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1. Uvod

1.1. Virus kliSt'ové encefalitidy
Infek¢ni virové onemocnéni, zndmé pod nazvem klistova encefalitida, je zplisobeno virem
klistové encefalitidy (VKE). Taxonomicka klasifikace zalozena na genetické analyze situuje
VKE do rodu Orthoflavivirus v ramci ¢eledi Flaviviridae (Westaway et al., 1985, Kuhn et
al., 2022).

1.1.1. Subtypy VKE

Klasifikace viru klistové encefalitidy je nadale diferencovana na jednotlivé subtypy na
zaklad¢ geografického vyskytu. Tato taxonomicka struktura zahrnuje tfi hlavni subtypy:
Evropsky (TBEV-Eu), Sibifsky (TBEV-Sib) a Dalnovychodni (TBEV-Fe) (Ecker et al.,
1997). Tyto subtypy jsou si geneticky velice blizké, variace Vv aminokyselinovych
sekvencich mezi jednotlivymi subtypy je 5-6 % (Ecker et al., 1999).

Do této skupiny byly v pozdéjsich letech zaclenény subtypy Baikalsky (TBEV-BKI)
(Kovalev a Mukhacheva, 2017) a Himalajsky (TBEV-Him) (Demina et al., 2010). Podrobna
klasifikace ma klicovy vyznam pro pochopeni variability kmend VKE a jejich ptipadny vliv

na patogenezi onemocnéni (Ecker et al., 1997).

Obr.1: Schématické znazornéni vyskytu VKE na uzemi euroasijského kontinentu spolu
s ptibliznym vyskytem jednotlivych subtypi VKE. (pfevzato a upraveno z Pozzetto et al.,
2023).



Evropsky subtyp se vyznaCuje dvoufazovym priabéhem onemocnéni spojeny s nizkou
mortalitou (0,5-2 %). Prevazna vétsina infekci timto subtypem probiha asymptomaticky
pouze ve 20-30 % ptipadi dochazi k rozvoji neurologickych projevi. I kdyz nakaza timto
subtypem se jevi jako mirné€jSi v porovnani s ndkazou vychodnimi subtypy, je cCastéji
doprovazena dlouhodobymi nasledky. Ptiblizné€ 5 % pacientti mize trpét paralyzami a az 60
% pacienti muze byt postizeno postencefalitickym syndromem (Bogovi¢ et al., 2018; Barp
et al., 2020). Nejcastéji se tento subtyp nachazi na Gizemi zapadni, sttedni a z ¢asti vychodni
Evropy, avsak lze ho detekovat i na zadpadnim Uralu a Sibifi. V zemich vychodni Evropy a
Ruska se setkavame se subtypem TBEV-Fe. Jeho vyskyt byl rovnéZz zaznamenan napiic
uzemi vychodni Asie. Nakaza timto subtypem muze mit akutni ¢i subklinicky pribéh.
napti¢ Euroasijskym kontinentem je vSak TBEV-Sib projevujici se méné zavaznou formou
onemocnéni ve srovnanim s TBEV-Fe. Naproti tomu nakaza TBEV-Sib je doprovazena
chronickymi neurologickymi ¢i neuropsychiatrickymi symptomy vyrazné ¢astéji nez u
ostatnich subtypd. Tento subtyp byl detekovéan pfevazné na Sibifi, pobaltskych zemich a

severnim Finsku (Dumpis, Crook a Oksi, 1999; Barp et al., 2020).

1.1.2. Variabilita mezi kmeny

Flaviviry sdileji obdobnou strukturu virionu, genomu a zivotni cyklus. Jedna se o sférické
obalen¢ c¢astice s prumérem 50 nm. Jejich obal je tvofen glykoproteinem E a proteinem M.
Uvniti se nachazi nukleokapsida obsahujici kapsidovy protein C a virovy genom, coz je
jednovlaknova RNA s kladnou polaritou (+ssRNA). Tato RNA koduje tii strukturni (C, prM,
E) proteiny a sedm nestrukturnich (NS) proteinti. Analyza virovych genomovych sekvenci
odhalila mutace ve virovych proteinech, které maji vliv na neuropatogenezi VKE (Kellman
etal., 2018).

Hlavnimi proteiny ovliviiujici virulenci a patogenitu jsou strukturni protein E a nestrukturni
protein NS5. Protein E ma klicovou roli pfi vstupu viru do bunky a aktivaci imunitni
odpovédi, zatimco protein NS5 ptedstavuje RNA-dependentni polymerazu (Kellman et al.,
2018).

Viry KE sdileji vysokou miru podobnosti sekvence aminokyselin v proteinu E (az 98%).
Ten se sestava ze ttech domén a kmenové kotevni oblasti. V sekvencich jednotlivych domén
muze dochazet k nukleotidovym zaménam a tyto zamény se odrazeji na virulenci viru

(Holzmann et al., 1990; Ecker et al., 1997; Helmova et al., 2020).



Nestrukturni protein NS5, nejkonzervovanéj$i mezi flavivirovymi proteiny, piitahuje
pozornost svou ulohou pfiimunitnim uUniku a jako U€inny inhibitor signalni drahy
interferonu typu I. Identifikovano bylo nékolik vazebnych partnert, podilejicich se na
neuralni funkci. Vazba domény PDZ na NS5 je klicova pro vyvoj neuralni dysfunkce béhem
infekce VKE. Mutace v NS5 jsou spojeny se snizenou virulenci, pficemz rozdily v oblasti
antagonismus
IFN-I a mozna vazba PDZ jsou hlavnimi determinanty virulence. Ztrata signalizace IFN-I
V pocatecni fazi infekce ma pravdépodobné vétsi dopady na progresi onemocnéni, nebot’
inhibuje spravné zrani dendritickych bunék a indukci proliferaci T bunék (Robertson et al.,

2014).

1.1.3. Replikaéni cyklus

Virus vstupuje do hostitelské buiikky pomoci receptorem zprostiedkované endocytozy (Viz.
Obr. 2). Po internalizaci se virion uvolni zreceptoru a jeho membrana se slouci
s endozomalni membranou, ¢imz dojde k uvolnéni ribonukleokapsidy do cytoplazmy.
Nukleokapsida se nasledné degraduje, odhaluje virovou RNA. Ta je poté translatovana
ribozomy na povrchu hrubého endoplazmatického retikula (ER) (Westaway et al., 1985).
Replikace RNA probiha formou tvorby kopii negativniho fetézce, které slouzi jako matrice
pro syntézu genomu nové RNA pozitivni polarity. Nové syntetizovand RNA je zabalena do
nukleokapsidt, ¢imz vznikaji nezralé viriony (Leary a Blair, 1980). Tyto nezralé viriony
jsou transportovany do Golgiho aparatu, kde dochazi k jejich konverzi do zralé infekcni
formy. Maturované viriony opoustéji buiiku pomoci sekre¢ni drahy a uvoliuji se
z hostitelskych bunék prostfednictvim flize membran transportniho vezikulu s plazmatickou

membranou (Mandl, 2005).
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Obr. 2: Zjednoduseny model replikaéniho cyklu flavivird uvnité bunky. (pfevzato a

upraveno z Van Den Elsen, Quek and Luo, 2021).

1.1.4. Sifeni infekce

Virus KE se typicky pienasi do organismu hostitele béhem sani infikovaného klistéte.
V misté vstupu dochazi k subkutanni replikaci viru. Podobné jako u dalSich infekci
zpusobenych flaviviry je pravdépodobné, ze Langerhansovy buiky a kozni neutrofily jsou
prvnimi bunkami, které podléhaji infekci (Chambers a Diamond, 2003). Tyto bunky
pfispivaji k pfenosu viru do spadovych uzlin, ze kterych se infekce $ifi do lymfatickych
organti. Nasledné je virus transportovan pomoci makrofagli do lymfatickych uzlin, kde
dochazi k dalsi replikaci viru, ktera sti ve virémii. Béhem virémie dochazi k priniku viru
skrze hematoencafalitickou bariéru (BBB, zang. ,blood-brain barrier) a napadeni
centralni nervové soustavy (CNS) (Mandl, 2005). Primarnim cilem infekce v CNS jsou
neurony, virus t€Z napada astrocyty a dals$i bunéné populace pritomné v mozkové tkani
(Gelpi et al., 2005). Piesny mechanismus, kterym VKE pronika ptes hematoencefalickou
bariéru neni doposud piesné objasnén, piesto je diskutovano n¢kolik moznych cest, jak tak

muze virus udéinit.



Infekce neurotropnimi viry muze zpusobovat zmény v permeabilit¢ BBB a indukovat
prokazali zvySovani permeability BBB v pozd¢jsich stadiich infekce VKE kdy, jiz byla
v mozku piitomna vysoka virova zatéz. V piipadé VKE tak bylo prokazano, ze virus je
schopen pronikat do CNS jesté pfed samotnym rozruSenim BBB.

Jednim z moznych zplisobu viru pro pfekonani bariéry se jevi hematogenni cesta, a to
paracelularni nebo transcelularni (Papa et al., 2017; Al-Obaidi et al., 2018).

Alternativni cestou k virové infekci CNS, aniz by se virus dostaval do kontaktu s BBB,
muze byt invaze ¢ichového epitelu, nasledovana infekci Cichovych neuronii a vstupem do
CNS. Dalsi moznosti pro pfekonani BBB je mechanismus nazyvany ‘‘trojsky kin‘‘, kdy se
infikované imunitni buiiky, jako jsou dendritické bunky, makrofagy, neutrofily, monocyty a

T buiky, migraci dostanou do CNS, kterd miiZze vyustit v infekci neurond a dalSich

buné&¢nych populaci (Chen a Li, 2021).

1.14.1. Hematoencefaliticka bariéra

Hematoencefaliticka bariéra je biologickd hranice mezi krevnim fecistém a mozkomiSnim
parenchymem. Tvoii ji komplexni soubor bunéénych a extracelularnich slozek, ktery
zahrnuje endotelialni bunky, pericyty, kapilarni bazalni membranu a astrocyty, které jsou
vzajemné propojeny tésnymi spoji. Tyto komponenty vytvareji funkéni neurovaskularni
jednotky, zajistujici homeostazu, ochranu centralniho nervového systému ptred vnéjs$im
prostiedim a také zajiStuji dodavku Zivin do mozku prostfednictvim specializovanych
transportnich systému (Persidsky et al., 2006).

Déle BBB reguluje pohyb zanétlivych bunék, coz umoziuje adaptivni reakci na lokalni
zmény V mikroprostiedi CNS. Porucha integrity a funkce BBB (viz. Obr. 3) vede ke vzniku
poruchy permeability, coz umoziuje unikani skodlivych latek z krve do CNS a bunécnou
infiltraci, ktera piispiva k neurologickym deficitim (Petty a Lo, 2002; Persidsky et al.,
2006).



Obr. 3: Schématické vyobrazeni rozrusené hematoencefalitické bariéry. Znazornén je
prichod bunék bilé krevni fady skrze, za fyziologickych podminek, nepropustny endotel pro
tyto elementy. Dysfunkce BBB a zvyseni jeji permeability umozni priichod bunkam az do

vnitiniho prostifedi mozku. (pfevzato a upraveno z Alonso-Alonso et al., 2022).

1.2. Antivirova imunitni odpovéd’

Po vstupu viru do organismu hostitele dochazi k jeho vystavovani vici slozkam antivirové
imunitni obrany, které jsou zaméfeny na neutralizaci infekéniho agens nebo na inhibici a
zpomaleni pribéhu infekce (Weber, 2021). Vrozenou imunitni obranu rozliSujeme na
n¢kolik slozek. Mimo mechanické a chemické bariéry se aktivuji bunééné faktory,
komplementovy systém a biologicky aktivni latky, jez jsou uvoliiovany v disledku aktivace

specifickych bunék imunitniho systému (Iannello et al., 2005).



1.2.1. Bunécna vrozena imunita
Do procesu antivirové obrany jsou zapojeny builky vrozené imunitni odpovédi. Tyto
komponenty vzajemné spolupracuji a integruji se, aby vytvorili ochranny mechanismus proti

virovym patogentum (Weber, 2021).

1.2.1.1. NK bunky

Béhem pocatecni faze antivirové imunitni obrany vynikaji pfirozené zabije¢ské buiky (NK
buniky), coz jsou lymfocyty charakterizované absenci klonaln¢ specifickych receptort
(Cerwenka a Lanier, 2001). Jejich aktivace nastava pti rozpoznani virovych nebo stresovych
signalti pomoci aktivaénich receptorti na povrchu bunééné membrany. Po aktivaci NK buiiky
nici infikované bunky ptedevsim uvolnénim perforinti a granzymu a produkuji prozanétlivé
cytokiny (Van Erp et al., 2019). Role NK bunék byla zkoumana v kontextu rtznych
flavivirovych infekei napt. viru Zapadonilské horecky ¢i viru dengue. Studie provadéné
s VKE ukazuji urcité spojitosti NK bunék se zavaznosti pribc¢hu onemocnéni a jeho
progndzou (Strauss-Albee et al., 2015; Blom et al., 2016). Reakce NK bunék na infekci VKE
byla popsana Blom et al. (2016), ktefi se zaméfili na analyzu NK bun¢k v sérech
infikovanych pacientii. Jejich zjisténi prokazuji, Ze chovani NK bunék pfi infekci VKE se

odlisuje od jinych flavivirovych infekci.

1.2.1.2. T lymfocyty
T lymfocyty jsou aktivni jak v ochrannych, tak patogennich reakcich proti virovym

patogenim. CD4+ T lymfocyty, zndmé jako pomocné T lymfocyty, podporuji imunitni
odpovéd’ pomoci sekrece efektorovych cytokinti, jako je interferon gama (IFN-y) a tumor
nekrosis faktor alfa (TNF-a), stimuluji cytotoxické T lymfocyty a podporuji humoralni
imunitu (Marshall et al., 2018). Cytotoxické (CD8+) T lymfocyty jsou schopny piimo
likvidovat infikované bunky bez potfeby produkce efektorovych cytokinti. Obé podskupiny
T lymfocytt vytvareji trvalé pamét'ové populace (Bonilla a Oettgen, 2010; Pardy a Richer,
2019).



1.2.1.3. Makrofagy

Makrofagy plni klicovou roli v riznych aspektech imunitni odpovédi na patogen. Jejich
virova fagocytarni funkce je spjata s detekci, pohlcenim a degradaci viru, ¢imz eliminuji
infekci. Disponuji schopnosti prezentovat antigenni fragmenty viru na svém povrchu,
zasadni faktor pro aktivaci adaptivni imunitni odpovédi. Odpovéd’ makrofagti na virovou
infekci je komplexné regulovana na zakladé molekularnich signald (Yu et al., 2022).
Aktivované M1 makrofagy produkuji prozanétlivé cytokiny jako TNF-a, IL-6, IL-12 a IL-
23, které podporuji antivirovou reakci. Naopak makrofagy diferencované do fenotypu M2

-----

tkanové hojeni (Shapouri-Moghaddam et al.,2018; Wang et al., 2019).

1.2.1.4. Mikroglie

V piipadé, ze virova infekce dokaze uniknout detekci buitkami imunitniho systému, které
se vyskytuji v cirkulujici krvi, a pfekond hematoencefalitickou bariéru, dochazi k
vyznamnému omezeni v moznostech eliminace infekce. Jedinymi rezidentnimi imunitnimi
buiikami, které obyvaji mozkovy parenchym jsou mikroglie. Tato skupina bun¢k hraje
zasadni ulohu pii rozvoji zanétlivého procesu v reakci na virovou infekci v CNS (Aguzzi,
Barres a Bennett, 2013).

Na rozdil od makrofaghh CNS, které se nachazeji v mozkovych plenéch, choroidalnim plexu
a perivaskuldrnim prostoru, mikroglie pfedstavuji tkanové makrofagy lokalizované
vV mozkovém parenchymu. Vznikaji béhem primitivni hematopoézi ve Zloutkovém vaku
z prekurzorovych makrofagt (Alliot, Godin a Pessac, 1999). Tyto primitivni makrofagy
migruji do vyvijejici se nervové trubice béhem embryonalniho vyvoje, kde se transformuji
na mikroglie, které nasledné zistavaji v mozku po cely zivot (Ginhoux et al., 2010).

Mikroglie jsou dlouho zijici a samoobnovujici se bunky, které interaguji s prvky
neurovaskularni jednotky a sloZzkami periferni imunity, integruji signaly a v zavislosti na
nich moduluji svij fenotyp, aby ovlivnily funkce BBB (Kang et al., 2020). Pti patologickém
poskozeni tkan€ prechazeji mikroglie z klidového na aktivovany fenotyp, jehoz stupeni
koreluje s typem a zavaznosti poSkozeni mozku (Ronaldson a Davis, 2020). Klasifikace
bunck je Casto provadéna na zdklad¢ systému odvozeného z klasifikace perifernich
(Sica a Mantovani, 2012; Tang a Le, 2016). K rozpoznani poSkozené tkan¢ ¢i onemocnéni
disponuji mikroglie receptory pro neurotransmitery a receptory rozpoznavajici molekularni

znaky spojené s nebezpecim (DAMP), jako je adenosin trifosfat (ATP) nebo molekularni



znaky asociované s patogeny (PAMP) napi. lipopolysacharid ¢i virova DNA a RNA. Tyto
receptory  poskytuji  signaly, které vyvoldvaji zmény mikroglidlniho profilu
z homeostatického na aktivovany (M1 ¢i M2) (Colonna a Butovsky, 2017).

Aktivované mikroglie typu M2 se vyznacuji Géinky vedoucimi k regeneraci poskozené
tkan¢. Zprostiedkovavaji produkci protizanétlivych cytokini (IL-10, TGF-B) a Siroké Skaly
rastovych faktort pfispivajicich k obnové tkané. Produkci cytokinti snizuji zanétlivou
odpovéd’ a nabor neutrofili do mista poranéni (Kang et al., 2020). Podporuji fagocytozu
bunécnych ulomki a rekonstrukei extracelularni matrix. Rovnéz podporuji pieziti neuronti
pomoci neurotrofickych faktorti (Colonna a Butovsky, 2017; Nguyen et al., 2017).

Naopak aktivované  mikroglie fenotypu M1 jsou spojovany s progresi
neurodegenerativniho poskozeni. Tento typ aktivace mikroglii ovliviiuje funkci samotné
hematoencefalitické bariéry. Hlavnimi cytokiny a chemokiny, které produkuji prozanétlivé
mikroglie jsou TNF-o, IL-6, IL-18 a IL-12. Dale exprimuji celou fadu slozek napf.
nikotinamid adenindinukleotid fosfat (NADH) oxidazu, integriny (CD11b, CD11c) a mnohé
dalsi latky. Uvolnovani zanétlivych modulétorti vede k hyperpermeabilité bariéry v jejimz
dasledku, dochazi k infiltraci mozkové tkané imunitnimi bunkami z periferni krve, které

zpétné ovlivituji samotné mikroglie (Mcgeer a Mcgeer, 1995; Ronaldson a Davis, 2020).

1.2.2. Nebunééna imunita
V humoralni vrozené imunitni odpovédi hraji klicovou tilohu cytokiny a chemokiny, jez maji
vyznamny vliv na reakci hostitele na virové infekce a imunopatologii spojenou s mnoha
virovymi onemocnénimi. Mnoho virovych glykoproteini interaguje s konkrétnimi
bunécnymi receptory, coz piimo stimuluje buiiky k sekreci cytokinli a chemokind. Kromé
toho interferuje virovdA RNA a ftada virovych proteint s intracelularni lokalizaci
s transdukénimi mechanismy bunécné signalizace a aktivitou transkripénich faktord, coz
nasledné podporuje replikaci viru a expresi prozanétlivych proteinii (Mogensen a Paludan,

2001; Seth, Sun a Chen, 2006).



1.2.2.1. Antivirové cytokiny

Antivirové cytokiny jsou klicovymi regulatory imunitniho systému, které hraji zasadni roli
V boji proti viram. Jedna se o skupinu signalnich molekul produkovanych riiznymi buiikami
imunitniho systému, jako jsou naptiklad lymfocyty, makrofagy a dendritické bunky. Mezi
nejznaméjsi antivirové cytokiny patii interferon typu I (napf. IFN-a a INF-B) a interferony
typu 11 (IFN-L). Tyto cytokiny jsou produkovany jako odpoveéd’ na detekci virovych ¢astic
Vv organismu a spoustéji fadu komplexnich reakci (Seth, Sun a Chen, 2006).

Jejich hlavni Glohou je potlaceni replikace viru a Sifeni infekce skrze aktivaci signalnich
drah. Kromé toho mohou antivirové cytokiny stimulovat aktivitu imunitnich bungk, které se
specializuji na likvidaci bun¢k infikovanych virem. Diky svym ucinkGim hraji antivirové
cytokiny klicovou roli v ochrané organismu pted virovou infekci a jsou dilezitou soucasti

imunitniho systému (Weber, 2021).

1.2.2.2. RNA interference

RNA interference (RNA1) pfedstavuje regula¢ni bunéény mechanismus, ktery ovliviiuje
translacni utlum genl po jejich transkripci. V disledku pfitomnosti virové +ssRNA VKE
v bunice dochazi k jejimu piekladu do jednoho polyproteinu pomoci ribozomt ER.
Vznikajici polyprotein obsahuje jak strukturni, tak i nestrukturni proteiny, které jsou
potiebné pro replikaci viru. Ten je poté $t€pen na své zakladni ¢asti pomoci koaktivity virové
proteazy NS3 a hostitelskych proteaz. Behem replika¢niho procesu se vytvaii meziprodukty,
dvouvlaknové RNA (dsRNA). Pfitomnost dsSRNA v buiice indukuje sekvenéné specifickou
degradaci homologni RNA prostiednictvim proteinu Dicer. To vede k produkci fragmentt
dsRNA o délce 21-23 nukleotidii, oznaCovanych jako malé interferujici RNA (siRNA)
odvozené od viru (vsiRNA). Dal§im krokem je nacteni siRNA do multiproteinového
komplexu, znamého jako RNA-indukovany uml¢ovaci komplex (RISC), kde jsou rozdéleny
jednotlivé tetézce. Jeden z téchto fetézcl (cestujici) je odstranén a degradovan, zatimco
druhy (vodici) zistava v komplexu RISC. Toto vlakno je asociovano s proteiny komplexu
RISC a spole¢né s proteiny AGO vytvareji funkéni siRNA-RISC komplex. Diky pfitomnosti
antisense vlakna v RISC komplexu dochazi k parovani s mRNA, pokud vlakno obsahuje
neshody na Stépitelném misté dochazi k inhibici nebo Stépeni mRNA, ¢imZ je potlacena
celkova replikace (Rampersad a Tennant, 2018; Takahashi, Heaton a Parrish, 2021; VVan Den
Elsen, Quek and Luo, 2021).
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antivirovych mechanismit u rostlin a hmyzu. Naproti tomu v savéich buinkach virové
nukleové kyseliny indukuji hlavné vrozenou antivirovou imunitni obranu. Posouzeni, do
jaké miry je antivirovd odpovéd’ vazana na RNAi komplikuje n€kolik faktorti. Virova
dsRNA je spoustécem nespecifické interferonové odpovédi, ktera tak do znacné miry muize
nahradit funkci RNAI (Goubau, Deddouche a Reis e Sousa, 2013). Pozorovani stézuji i
samotné¢ savCi virové proteiny, které dokazi vykazovat aktivitu podobnou virovym

supresorim RNAi (VSR) (Haasnoot, Westerhout a Berkhout, 2007).

1.2.2.3. Dicer

Protein Dicer piedstavuje nezbytny antivirovy faktor v mnoha organismech, v¢etné rostlin,
bezobratlych Zivocichl a savci. Jednd se o velky enzym s vice doménami, které zastavaji
odli$né funkce. Diky své uloze v n€kolika bunéénych procesech, jako je regulace genové
exprese, reakce na poskozeni DNA, bunécny rust a diferenciaci, je nezbytny pro udrzeni
fyziologie organismu (Francia et al., 2012).

Ptitomnost proteinu Dicer byla potvrzena jak v bunééném jadie, tak v cytoplazmé. Jeho
ptitomnost v jadie je v mnoha zdrojich spojovana s ulohou pii uml¢ovani transkripce, post-
translatnim zpracovani RNA a odstranéni dsRNA (Francia et al., 2012; Svobodova,
Kubikova a Svoboda, 2016).

Lokalizace v cytoplazmé hraje kliCovou roli v antivirové odpovédi, kde se podili na vazbé
a $té€peni cizorodé dSRNA, vcetné RNA odvozené od vird, a zprostiedkovava tak virovou
supresi v RNAi draze hostitelského organismu (viz Obr. 4). Jeho enzymaticka aktivita
RNazy III je odpovédna za tvorbu malych RNA z vétSich prekurzort a zajiStuje Stépeni
pre-miRNA na zralé miRNA a dsRNA na siRNA. Diky tomu funguje Dicer jako senzor
virové RNA v cytoplazmé (MacKay, Wang a Kurt-Jones, 2014).
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Obr. 4: Existuji tfi potencialni mechanismy pro uplatnéni Diceru. (a) Za prvé, Dicer hraje
roli jako enzym produkujici miRNA a ovliviiuje signalni drdhy vrozené imunity, tim ze
reguluje produkci miRNA. (b) Za druhé, dicer dokaze zpracovat RNA odvozené od viru a
zavést je do RNAI drahy, coz vede k pfimé interferenci s virovymi transkripty nebo genomy.
(c) Dicer funguje jako soucast vétsiho detekéniho komplexu vazaného na virovou RNA, ¢im

zesiluje antivirovy ucinek. (pievzato a upraveno z MacKay, Wang a Kurt-Jones, 2014).

Ptestoze nemame kompletni obraz o v§ech moznych zpisobech, kterymi by mohl protein
Dicer ptimo ovlivnit odpovéd’ na infekci flaviviry, 1ze identifikovat nékolik kli¢ovych funkci
tohoto enzymu, které byly pozorovany u nékterych zastupct rodu Orthoflavivirus. Ackoliv
jiz bylo odhaleno, ze flaviviry indukuji produkci vsiRNA v hmyzich buiikach, dosud nebylo
prokazédno, zda tyto viry také indukuji produkci vsiRNA a antivirovou RNAi
v diferencovanych sav¢ich bunikach. Absence dostateéného mnozstvi vsiRNA ve virem
infikovanych a diferencovanych sav¢ich buiikach je pravdépodobné zplisobena piitomnosti
silnych virovych supresori (VSR) (Qiu et al., 2020).

Za silny virovy supresor je povazovan jeden z nestrukturnich flavivirovych proteind,
NS2A, ktery interaguje S endoplazmatickym retikulem a potlacuje syntézu dsRNA.
Nasledné tak dochazi k tlumeni produkce vsiRNA a RNAi odpovédi infikovanych bunék,

coz vede ke zvySeni virové replikace (Qiu et al., 2020).
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Dalsim silnym modulatorem se ukazala byt kapsida Zika viru (ZIKV), ktera cili na doménu
linkeru mezi dvéma funkénimi doménami RNazy II a tak mize ZIKV modulovat funkce
Diceru, aby usnadnila replikaci viru (Zeng et al., 2020).

Ackoli je RNAi1 konzervovana ve vSech eukaryotech, dlouhodobou otazkou je, pro€ infekce
flaviviry nedokaze spustit hojnou produkci vsiRNA v diferencovanych savéich burikach, ale
muze tak snadno ucinit v hmyzich butikach. Srovnani ukazuje, ze hmyz disponuje silngj$im
Dicerovym aparatem pro zpracovani vRI-dsSRNA. Dalsim aspektem se zda, ze sav¢i Dicer
nese urcitou vnitini inhibici. Bylo pozorovéano, ze N-terminalni helikdzova doména hDicer
muze autoinhibovat svou aktivitu zpracovani siRNA (Kennedy et al., 2015). Nedavna studie
odhalila, ze infekce ZIKV muze vyvolat produkci hojnych vsiRNA v lidskych nervovych
progenitorovych bunkach (hNPC), které postradaji odpovéd’ na IFN-I, ale ne v neuronech
diferencovanych od hNPC, coz naznacuje, Ze aktivita Diceru a RNAI jsou rizné regulované

u odlisnych stadii bunééné diferenciace (Xu et al., 2019).
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2.1.

2.2.

2.3.

2.

Cile prace

Vypracovat literarni reSerSi zabyvajici se rozdily mezi jednotlivymi kmeny viru
klistové encefalitidy (charakteristika kment, odliSnosti v jejich neurovirulenci,
faktory ovliviiyjici virulenci kmeni, RNA1 interferenci).

Stanoveni proinfikovanosti pro vybrané kmeny VKE u mikroglidlnich kultur a
embryondlni kultury se zkricenou izoformou enzymu dicer (nepfima
imunofluorescence).

Stanoveni replikaéni dynamiky kmenu VKE u embryonélni kultury s odliSnou

izoformou enzymu dicer (izolace, plakova titrace).
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3. Material a metody
3.1. Material

3.1.1. Buné¢né kultury

V praci byly pouzity lidské mikroglidlni kultury pro studium vnimavosti mikroglii vici
kmenim VKE a mysi embryonalni kultury, u kterych byl sledovan vliv pfitomnosti proteinu

Dicer na replika¢ni dynamiku VKE a viru encefalomyelitidy (EMCV) v bunééné kulture.

3.11.1.  Mikroglialni kultury
HMC3

Jsou §iroce vyuzivavanou bunéénou linii, kterd byla vytvorena v laboratoti prof. Tardieu
(Janabi et al., 1995). V této laboratofi rovnéz byla rozsahle charakterizovana jejich buné¢na
morfologie a bunécnd funkce. Buiiky jsou schopny reagovat na vliv chemokinil a zdnétlivych
stimulll regulujici expresi typickych aktivacnich markerti mikroglii. Zaroven si tato linie
zachovava vétsinu pivodnich antigennich markerii a exprimuji také specifické mikroglidlni
markery (Dello Russo et al., 2018). Pro tyto vlastnosti jsou lidské liniové mikroglie (HMC3)
povazovany za jedine¢ny experimentalni model.

HM-IM; Innoprot

Tato mikroglidlni linie byla odvozena z lidskych priméarnich mikroglii prostfednictvim
imortalizace pomoci viru SV40. Imortalizované mikroglie byly ziskany od firmy Innoprot
(HM 1M, kat. #P10354-1M, Innoprot).

HM; Lidské primarni mikroglie

Primarni mikroglie jsou ziskdvany z fetalni tkan€ nebo odbérem postmortalné piimo
z mozkové tkadné darce. Piivod mikroglii se odrazi na jejich genetické variabilité v ramci
populace. Tento typ mikroglii je hojné pouZivan pfi studiu neurozanétlivych procest prave
kvuli podobnosti s buitkami in vivo. Kultivace téchto bun€k je pomérné naroc¢na, kultura
vyzaduje specifické podminky, aby se zachovala jejich homogenita a zabranilo
se predcasnému starnuti kultury ¢i jeji diferenciaci v dal§i subtypy mikroglii. Primarni
mikroglie vyuzity pro experimentalni ¢ast byly pofizeny od firmy Sciencell (kat. #1900,
ScienCell).
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3.11.2. MySi embryonalni kultury

Role Dicer proteinu byla studovana na dvou nezavislych buné¢nych linii. Jednalo se o
divoky typ mESC (1282 WT) a mESC se zkracenou isoformou diceru (1356 DicerOO).
V dutsledku inzerce retrotranspozomu MT je docileno upregulace RNAi ve srovnani s ES
kulturou divokého typu (Flemr et al., 2013; Svobodova, Kubikova and Svoboda, 2016).

Pro oba typy kultur byla dodrzena identickd manipulace béhem kultivace a naslednych
experimentii. Kultury byly poskytnuty laboratoii prof. Petra Svobody z Ustavu molekularni
genetiky AV CR, v. v. i.

3.1.2. Virus

3.1.2.1. Virus kliSt'ové encefalitidy

Proinfikovanost mikroglialnich kultur byla sledovana pro tii kmeny VKE. Jednalo se o
virulentni prototypovy kmen Neudorfl (VKE Neu) a ¢esky prototypovy kmen Hypr (VKE
Hypr). Oba tyto kmeny VKE byly velmi detailné studovany a jsou znamy jejich genomické
sekvence (Zhang et al., 2022).

Skupina kmenit VKE byla doplnéna o ptirozené avirulentni kmen VKE 280, ktery je vSak
schopen pronikat do CNS a indukovat imunitni odpovéd’ (Petry et al., 2021). Zasobni virova
suspenze VKE Hypr byla pomnozena v mozcich sajicich mysi. Pro infekci bunék byla
pouzita 8. mozkova pasaz viru (Ruzek et al., 2008a).

Pro experimenty s kmenem VKE Neudoerfl byla pouZita 4. mozkova pasaz viru. V piipadé
kmenu 280 byla pouzita 5. mozkova pasaz viru. Virové suspenze byly uchovavany pii

teploté -80 °C.
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3.1.2.2. Virus encefalomyokarditidy
Virus encefalomyokarditidy (EMCV) je fazen do ¢eledi Picornaviridae, rodu Cardiovirus.

Jedna se o maly neobaleny jednovlaknovy RNA virus (Share, 1976). Poprvé byl izolovan
vroce 1945 od samce gibbona. EMCV byl detekovan u celé fady jak divokych, tak i
domacich zvitat v riznych oblastech po celém svété (Helwig a Schmidt, 1945). Tento
zoonoticky virus je schopen zplisobovat neurologické projevy onemocnéni, které se
projevuji jako encefalitidy doprovazené vysokymi horeckami ¢i paralyzami, obdobné jako
se tomu dé&je v pripad¢ infekce VKE. Infekce u ¢lovéka je pomérné bézna, ale vétSina téchto
ptipadi probiha asymptomaticky nebo s mirnymi klinickymi projevy (Adachi et al., 1975).

Pro experimenty s mys$imi embryonalnimi bunikami pro pozorovani vlivu proteinu Dicer
na prubéh infekce byla pouzita 6. pasdz viru EMCV. Zéasobni virova suspenze byla

uchovévana pfi teploté -80 °C.
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3.2. Metody

3.2.1. Kultivace

3.2.1.1. Mikroglialni kultury
Lidské liniové mikroglie (kat. #CRL-3304, ATCC®) byly kultivovany v kompletnim

kultivaénim médium pfipraveném dle tabulky nize (viz Tab. I). PasdZovani kultur bylo
provadéno pii 90% konfluenci kultury. Kultura byla zbavena kultivacniho média a promyta
roztokem 1 x PBS (kat. #LM-52041/500, Biosera), poté byl piidan roztok trypsin/EDTA
(kat. #LM-T1706, Biosera). Po 10 minutach byla kultura pfenesena do centrifugacni
zkumavky spolu s 10 ml kultivacniho média. Centrifugace probihala po dobu 10 minut pfi
165 G. Po centrifugaci byl supernatant nahrazen 10 ml Cerstvého kultiva¢niho média, ve
kterém byl bun&cny pelet resuspendovan. Z této bunééné suspenze byla odebrana 1/3 objemu
a prenesena do kultivacni lahve spolu s 15 ml kultivaéniho média. Nasledovala kultivace pfi

teploté 37 °C a 5 % CO..

Tab. I: Slozky a jejich vysledné koncentrace pouzity pro ptipravu kompletniho kultivaéni
média kultury HMC3.

sledna
Produkt Kod produktu Vyrobce Vysledna
koncentrace
Minimum Essential Medium LM-E1142/500 Biosera 87 %
Fetalni bovinni sérum FB-1001 B/500 Biosera 10 %
Penicilin — Streptomycin XC-A4110 Biosera 1%
Glutamin XC-T1755/100 Biosera 1%
Pyruvat sodny 113-24-6 Sigma-Aldrich® 1%

Imortalizované lidské mikroglie (kat. #P10354-1M, Innoprot®) byly udrzovany
vV kompletnim kultivaénim médium (viz Tab. II). Kultura byla pasaZovéana pti dosazeni 90%
konfluence. Po odstranéni kultiva¢niho média a promyti roztokem 1 x PBS a byl pfidan
roztok trypsin/EDTA.

Po 5 minutové inkubaci, nebo dokud buiky nebyly dostate¢né oddé¢leny, byla kultura
prenesena do centrifuga¢ni zkumavky spolu s 5 ml FBS roztoku (kat. #F1283, Sigma-
Aldrich®). Centrifugace probihala 10 minut pfi 165 G.Nasledné byl supernatant odstranén
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a nahrazen kultivaénim médiem, ve kterém byl bunécny pelet resuspendovan. Ze vzniklé
suspenze byla pienesena 1/3 az 1/5 objemu do nové kultivacni lahve.

Nasledovala kultivace pfi teploté 37 °C a 5 % COz. Pro podpofeni bunééné adheze kultury
HMC3 a HM IM byly materidly oSetieny roztokem krysiho kolagenu typu I (kat.
#A1048301, ThermoFisher Scientific, Inc).

Tab. I1: Slozky kompletniho kultivaéniho média pro kultivaci lidskych imortalizovanych
mikroglii.

Kod Vysledna
Produk y

odukt produktu Vyrobee koncentrace
Microgial Basal Medium #P60116 Innoprot® 87 %
s S Sigma- o
Fetalni bovinni sérum #F1283 Aldrich® 20 %
Mikroglialni rastové faktory #1952 Innoprot® 1%
Penicilin — Streptomycin XC-A4110 Biosera 1%

Kultiva¢ni médium pro kultivaci lidskych primarnich mikroglii (kat. #1900, Sciencell®)
bylo ptipraveno dle tabulky niZe (viz Tab. 3). Kultivacni lahve byly oSetieny roztokem poly-
L-lysinu (kat. #0413, Sigma-Aldrich®). Pasaz kultury probihala po dosazeni 90%
konfluence. Nasledné byla kultura promyta pomoci 1 x PBS roztoku, poté byl ptidan roztok
trypsin/EDTA. Po 2-3 minutach trypsinizace, kdy byly bufiky dostate¢né oddéleny, bylo
pfidano 5 ml kultivaéniho média a bunécna suspenze byla pfenesena do centrifugacni
zkumavky. Kultura byla stacena pii 165 G po dobu 10 minut. Nésledné byl odstranén
supernatant a bunécny pelet byl resuspendovan v 10 ml kultivacniho média. Kultiva¢ni lahev
byla dvakrat promyta sterilni vodou, aZ poté do ni byla pfenesena ¢ast bunéné suspenze
doplnéna o 10 ml kultivaéniho média. Kulturace byla rovnéz uchovéavana p pfi teploté 37 °C

a5 % CO..

Tab. 111: Slozky kompletniho kultivacniho média kultury lidskych primarnich mikroglii

Produkt Kéd produktu Vyrobce Vysledna
koncentrace
Microglial Medium #1901 Sciencell® 86,5 %
Fetalni bovinni sérum #0025 Sciencell® 10 %
Mikrogilani rastové faktory #1952 Sciencell® 1%
Penicilin — Streptomycin #0503 Sciencell® 2,5%

19




3.2.1.2. Mysi embryonalni kultury

Kultivace mySich embryonalni kultury (mESC) byla provadéna na kultivacnich lahvich,
potazené 0,1% roztokem Zelatinu za pouziti kompletniho kultivaéniho média pfipraveného
dle uvedené tabulky (viz Tab. IV). Roztok 0,2% zelatinu (kat. #0423, ScienCell) byl ztedén
ve sterilni vodé do vysledné koncentrace 0,1%. Potazeni lahvi pfed jejich samotnym
pouzitim probihala po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C nasledné byl zelatin odsan a nahrazen
kultivaénim médiem.

Pted pasazi byly kultury zbaveny kultivaéniho média a promyty roztokem 1 x PBS. Poté
byl pfidén roztok trypsin/EDTA pro separaci bunc¢k. Po oddé€leni bunék byla kultura
prenesena do centrifugacni zkumavky s 5 ml kultivaéniho média a sto¢ena pti 165 G po dobu
10 minut. Bun&ny pelet byl rozsuspendovan a 1/5 az 1/10 jeho objemu byla nadale

kultivovéana. Nésledovala kultivace pii teploté 37 °C.

Tab. 1V: Slozky kompletniho kultiva¢niho média mysich embryonalnich kultur

Vysledna
P k K¢ k y
rodukt 6d produktu Vyrobce Koncentrace
Dulbecco’s Modified Donlnéni do
Eagle’s Medium — high #LM-D1110 Biosera op e e
vysledného objemu
glucose
Fetalni bovinni sérum #FB-1001 B/500 Biosera 15%
N.eesenc1a_ln1 #XC-E1154 Biosera 1000 U/mL
aminokyseliny
Penicilin — Streptomycin #XC-A4110 Biosera 1%
L — Glutamin Biosera 1%
Pyruvat sodny #113-24-6 Sigma-Aldrich® 1%
B — merkaptoethanol #M-6250 Sigma-Aldrich® 50 uM
Leukemicky inhibi¢ni Sigma- 1000 U/mL
faktor #ESG1106 AldrichESGRO®
Inhibitor drahy Stemcell ™
MEK/ERK #HY-10255 Technologies 1uM
Selektivni inhibitor Stemcell ™
#HY-10182- . M
GSK-32 0182-5 Technologies Su
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3.2.2. Neprima imunofluorescence mikroglialnich kultur
Tato technika byla pouzita k detekci specifickych antigent v buitkach a soubézné slouzila

pro stanoveni proinfikovanosti kultur a zachyceni pfipadnych morfologickych zmén.

Kultivace bunék
Bunky kultur byly nasazeny na 16 jamkova mikroskopicka sklicka (Thermo Fisher

Scientific, Inc.), ktera byla 24 hodin pfed samotnym pouzitim oSetiena roztokem krysiho
kolagenu typu | (kat. #A1048301, Gibco™). Mikroglialni kultury HMC3 a HM IM byly
nasazeny v mnozstvi 2 x 10% bun&k v objemu 200 ul na jamku. HM byly nasazeny
v mnozstvi 1,5 x 10* bunék v objemu 20 pl na jamku. Po 4 hodinach od nasazeni bun&k na

sklicka, byly kultury infikovany kmeny VKE ve vysledné koncentraci 1 MOI.

Imunofluorescenéni barveni

Po uplynuti inkubaéni doby bylo sklicko ponoteno do 4% roztoku paraformaldehydu, ve
které bylo ponechano 1 hodinu pii pokojové teploté (kat. #047392,9M, Thermofisher
Scientific, Inc). Nasledné byl fixa¢ni roztok vymyt z jamek pomoci 0,05% PBS-Tween 20
(kat. #PPBO0O05, Sigma-Aldrich) (3x5 minut). Dalsim krokem byla inkubace s roztokem
Tritonu™-X100 (kat. #9036-19-5, Sigma-Aldrich) po dobu 5 minut pro zlepseni
membrinové permeabilizace bunék.. Nasledovalo odstranéni roztoku Tritonu™-X100 a
promyti jamek pomoci 0,05% PBS — Tween 20. Do jamek byl pfidan blokaéni roztok k
dosazeni blokace nespecifickych vazebnych mist, slozen z 10% BOFES, 5% koziho séra
a 0,05% PBS-Tween 20. Blokace probihala 30 minut pii pokojové teploté. Poté byl
bloka¢ni roztok nahrazen smési primarnich protilatek fedénych v blokaénim roztoku.
Primarni protilatky byly fedény v poméry 1:250. Pro znaceni obalového glykoproteinu E
byla pouzita mysi monoklonalni anti flavivirova protilatka (Mab10216, Sigma-Aldrich),
pro znaCeni Iba — 1 byla pouzita krali¢i monoklondlni anti-Iba 1 protilatka (kat.
#EPR16589, Abcam). Protilatky byly inkubovany 1 hodinu pfi teploté 37 °C.

Poté byly jamky dtikladné promyty 0,05% PBS — Tween 20 a piidana smés sekundarnich
protilatek. Jednalo se o anti mysi protilatku Alexa Fluor 488 (kat. #A11029, Invitrogen) a
anti krali¢i protilatku Alexa Fluor 594 (kat. #A11037, Invitrogen), které jsou nositelé
fluorescen¢ni znacky. Sekundarni protilatky byly fedény v poméru 1:500 v 0,05% PBS —
Tween 20. Inkubace opét probihala po dobu 1 hodiny vtemnu pii teploté 37 °C.
Nenavazané protilatky byly odmyty pomoci 0,05% PBS — Tween 20 (4x 5 minut). Ke
znaceni bunéfnych jader byl pifidan roztok DAPI Fluoroshield (kat. #00-4959-52,

Thermofisher Scientific, Inc), preparat byl zakryt krycim sklickem a opatfen lakem na nehty
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k zabranéni vyschnuti preparatu. Zhotovené preparaty byly pozorovany ve fluorescencnim
mikroskopu Olympus BX60 pfi stonasobném zvétSenim. Pro bliz§i pozorovani zmén
morfologie kultury byly preparaty zvétSeny 400x. Vysledna proinfikovanost byla pocitana

jako procentualni pomér infikovanych bunék ku celkovému poctu bunék.

3.2.3. Neprima imunofluorescence mySich embryonalnich
kultur

Kultur byly rovnéz jako v pfipadé¢ mikroglidlnich kultur nasazeny na 16 jamkova
mikroskopicka sklicka (Thermo Fisher Scientific, Inc.). Komurky mikroskopického sklicka
byly 24 hodin pied pouzitim sklicka oSetfeny roztokem 0,02% Zelatinu. Pfed nasazenim
bunck byl roztok odstranén a komirky byly tfikrat promyty deionizovanou vodou. Fixace
sklicka, blokace i permeabilizace bunék byla provedena shodné s barvenim mikroglialnich
bunék. V experimentech s mESC vsak byl bloka¢ni roztok po uplynuti inkubacni doby
nahrazen roztokem, ktery obsahoval pouze jednu primérni protilatku, Mab10216 fedénou
v poméru 1:250 s blokaénim roztokem. Inkubace primarni protilatky probihala 1 hodinu pfi
teploté 37 °C. Po uplynuti inkubaéni doby byla primarni protilatka odmyta roztokem
0,05% PBS — Tween 20 a nahrazena sekundarni protilaitkou Alexa Fluor 488, fedéné
v poméru 1:500 s bloka¢nim roztokem. Preparat byl nadale inkubovan po dobu 1 hodiny
pfi teploté 37 °C v temnu. Nasledovalo promyti sklicek roztokem 0,05 % PBS — Tween
20 pro odstranéni protilatek, které se nebyly schopny utvofit vazbu. V poslednim kroku
barveni byl na preparaty nanesen roztok DAPI Fluoroshield (kat. #00-4959-52,
Thermofisher Scientific, Inc). Preparat byl zakryt krycim sklickem a hrany skli¢ka potieny

lakem na nehty pro zamezeni vyschnuti preparatu.

Vyhodnoceni
Zhotovené preparaty byly pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu Olympus BX60 pti

stondsobném zvétSenim. Fotky kultur byly sestaveny pomoci softwaru CorelDRAW
Standard 2021. Vysledna proinfikovanost byla pocitana jako procentudlni pomér

infikovanych buné€k ku celkovému poctu 1 000 bunek.
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3.2.4. Plakova titrace
Metoda plakové titrace je ve virologii vyuzivana pro kvantifika¢ni stanoveni koncentrace
infekénich virovych ¢astic v bunééné kultuie. Pro experimenty s mikroglidlnimi kulturami i

mys$imi embryonalnimi kulturami byl dodrzen shodny postup.

Virova suspenze

Pro plakovou titraci byly pouZity supernatanty infikovanych buné¢nych linii. Dané kultury
byly nasazeny v mnozstvi 2 x 10* bun&k na jamku a infikovany virovou suspenzi o vysledné
koncentraci 1 MOL. Ve stanoveny ¢asovy interval byl supernatant odebran, stocen pii 165 G
po dobu 10 minut a uchovan pii teploté -80 °C. Jednalo se o intervaly 12 h, 24 h a 72 hodin
po infekci (hpi).

Kultivace viru
Plakova titrace byla provedena na 96 jamkovém panelu. V prvnim kroku bylo do jamek

vpraveno Cerstvé kultivaéni médium (180 pl). Do prvni jamky byl ptidan vzorek (20 ul) a
fedén desitkovou fadou. Nasledné byla pfidana bunécna suspenze (130 pl). Bunky byly
nasazeny v mnozstvi 2 x 10* bunék na jamku. Vzorky byly nadéle inkubovany 2 h pfi teploté
37 °C, po uplynuti inkuba¢ni doby bylo do jamek pifidano 100 pl 3% roztoku
karboxymethylcelulozy, ktera byla pfipravena nafedénim v poméru 1:1 v 2X

koncentrovaném médiu L15.

Barveni

Kultivace vzorkl probihala po dobu 5 dntl, nasledovana barvenim 96 jamkového panelu.
Panel byl nejprve promyt fyziologickym roztokem s cilem odstranéni spotfebovaného média
a ptipadnych odumtelych bunék. Néasledné byl panel ponoten do roztoku naftalenové cerné,
kde setrval po dobu 2 hodin pro vizualizaci plaki.

Roztok naftalenové ¢erni byl pfipraven z 1 g naftalenové cerné, 60 ml kyseliny octové,
13,6 g octanu sodného a destilované vody pomoci které byl roztok doplnén do celkového

objemu 1 1.
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Vypocet koncentrace viru

Koncentrace viru byla vypoctena na zékladé poctu plakti a znamého objemu viru, ktery byl
pfidan k bunkam. Pro metodu byl stanoven detek¢éni limit, ktery predstavuje hodnotu

3,70*10%. Vypocet byl proveden dle nasledujiciho vzorce.

PFU
—— = (Ax R x1000)/180

ml
V tomto vzorci A predstavuje pocet plaki v jamce, R je hodnota fedéni piivodniho vzorku

a vysledna jednotka je PFU/ml (plakotvorna jednotka na 1 ml).

3.2.5. Statisticka analyza
Vysledky ziskané pomoci plakové titrace byly vyhodnoceny pomoci statistického softwaru
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Pro stanoveni statistické prikaznosti rozdil
prumért hodnot mezi dvéma skupinami byl zvolen t-test jako statisticka metoda, kterou byla

data vyhodnocovéna.
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4.  Vysledky

4.1. Mikroglialni kultury a infekce VKE

U studovanych mikroglialnich kultur byl na pocatku ovéfen jejich bunécny ptivod
prostfednictvim metody nepiimé imunofluorescence. Cilovym antigenem, ktery byl znac¢en
pomoci imunologického znaceni, byl specificky protein Iba-1. Expresi tohoto proteinu lze
pozorovat v ramci vSech subpopulaci mikroglidlnich bun¢k, a proto je znaceni tohoto
proteinu nejcastéji pouzivanym markerem pii identifikaci mikroglialnich bunék (Shapiro et
al., 2009). Ze snimk (Obr. 5) je patrné, ze ptivod mikroglii byl potvrzen jak u bungk, které
byly infikovany virem tak i bun¢k, u kterych k infekci nedoslo. Vysledné procentualni

proinfikovanosti pro jednotlivé kultury jsou pro ptehlednost znazornény v tabulce V.

Iba-1 Flavi E

HMC3

HM-IM

HM-
Sciencell

Obr. 5: ZnaCeni specifického mikroglidlniho markeru Iba-1 (Cervena barva), dale
flavivirovému proteinu E — Flavi E (zelené barva) znacici infikované buiiky. Buné¢na jadra
mikroglii byla znacena pomoci DAPI (modra barva). Méfitko je zahnuto na snimcich

(100 pm).
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Metoda nepfimé imunofluorescence ukazala citlivost testovanych mikroglialnich kultur vici
kmentim VKE, spolu s tim byla pozorovana odlisna procentualni proinfikovanost v danych

kulturach (viz. Tab. V).

Tab V.: Srovnani proinfikovanosti mikroglii kmeny VKE

Mikroglialni Kmen VKE
kultura VKE 280 VKE Neu VKE Hypr
HMC3 56 % 48 % 42 %
HM IM 14 % 33% 50 %
HM 28 % 16 % 10 %

Snimky kultur (viz Obr. 6) zachycuji, ze nejvyssi procento infikovanych bunék u kultury
HMC3 bylo detekovano pii infekci VKE 280 (56 %). VKE Neudoerfl infikoval 48 % bunék

v v

VKE 280

Merge

Flavi E

Obr. 6: Lidské liniové mikroglie (HMC3) infikovany tfemi kmeny VKE. Pro prikaz
infikovanych bunék bylo provedeno znaceni flavivirového proteinu — Flavi E (zelend barva),
jadra bunék byla kontrastn¢ obarvena DAPI (modra barva). M¢titko je soucésti snimkil

(200 pwm).
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Dale byla zkoumana proinfikovanost kultury HM IM pfi infekci kmeny VKE (viz
Obr. 7). U této kultury dosahl nejvyssiho procenta infikovanych bunék VKE Hypr (50 %).
Kmeny o nizsi virulenci v tomto piipad¢ vedly k niz§im procentim infikovanych bunék

(VKE Neudoerfl 33 %, VKE 280 14 %).

VKE 280 VKE Hypr

Merge

Flavi E

Obr. 7: Srovnani proinfikovanosti imortalizovanych mikroglii (HM IM) Znacdeni obalového
glykoproteinu E kmene VKE 280, Neudoerfl a Hypr. Jadra bun¢k byla kontrastné obarvena

DAPI (zobrazeno modie). Méfitko je soucasti snimkt (200 pm).
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Ani pti pozorovani kultury lidskych primarnich mikroglii spole¢nosti Sciencell (ozn. HM)
(viz. Obr. 8) nebyl zaznamenan cytopaticky efekt, rovnéz tomu bylo u kultury HMC3 a HM
IM. Nejvyssi procento infikovanych bun¢k zpusobil VKE 280 (28 %), VKE Neudoerfl vedl

cvwr

Hypr (10 %).

VKE 280 VKE Neu VKE Hypr

Merge

Flavi E

Obr. 8: Porovnani proinfikovanosti v pfipadé lidskych primarnich mikroglii (HM). Pro
detekci infikovanych bunék bylo pouZito znaceni proteinu flaviviry — Flavi E (zelena barva).
Zatimco jadra bun¢k jsou znacena pomoci DAPI (modré barva). Méfitko je soucasti snimki

(200 um).
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4.2. Vliv izoformy proteinu Dicer na infekci VKE a EMCV

4.2.1. Kultivace

Embryonalni kultury byly pozorovany po dobu 72 hodin po infekci (hpi) pfislusSnym virem
a ve stanovenych intervalech byly zaznamenany morfologické zmény pomoci svételného
mikroskopu. Pro posouzeni u¢inku VKE Hypr na mESC kultury byly vysledky srovnavany
su¢inky viru EMCV. Vyuziti viru EMCV bylo na zakladé dostupnych zdroju, které
prokazaly vnimavost kultury mESC vuéi tomuto viru (Weber et al., 2006; Maillard et al.,
2013; Wu et al., 2021).

Pii inkubaci viru encefalomyokarditidy v kulturach mESC (viz Obr. 9) byl pozorovan
cytopaticky ucinek viru jiz po 12 hodinach od infekce, ktery se nasledné stupiioval.
V intervalu 72 hodin od infekce je patrna vyrazna granulace bunék spolu s morfologickymi
zménami.

Na snimcich (viz. Obr. 10) neni patrné, ze by se VKE Hypr projevil cytopatickym t¢inkem,
ktery byl naopak pozorovan pii inkubaci s EMCV. ZvySena granulace, kterd byla
pozorovana v intervalu 72 hpi se pfipisuje preristanim kultury nez nasledku piitomnosti
viru. Embryonalni kultury jsou rychle dé€lici se buiiky, které pii nedostatku prostoru

pferUstaji a vytvareji tak vrstvici se shluky bunék.
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12hpi 24hpi 72hpi

-
=

Obr. 9: Pozorovani mysich embryonalnich kultur pfi kultivaci viru encefalomyokarditidy.

12825 (RS7)

1356 (RS7)
DcrOO

Mgtitko je soucasti snimkt (200 pm).

12hpi 24hpi 72hpi

WT

1282 (RS7)

1356 (RS7)
DcrOO

Obr. 10: Kultivace VKE Hypr s mysimi embryonalnimi kulturami. Méfitko je zahrnuto na
snimcich (200 pm).
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4.2.2. Stanoveni koncentrace viru v supernatantu z kultiva¢niho
média infikovanych kultur

Béhem kultivace virt s embryonalnimi kulturami byl pravideln¢ odebiran supernatant
k posouzeni virové produkce v danych ¢asovych intervalech. Tento supernatant byl nasledné
vyuzit k provedeni plakového testu s cilem zhodnotit schopnost EMCV a VKE Hypr
produkovat infek¢ni virové ¢astice. Ziskané hodnoty jsou zahrnuty v tabulce VI a tabulce

VI, které jsou soucasti ptiloh.

Hodnoty vynesené do grafu (viz Obr. 11) pfedstavuji hodnoty ziskané z experimentu, ktery
byl proveden v triplikatech. Statisticka analyza byla provedena pomoci t-testu s Graphpad
Prism V6.0.1. ns. Z vysledki vyplyva, ze pfitomnost viru EMCV byla prokazana po celou
dobu sledovani (72 hodin). Pti srovnani kultur (viz. Tab. I) byla u kultury 1282 (RS7) WT
pozorovana konstantni koncentrace viru mezi 12 a 24 hpi (viz. Obr 11D). U kultury 1356
(RS7) DcrOO doslo k mirnému poklesu koncentrace viru mezi intervaly 12 a 24 hpi, ktera

v intervalu 72 hpi nasledné vzrostla (viz. Obr. 11D).
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Obr. 11: Koncentrace viru EMCV v supernatantu infikovanych kultur. Koncentrace viru v
intervalech (A) 12 hpi, (B) 24 hpi a (C) 72 hpi. (D) Srovnani koncentraci viru v MESC v
daném intervalu. Data byla porovnana pomoci t-testu (ns>0.05, *p<0.05,**p<0.01,

***p<0.002, ****p<0.0001). Detekéni mez je zndzornéna pomoci pieruSované piimky.
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Koncentrace viru v supernatantu ziskaném z kultur infikovanych VKE Hypr byly

rovnéz jako v ptipadé viru EMC vyneseny do grafu (viz. Obr. 12).
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Obr. 12:
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Supernatant byl odebran od infikovanych kultur mESC v intervalu (A) 12 hpi, (B)
24 hpi a (C) 72 hpi. (D) Srovnani koncentrace VKE Hypr v mESC v jednotlivych

intervalech. Data byla porovnana pomoci t-testu ns>0.05, *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.002,
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4.2.3. MySi embryonalni kultury a infekce VKE Hypr
Pro identifikaci a stanoveni proinfikovanosti kultur bylo provedeno imunofluorescen¢ni

barveni, pfi kterém byla pouzita protilaitka zamétend proti obalovému glykoproteinu E.
Vzorky byly zpracovany v duplikatech a barveni bylo provedeno 72 hodin po infekci bunék.
Na snimcich na obrazku 13 je zachycen pozitivni signal, ktery byl zaznamenéan u kultury
1356 (RS7) DcrOO, zatimco u kultury 1282 (RS7) WT nebyl signal detekovan. Infekce VKE
Hypr zpusobila proinfikovanost kultury 1356 (RS7) DcrOO ve vysi 8 %. Tento udaj byl
vypocitan jako pocet infikovanych bunék z celkového poctul 000 bunc€k. Pro kazdou
kulturu byla rovnéz zahrnuta kontrola obsahujici neinfikované builkky (ozn. negativni

kontrola).

Merge Flavi E Negativni kontrola

200 ym_ - !

Obr. 13: Pii infekci kultury mESC kmenem VKE Hypr bylo zjisténo zastoupeni

WT

12825 (RS7)

1356 (RS7)
DcrOO

flavivirového proteinu E (oznaceného zelen€). Bunécnd jadra byla zvyraznéna pomoci

barviva DAPI (modra barva). Méfitko je soucasti snimkt (200 um).
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5. Diskuze

Onemocnéni, zname jako klistova encefalitida (KE), je zpisobeno virem klistové
encefalitidy. Pribéh tohoto onemocnéni je ovlivnén fadou faktord, jak ze strany hostitele,
tak ze strany patogenu. Zavaznost pribéhu onemocnéni KE je spojovana s konkrétnimi
virovymi subtypy, ktery onemocnéni vyvolavaji. Tyto subtypy se li$i nejen v patogenité, ale
také geografickym rozsifenim, coz je spojeno S vyskytem konkrétnich vektora (Ruzek et al.,
2019, Cerny et al., 2019).

Virus KE patii mezi flaviviry, které jsou schopny proniknout pfes BBB a vyvolavat
encefalitidu ¢i infikovat mikroglie. Z rodiny flavivirti jsou toho schopny napf. virus Zika ¢i
virus Dengue (Tsai et al., 2016; Lum et al., 2017). V centralni nervové soustavé (CNS) se
virus zaméfuje primarné na infekci neuront (Gelpi et al., 2005). Nicméné virus je schopen
infikovat 1 dal8i bunééné populace, které se v této oblasti nachédzeji. Z bunéénych populaci,
které rovnéz podléhaji infekci VKE jsou to napt. astrocyty (Palus et al., 2014, Selinger et
al., 2022), mikrovaskularni endotelialni bunky (Palus et al., 2017) ¢i mikroglie (Fares et al.,
2020).

Infekce mikroglii dokaze ovlivnit vnitini prostfedi mozku a dals$i buiikky. Béhem
infekce zastavaji mikroglie vyznamnou roli, zejména diky své schopnosti sekrece biologicky
aktivnich molekul. Tyto molekuly, v zavislosti na konkrétnim fenotypu mikroglie, zahrnuji
cytokiny a chemokiny, které ovliviiuji funkci hematoencefalitické bariéry a bunék
v mozkovém parenchymu (Hanisch, 2002; Smith et al., 2012).

Cilem této prace bylo objasnit vnimavost lidskych mikroglidlnich kultur na infekci
VKE, kter¢ se pfi studiu této problematiky vyuZivaji. Studovanymi mikrogliemi byly lidské
primarni mikroglie (HM), lidské imortalizované mikroglie (HM IM) a lidské liniové
mikroglie (HMC3). Zdali mikroglie podléhaji infekci subtypy VKE bylo ovéfeno pomoci
ttech kment VKE, které se odliSuji ve své neuropatogenité.

Imunofluorescencni analyzou byla prokazana citlivost vSech testovanych kultur na
tii virulentné odlisné kmeny VKE. V naSich experimentech byla zjisténa procentualni
variabilita infikovanych bun¢k mikroglialnich kultur v zavislosti na kmenu VKE. Pfi pouziti
lidskych liniovych mikroglii byla pozorovéna snizujici se proinfikovanost korelujici se
zvysujici se virulenci pouzitého kmene VKE. Nejvyssi proinfikovanosti kultury dosahl
kmen VKE 280 oproti kmenu VKE Neu a Hypr. Kmen VKE Hypr patii k vysoce virulentnim

kmenim, ktery se projevuje u mnoha gliovych bunéénych linii svym charakteristickym
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cytopatickym efektem. Cytopaticky efekt na gliové burky detailné popsal Fares et al. (2020).
V nasem piipadé v§ak nebyla zaznamenana zména v morfologii HMC3.

Hodnoty proinfikovanosti kmenit VKE byly v ptipad¢ liniovych mikroglii nékolika ndsobné
vysSi, nez jak tomu bylo nasledné u lidskych imortalizovanych a primarnich mikroglii.
Vyrazné nizs$i hodnoty by mohly byt z ¢asti zptisobeny samotnym piezivanim bunék béhem
experimentll. Zatimco u experimentd s liniovymi mikrogliemi bylo pozorovana ptiblizna
50% konfluence, pii experimentech s HM IM a HM doslo k vyraznému ubytku bungk,
piestoze byl postup barveni optimalizovan. Za vysokymi ztratami bunc¢k by mohl byt
samotny virus VKE Hypr, ktery by mohl zptisobit bunénou apoptdzu. Pro zhodnoceni, zdali
ptihodnéjsi piistoupit k detailn€j§im zobrazovacim technikdm napf. elektronové
mikroskopii a metodam detekce apoptozy (Roingeard et al., 2019).

%. Kmen VKE Neudoerfl a VKE 280, které jsou v porovnanim s VKE Hypr méné
virulentni, dosahly vyssich procent infikovanych bun¢k. U primarnich mikroglii byla rovnéz
pozorovana odliSna distribuce virového antigenu. Zatimco u kmene VKE 280 byl antigen
detekovan prevazné v bunéénych vybézcich, u kmenit VKE Neu a VKE Hypr byl antigen
lokalizovan blize k buné&nému jadru. Obdobny uc¢inek VKE Hypr byl jiz pozorovan u
odlisnych bunék CNS, konkrétné neuront a astrocytt (Fares et al., 2020).

Antivirova odpovéd’ savcich bunék je zalozena na nékolika mechanismech, které
maji za cil eliminovat patogen. U savcil se Casna rezistence vic¢i virim opira o interferony,
které¢ chrani diferencované burky, ale nikoliv kmenové buniky pted virovou replikaci.
Mnoho organisml se spoléhd na RNAi zprostfedkovanou proteinem Dicer, ktery Stépi
virovou dsRNA. Zda RNAI1 také pfispiva k antivirové imunité savci, zstava z velké ¢asti
neobjasnéno. Aby bylo mozné sledovat G¢inky proteinu Dicer na VKE Hypr byly pouZity
mysi embryonalni buriky. Role Dicer proteinu pfi infekci flaviviry je studovana u §irokého
spektra embryonalnich kultur. Pro tyto kultury nachdzime zdznamy o jejich vnimavosti viici
studovanym virim, rovnéz i zapojeni proteinu Dicer do antivirové obrany (Xu et al., 2019;
Qiu et al., 2020; Zeng et al., 2020). V pripadé mysich embryonalnich kultur byla prokazana
virova exprese pro virus Zapadonilské horecky (WNV), virus dengue a virus Zika (Tang et
al., 2016; Wu et al., 2018). Pro neuroinvazivitu nachazime udaje pouze pro WNV, u dalsich
virt nejsou zdroje dostupné. Toto zjiSténi poukazuje na obecny predpoklad, Ze pluripotentni
butky mESC mohou byt infikovany pouze ur€itymi viry. Kromé zjisténych rozdila ve

schopnosti infikovat kultury, které se mezi flaviviry objevuji, nachazime rovnéz udaje o
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variabilité mezi bunécnymi receptory, které flaviviry vyuzivaji pro vazbu virovych ¢astic
(Laureti et al., 2018; Potokar, Jorgacevski a Zorec, 2019). Tento virovy tropismus by mohl
hrél roli 1 v piipadé¢ VKE.

V této praci byly pozorovany byly dvé kultury s odli$nou aktivitou proteinu Dicer a
to kultura, ktera disponuje divokym typem proteinu Dicer, a kultura jeZ ma aktivitu Dicer
zesilenou (Svobodova, Kubikova and Svoboda, 2016).

Pozorovani vyvoje infekce virem EMCV ukézalo cytopaticky efekt jiz béhem
prvnich 12 hodin od infekce a tento ucinek viru dale nartstal. Nase pozorovani se tak shoduje
s vyzkumy, které jiz byly diive publikovany (Craighead, 1966; Oren, Shahar and Monzain,
1975).

Béhem inkubace VKE Hypr s mESC nebyl pozorovan ocekavany cytopaticky efekt.
Imunofluorescenéni znaeni flavivirového antigenu ukazalo infekci pouze u jedné
z embryondlnich kultur, konkrétn€ u kultury 1356 (RS7) DcrOQ, ktera disponuje izoformou
proteinu Dicer. Proinfikovanost této kultury ¢inila 8 % infikovanych bunék. Procento
infikovanych bunék sledovali u neuroprogenitorovych kultur Fares et al. (2020), ktefi
zaznamenali obdobné hodnoty proinfikovanosti v ¢asnych intervalech infekce VKE Hypr.
Neptimé imunofluorescence byla provedena 3 dny po infekci, na zdklad€ zjisténych rozdilt
mezi embryonalnimi kulturami jsme o€ekavali rozdily v tomto intervalu 1 ve vysledcich
plakové titrace.

Schopnost replikace EMCV v embryonalnich bunkach byla prokdzana metodou
plakové titrace, toto pozorovani tak je v souladu s vysledky Kelly, Shanley and Sears,
(1983). Rostouci koncentrace EMCV byla pozorovana jiz 12 hodin po infekci. Nase zjisténi
tak koreluji s poznatky Shahar and Monzain (1975).

V zavislosti na nedostatecnych zdrojich, které by se zamétovaly na studium interakce
VKE Hypr s mESC byly nase vysledky porovnavany se studiemi zabyvajici se interakcemi
dalsich flavivird (ZIKV, WNV, DENV) s pluripotentnimi bunikami. Shodn¢ s poznatky
Desole et al., (2019) a Poirier et al. (2021), ktefi ve své praci vyuzivali pluripotentni
kmenové buniky a embryonalni buiiky, jsme zaznamenali schopnost VKE Hypr replikace
v mMESC. | v naSem ptipad¢ vzristala koncentrace VKE Hypr od intervalu 24 hodin po
infekci, obdobné jako v pripadé ZIKV, WNV a DENV v hiPSC (Desole et al., 2019).
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6. Zavér

Experimenty zaméfeny na stanoveni proinfikovanosti mikroglialnich kultur kmeny VKE,
potvrdily vnimavost mikroglidlnich kultur vic¢i vSem kmenum VKE. U kultur byly
sledovany odli$nost v procentualni proinfikovanosti v zavislosti na daném kmenu VKE.

Pozorovani vlivu izoformy v genu proteinu Dicer pii infekci virulentnim VKE Hypr
neprokazalo vliv jeji pfitomnosti na schopnost kultury odolavat infekci VKE Hypr. Plakova
titrace potvrdila ptitomnost VKE Hypr ve studovanych mysich embryonalnich kulturach po
sledovanou dobu. Procentualni proinfikovanost pomoci imunofluorescen¢niho znaceni byla
prokazana pouze pro kulturu disponujici izoformou v genu proteinu Dicer.

Inkubace EMCV s mySimi embryonalnimi kulturami potvrdila pomoci plakového testu
vnimavosti kultury vii¢i tomuto viru. Zaznamenan byl silny cytopaticky i¢inek EMCV vuci

danym kulturdm.
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8. Zkratky

ATP adenosin tri fostat

BBB z angl. Blood brain barrier

CD11 marker dendritickych bunék

CNS centralni nervova soustava

DAMP molekularni vzory spojené s poskozenim (z angl. Damage-associated
molecular patterns)

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DNA deoxyribonukleova kyselin

dsRNa dvousroubova RNA

EMCV virus encefalomyelitidy

ER endoplazmatické retikulum

FBS fetanni bovvini sérum

Flavi E flavivirovy E protein

hDicer lidksy Dicer (z ang. human Dicer)

HM lidské mikroglie

HMC3 lidské liniové mikroglie

HM IM lidské imortalizované mikroglie

hNPC lidské neuro progenitorové bunky

hpi hodin po infekci

Iba 1 alograficky faktor 1

IL interleukin

INF interferon

KE klistovéa encefalitida

mESC mysi embryonalni bunky (z ang. Mouse embryonic stem cell)

MOI multiplicita infekce (z angl. Multiplicity of infection)

NADH Nikotinamidadenindinukleotid

NK bunky  z ang. Natural killer

NS5 nestrukturni protein 5 (z ang. Nonstructural protein)

PAMP molekularni vzory spojené s patogeny

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

PDZ akronym kombinace prvnich pismen tfech proteint protein PSD95
(postsynaptic density protein) DIgA (Drosophila disclarge tumor

suppressor)

a zo-1 (zonula occludens -1 protein)

PFU plakotvorna jednotka (z ang. Plaque formit unit)

RISC ribonukleoproteinovy komplex

RNA ribonukleova kyselina

RNAI RNA umlcovaci komplex

SEM z angl. standard error of the mean

SIRNA z angl. small interfering RNA

TBEV z angl. Tick-borne encephalitis virus
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TNF

z angl. tumor necrosis factor

o1



9. Prilohy

Tab. VI.: Koncentrace EMCV viru v embryonalnich kulturach

vzorky PFU/mI
1282 0 6,67*102
Interval 12hpi 1282 (RS7) WT 1,48*10?
1356 0 3,70*10!
1356 (RS7) DcrOO 2,10*102
vzorky PFU/mlI
1282 0 1,11*10°
Interval 24hpi 1282 (RS7) WT 1,23*10°
1356 0 9,14*10?
1356 (RS7) DcrOO 8,40*10*
vzorky PFU/mlI
1282 0 9,14*10?
Interval 72hpi 1282 (RS7) WT 3,46*10°
1356 0 5,43*10?
1356 (RS7) DcrOO 8,64*10°
Tab. VII: Koncentrace viru VKE kmene Hypr v embryonalnich kulturach
vzorky PFU/mI
1282 0 3,95*102
Interval 12hpi 1282 (RS7) WT 7,90*103
1356 0 3,70*10!
1356 (RS7) DcrOO 1,33*10°
vzorky PFU/mI
1282 0 9,88*10!
Interval 24hpi 1282 (RS7) WT 8,89*10°
1356 0 1,11*10?
1356 (RS7) DcrOO 1,23*10%
vzorky PFU/mlI
1282 0 9,88*10!
Interval 72hpi 1282 (RS7) WT 9,1*10*
1356 0 1,11*10?
1356 (RS7) DcrOO 4,94*10°
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