescencéni mikroskopie). Pomoci anti-OASL protilatek jsme nebyli
schopni detekovat zadny signal ani u jedné z dvou metod. V piipadé anti-FLAG protilatek
jsem byl pomoci imunoblotu schopen detekovat pouze OASLa variantu (pomoci terciarniho
znaceni), zatimco za pouziti imunofluorescen¢ni mikroskopie jsem byl schopen detekovat jak
OASLa, tak v mensi mife i OASLb a OASLd varianty. Dvod pro nizs$i miru produkce variant
v transfekovanych bunkéach a zménénou stabilitou mRna u riznych splice variant podobné
jako u jinych proteint ('t Hoen et al. 2011); ob& varianty postradaji urcitou ¢ast sekvence,
kterd muZze byt kli¢ova pro jejich stabilitu a funkci ve zkoumané linii DAOY. Toto plati
zejména u varianty OASLDb, ktera diky posunuti ¢teciho ramce obsahuje na zacatku patého
exonu stopkodon a nekoduje tedy C-terminalni ¢ast s dvéma UBQ doménami zodpovédnymi

za interakci s receptorem RIG-1 (Guo et al., 2012; Zhu et al., 2014).

Abychom vylouc¢ili moznost degradace mRNA variant OASLb a OASLd, provedli
jsme analyzu exprese mRNA pro vSechny varianty OASL pomoci Northern blotu. Silny signal
velikostné odpovidajici mRNA vsech tii variant OASL prokazal, Zze ke zménam Vv expresi u
OASLDb a OASLd dochazi na trovni translace. Neptitomnost signalu pro OASL mRNA u
vzorki infikovanych VKE odhalila, Ze hladiny pfirozené¢ transkribované OASL mRNA jsou

pod hranici detekovatelnosti touto metodou.

Na zakladé pozorovani zimunofluorescence byla urCena bunécna lokalizace

jednotlivych variant OASL. OASLa byl lokalizovan v cytoplazmé, OASLb v granulich pobliz
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bunécného jadra a OASLd se nachazel v jadife. Jaderna lokalizace odpovida pfitomnosti
jaderného signalnimu peptidu na C-konci proteinu (Choi et al. 2015). Lokalizace OASL
obsahujiciho UBQ domény v jadfe a stresovych granulich byla u OASL také popsana (Zhu et
al. 2014).

Po charakterizaci kinetiky transientni exprese byl testovan vliv v§ech variant OASL na
prib¢h infekce VKE, a to analyzou produkce virovych ¢astic (plakova titrace) a relativni
kvantifikaci genomové RNA VKE uvniti bun&k (QRT-PCR). Zadna z OASL variant vyrazné
neovlivnila produkci viru v pozorovanych intervalech (24 a 48 hodin po infekci). Analyza
produkce genomové RNA VKE ovSem odhalila naznak antivirového efektu v piipadé OASLa
— 24 hodin po infekci byla hladina genomové RNA VKE signifikantn€ snizena oproti kontrole.
Tento efekt vSak po dalSich 24 hodinach mizi. Snizeni produkce virové RNA muze
naznaCovat zpomaleni produkce novych virionid v pocate¢ni fazi infekce. V rozmanitosti
vysledkl pokusu s infekci virem KE miize byt zaclenén faktor, ze jiz byly pozorovéna tkaiiova
specificita nékterych virti ze IV. Skupiny Baltimorovy klasifikace. Jelikoz nervové bunky
odlisného anatomického urceni maji rizné mechanismy imunitni odpovédi, mohou se i tyto

vysledky liSit od moznych vysledki pii pouZiti jiné neurondlni linie (Cho et al. 2013).

Po zamysleni nad vysledky pokusu zjistit mozny vliv proteini OASL na prub¢h
infekce byl navrZen i1 obraceny postup — zda neni overexprese proteint OASL ovlivnéna
ptitomnosti viru KE v bunikach. Tyto jevy, tedy virem indukované snizeni produkce mRNA,
potazmo proteinu, byly jiz v minulosti pozorovany (Aranda and Maule 1998, Lloyd 2006,
Hanson et al. 2012). Jelikoz vliv bylo nutné detekovat jak na urovni RNA, tak i na trovni
proteind, byly provadény pouze pokusy s variantou OASLa, u které se nam podatilo uspésné
detekovat mMRNA i protein. Na urovni RNA nedochazelo k zadnym virem-indukovanym
zménam v hladinach OASLa mRNA vV infikovanych burikach vici kontrole. Kvantifikace
OASLa na proteinové urovni odhalila pfekvapiveé vysledky — ptitomnost VKE vedla ke
statisticky signifikantnimu snizeni hladiny OASLa. Tyto vysledky naznacuji virem
indukovanou inhibici translace ¢i cilenou degradaci OASLa, jakozto efektoru imunitni
odpovédi hostitelské buiiky.V ptipad€¢ virem-indukované obecné inhibice iniciace translace
existuje fada studii popisujicich rozmanité mechanismy daného jevu; naptiklad zastaveni
vlastniho transla¢niho procesu na zéklad¢ bunécné detekce virové RNA opatiené 5 Cepickou
a poly-A koncem (Khaperskyy et al. 2014) nebo ovlivnénim transla¢ni aktivity fosforylaci
nebyl dosud popsan. Naopak specificka degradace urcitého proteinu byla popséana i u flaviviri;

konkrétné se jedna o ISG viperin (indukce degradace proteinu viperin proteasomem c¢i
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degradace mRNA RNA-interferenci) (Chan et al. 2008) ¢i skupinu RNA vazajicich proteini
G3BP (ptima inhibice jejich aktivity vazbou virové RNA a tim inhibice translace ISG) (Bidet
et al. 2014). Na zéakladé predbéznych vysledkl nasi laboratote (Selinger, nepublikovana data)
je vysoce pravdépodobné, zZe infekce VKE obecné snizuje celkovou translacni aktivitu

infikovanych bun¢k.
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Z.avér:

1) Expresni plasmidy pro jednotlivé varianty proteinu OASL byly namnoZeny a byla ovéfena

spravnost sekvence téchto plasmidu.

2) Transfekéni podminky pro pouziti expresnich plasmidi na lidskych DAOY bunkach byly
optimalizovany a byla stanovena zakladni kinetika exprese varianty proteinu OASLa. Navic
byla zjisténa bunécna lokalizace exprese vSech variant proteinu OASL. Také byla ovéiena

funk¢nost expresnich vektori detekci mRNA pro jednotlivé varianty OASL.

3) Nebyl detekovan vliv proteinu OASL na mnozstvi viru klistové encefalitidy v bunkéach.
Byl detekovén vliv proteinu OASLa na snizeni virové RNA v buiikdch v rané fazi infekce.
Zaroven bylo detekovano snizeni exprese proteinu OASLa v infikovanych burikach. Nebylo

vSak detekovano snizeni produkce mRNA pro OASLa v infikovanych bunkach.
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