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1. Uvod

Onemocskini Kkli&ovou encefalitidou (KE) bylo klinicky popséano jizoku 1931
v Rakousku (Schneider, 1931)iv@dce cetnych encefalitid sezonniho razu byl odhalen
v letech 1937-39 expedici patrajici piovpdu infekce centralniho systému v 8ském svazu
(Zilber, 1939). V Evrop byl virus poprvé izolovan v roce 1949 v tehdej&eskoslovensku
(Rampast Galia, 1949). V satasnosti se onemoéni zpisobené virem kliové encefalitidy
(VKE) vyskytuje od Japonskajgs Cinu a Rusko, az poét&inu zemi vychodni, &dni a
zapadni Evropy. ipady vyskytu KE byly zaznamenany ii&d jihoevropskych stéata ve
Skandinavii. (Dumpist al., 1999). Celositov¢ byva kazdy rok zaznamenanéep 10 000
onemockni (Kunz et Heinz, 2003). NaCeskou republiku fipada kaZdorng 400-700
diagnostikovanych ifpadi onemocgni (EpiDat-databdze Statniho zdravotniho Ustavu

v Praze).
1.1. Virus klistové encefalitidy

1.1.1 ¢eled’ Flaviviridae

Virus klis&tové encefalitidy séadi do roduFlavivirus ¢eledi Flaviviridae (Thiel et al.,
2005). Tatoceled” zahrnuje vice nez sedmdesat zasiujindenbachet al., 2007). V ramci
rodu Flavivirus rozliSujeme i skupiny. Prvni z nich je skupina komaryepaSenych
flavivirta, do které pat nagiklad virus Zluté zimnice, viry dengue, virus Jagkd encefalitidy
a také virus zapadniho Nilu. Do dalSi skupiny beamzého penasSeée jsourazeny kupikladu
viry Modoc a Rio Bravo. Posledni skupinou jsoutidiy grenasené flaviviry zahrnujici nap
virus Langat, virus vrtivky, virus Omské hemoragidkor€ky ¢i virus Kyasanurského lesa.
Mezi nimi pati virus kli¥ové encefalitidy kdm nejzavazgsim (Gaunit al. 2001).

1.1.2 Klisté obecné (Ixodes ricinus)

Prenaseéi viru klistové encefalitidy jsou klifta ¢eledi Ixodidae (kmen Arthropoda,
podkmen Chelicerata, tfida Arachnida, fad Acarina, nadeled’ Ixodoidea). Klist¢ obecné
(Ixodes ricinus) je hlavnim vektorem VKE na naSem Uzemi a slouké tgko jeden z
jeho rezervodr v prirodé (KoZuch et al., 1990). Ri pienosu viremickém, kli&tsaje na
hostiteli, ktery pra¥ prochazi akutni infekci, virus je tak nasavan apel s viremickou krvi
hostitele (Hardyet al., 1983). Druhou alternativou je'gnos pomoci tzv. ,cofeedingu”, ke

kterému dochaziipsowasném sani infikovaného ki&t v blizkosti kliskte neinfikovaného.



V takovém pipad dochéazi k genosu viru bez probihajici virémie u hostitele gkt al.,
1987, Labudat al., 1993a,b). Renos ,cofeedingem* je mozny i na imunnim hostitklery
ma proti VKE protilatky (Labudat al., 1997). Virus se také ivie genasSet mezi generacemi
a to pomoci transovarialnihdgmosu, jehoz dinnost je ovsem velmi nizkasiplizné 0,5%. V
nakazenych¢lenovcich se virus pomnozi aediva v jejich &e i pii metamorféze (tzv.
transstadialni f@nos), kli& tedy Zistava infikované po cely zbytek Zivoty. PrevaleM€E

v klistatech se pohybuje mezi 0,5-5% (Slss a Schradet).200

Zivotni cyklus tohotatlenovce sestava zkolika vyvojovych stadii. Z vajka se lihne
larva, ktera se svléka v nymfu a ta nastedretamorfuje na dosjre. Pro peménu v dalSi
stadium je nezbytné nasati, které trvaiaapitt po dobu gkolika dni (doba sani se liSi u
jednotlivych vyvojovych stadii). Kligtlxodes ricinus predstavuje tedy o trojhostitelsky druh,
jehoz Zivotni cyklus se odehrava v rozmezi 2-6(&iss, 2003). Kligtobecné ma Siroké
rozmezi hostitél zahrnujici drobné hlodavce, ptaky, ale idds§t a velké savce a plazy.
Clovek, mozny hostitel v3echitvyvojovych stadii, neni stalyrlankem tohoto kolothu,

k jeho infekci dochazi &Sinou nahod# pii vstupu do ohniska cirkulace viru. Obrazek 1.1
ilustruje kolotgh viru kli&'ové encefalitidy v firode.

x‘f;"’
%-

Obr 1.1 Cirkulace evropského subtypu VKE v prirodé. Upraveno dle Gresikové a Kaluzové (1997).

(SN

1.1.3 Stavba virionu
Virion VKE je ovalna c¢astice obalena lipidickou membranou (Obr.1.2). W& s
membrag nese povrchovy glykoprotein E (envelope) a proMdiimembrane). Protein E je
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zasadni pro ifichyceni viru k bus¢nému receptoru a pro vstup do cilovéiby Je také
hlavnim antigenem, 0¢i kterému si organismustipinfekci tvoii protilatky. Protein M,
respektive jeho 8peni z prekurzoru prM na M sehravéle¥itou ulohu pi virové maturaci.
Pod lipidickou membranou se skryva kapsida ikosdetlsymetrie tviiena malym bazickym
kapsidovym proteinem C (capsid).

E protein M protein
dimer

kapsidowy
protein ©

Obr. 1.2 Schéma viru klistové encefalitidy. Pfevzato z ExPASy Proteomics Server, Viral Zone
(www.expasy.ch/viralzone/all_by_species/24.html).

Genomem viru kli®ové encefalitidy je jednoviaknova RNA pozitivni poty (~11kb),
ktera v jediném otéenémctecim rdmci kdduje rozsahly polyprotein. Ten je pakecnymi,
tak také virovymi protedzami&ten nait strukturni proteiny, jiz zminé E, prM (prekurzor
proteinu M), C a sedm nestrukturnich proteMS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5
(Obr.1.3) (Gritsunet al., 2003a). Nestrukturni proteiny se vyznamnograu podileji na

virové replikaci v bice. Jejich funkce jsou shrnuty v tabulce (Tab.1.1)

Obr. 1.3 Schéma struktury genomu Celedi Flaviviridae, upraveno dle Leyssen (2000).
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Tab. 1.1 Nestrukturni proteiny VKE (Lindenbach et al., 2007; Gritsun et al., 2003a)

PROTEIN FUNKCE

NS1 - intracelularni lokalizace v misRNA replikace
- integrovan do bufEné membranyi sekretovan ven z liky (indukce protektivni imunity)

NS2A |- asociovan s membranami
- interaguje s komponentami replikace NS3 a NS5
- kandidat pro pesun od replikace k baleni virové RNA

NS2B |- kofaktor v NS2B/NS3 serinové proteaze
- asociovan s membranami

NS3 - helikaza v komplexu s NS5
- serinova protedza v komplexu s NS2B
- RNA trifosfatazova aktivita

NS4A |- mozZnarole fi RNA replikaci
- orientace polyproteinu

NS4B |- kolokalizace s NS3 v mistech membrandznich strykt kterych seiedpoklada, ze jsou misty RNIA
replikace
- orientace polyproteinu

NS5 - RNA dependentni RNA polymeraza
- methyl transferaza

Virova RNA je na obou koncich obklopena nekddujicioblastmi, tzv. UTR
(untranslated region), na 5°konci s methylguanoginocepickou nezbytnou pro iniciaci
translace virové genetické informace. 3’"UTR hrajsazini roli ve virové replikaci (Markoff,
2003) a sklada se ze dvou rozdilnych oblasti -abdniho a konzervovaného useku (Gritsun,
2003a; Wallner, 1995). 3" usek nekddujici oblagtiit slozitou sekundarni strukturu, ktera
ma pravdpodobré dialezitou ulohu pi replikace genomu, translaci a baleni virové nokée

kyseliny do kapsidy (Gritsun, 2003a).

1.1.4 Pribéh onemocnéni

Onemocsini klis‘ovou encefalitidou se klinicky projevuje po 7-14edh inkuba&ni
doby a ma obvykle dvoufazovy gih. V prvni fazi se objevuji nespecifick&iznaky
podobné chipkovému onemocmi, které zahrnuji hot&u, bolesti hlavy, bolest svaltinavu
a malatnost. V druhé fazi, ktera nastava u 20-306igmfi, se rozvinou neurologické
pfiznaky s#znou mirou zavaznosti, které vyudsti v meningeamgningoencefalickou,

poliomyelitikou¢i polyradikuloneuritickou formu onemoéni (Gritsun, 2003a).

Meningealni forma — silné bolesti hlavy a nevolndésista je téz fotofobie,ffznaky

trvaji 1-2 tydny s postupnym zotavovanim (Grits2003a)



Meningoencefalickd forma — mé&ncasta, ale zavaZi forma onemoai
s poskozenim CNS i2naky zahrnuji kufikladu slabost, ospalost, halucinace az beéami,
hemiparézy a hemiplegie, zpomaleni grde frekvence (bradykardie), bradykinesie
(zpomalené pohyby). U této formy nemodefpvavajic¢asto trvalé nasledky a zotavovani je

velmi pomalé.

Poliomyelitickd forma — Werpanost, stahy swgl pocit slabosti, necitlivost v jedné
z koretin, kterd se poz{l rozvine v paralyzu. Par¢ch aZtyiech dnech seffgava ztuhlost
krku, ramen a hornich keéatin trvajici kolik tydni az nésiai, po dvou aziech tydnech

nastupuje atrofie sval Tato forma onemoeni je zavazna s velmi pomalym zotavovanim.

Polyradikuloneuritick&d forma — projevuje se bolestrpoSkozenim perifernich nérv
Prvni fazi (3-7 dfi) doprovazi hor&y, nespavost, zvraceni, bolest sval dalSi fazi nejprve
horetka ustoupi, poté @b nastupuje. Dochazi k poskozeni CNS spolu s meaingmi a
lokalnimi neurologickymi fiznaky. Zotaveni byvadsinou kompletni (Av& Zupancet al.,
1995).

Chronicka forma — tento fioch onemocwni byva spojovan s infekci kmeny
spadajicimi do silského subtypu VKE. Symptomy rozvijejici se po ndstanemoceéni se
postupr zhorsSuji khem nesial az let (Gritsuret al., 2003b).

Po pgekonani vlastniho klinicky manifestniho oneméitinse 35 az 58 % paciént
potyka s trvalymi nasledkgnemocgini (Haglund a Ginter, 1997). Pedd@ini onemocéni KE
muze vyustit v dlouhodobé dysfunkce v ramci CNS, Zgjm kognitivniho razu, a doba
rekonvalescence iiie byt velmi dlouha(iznamet al., 1999).V Rakousku byly u 10% a7
20% pacient se zavaznym fib¢chem KE zaznamenany nasledky neuro-psychiatrického, r
jako prudké bolesti hlavy, zaveat potize s udrzenim pozornosti, depregmruchy

autonomniho nervstva, postizeni slu¢hnaladovost (Mamolét al., 1990).

Krome tradiéni cesty nakazy pragtdnictvim kliséciho genaSée jsou mozné i dalsi
zpisoby ndkazy. Méncasté jsou fipady perordini infekce po poZiti nepasterovanéhékan
(koziho, o¥iho, kravského¥i mlécnych vyrobki. Bylo to nagiklad roku 1951 p epidemii
praibéhem (Blaskow, 1954, GreSikova a Kaluzova, 1997)ipRdy peroralni nakazy se
vyskytuji avSak i v satasnosti (DaneS, 2000).rd®l zahajenim ochrannéh@kovani se



prilezitostre objevovaly nakazy VKE v laboratornim prioesti (Galiaet al., 1949), po

vdechnuti kontaminovaného aerosdiupo zrarkni kontaminovanou injeki jehlou.

Incidence onemocemi KE u lidi ma v pibéhu roku d¥¢ hlavni maxima, ktera uzce
souvisi se sezonni dynamikou aktivity jednotlivgtédii kli¥at v girodé (Korenberg, 2000).
Tato maxima spadaji na #en<erven a zé-iijen (BlaSkovt, 1967). Lidské infekce maji
vétSinou bezpiznakovy péibeh (Lunackovaet al., 2003).

1.1.5 Subtypy

Eckeret al. (1999) na z&klatlsrovnavacich analyz sekvenci Ifzmych izolah VKE
navrhli roza&leni rodu doiti subtypi: na subtyp evropsky, jehoz hlavnifepaseéem je klis¢
obecné Ixodes ricinus), subtyp sikisky a dalnovychodni, které jsouepasené igvazr
klistétem tajgovym K. persulcatus) (Eckeret al., 1999, Heinzt al., 2000). Jednotlivé subtypy
se krom¢ geografického roz&ni a hlavniho vektora [iSi i {chem onemoacni.
NejzavazijSi je vpipact infekci zpisobenych kmeny nalezicimi do subtypu
dalntovychodniho, kdy propukaji¢zké meningoencefalitidyi polyencefalitidy kosdici
fatalne v 20-60% pipadi (Gritsunet al., 2003a). U siliského subtypu probih&a akutni faze
mirngji, spiSe jako neparalytickd hdéreata forma, avSak se sklonem k chrosiclhfekce
zpusobené zastupci siiského subtypu maji za nasledek smrt pacienta v 6pB¥@adi
(Gritsunet al., 2003a). Ribeh infekce evropskym subtypem je obvykle dvoufazawyrny.
Onemocgni korti smrti pouze v 0,5-5% fpadi (Dumpis et al., 1999; GreSikova a
Kaluzovd, 1997). Neni ovSem zcei@jme, jestli rozdilna procenta umrtnosti na kmen§ev
nélezici do znych subtyp jsou zmisobena rozdilnou virulenci subtylWKE cirkulujicich
v téchto oblastechsi zda jsou dsledkem rozdil v diagnostice, definici klinickéhorpaduci
arovni lekaské pée (Mandl, 2005).

1.1.6 Patogeneze

VKE vstupuje do hostitelského organismu v migtisati kliSéte spoléné se slinami
vylu¢ovanymi do rany. Pra&vsliny KkliS€ti umoziuji a usnaduji sani. Virus se nejprve
replikuje v podkozi a ve spadovych lymfatickychioath (Albrecht, 1968). Transport do
spadovych uzlin neni prozatim jedno&zma objasin, avSak zasadni ulohu ¥m nejspiSe
hraji Langerhansovy liky kiZze (Labudaet al., 1996). Z uzlin se virus dostava do krevniho
obéhu a spolu skrvi do tkani a orgarcelého &la a pisobi tak systémovou infekci
s naslednou sekundarni viremii (Mandl, 2005). Wsslasti s neuropatogenezi a obecnou

charakteristikou biologickych neurotropnichivise rozliSuji dva terminy. Neuroinvazivita,
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coz je schopnost viru vstoupit do centralniho neém systému (CNS) a souvisi se
schopnosti viru pomnoZzit se v periferni tkani a atwsut vysoké virémie. Naopak
neurovirulence ozri@@je schopnost viru mnoZzit se augpbovat poSkozenitimo v CNS
(Mandl, 2005; McMinn, 1997). U ipozenych hostitél v piirod¢ virus nemsobi
symptomatické onemoéni. U fady obratlové ovSem VKE fisobi neuropatogefn

piekonava hematoencefalickou bariéru a invaduje d8.CN

Vysoka hladina virémie je nezbytna pro virovou imveozku (Mandl, 2005). i@sny
mechanismus vstupu do CNS &lkonani hematoencefalické bariéry (BBB) neni znam,
existuji vSak ii pravcEpodobné cesty. Transport infikovanymi leukocytyerkt po zvyseni
exprese adherentnich molekul na endotelialniatkédch prostupuji do mozku transcyt6zou.
Virus také niize vyuZivat imy vstup po zvySeni permeability hematoencefalickgéryci
transcytézu pes endotelialni hiky. DalSi moznosti je retrogradni transport po &abnges
periferni nervovy systém. Tato varianta byla popsaugiibuznych vifi encefalitidy St. Louis,
viru zapadniho Niliti u australské encefalitidy. Slo o z&ichového nervu po periferni
inokulaci a nasledny ,vinovy" transport z rostralid kaudalnicisti mozku (Kinget al.,
2007).

V mozku jsou primarnim cilem viru neurony, ke ktarywykazuje VKE selektivni
tropismus (Gelpiet al., 2005). Byla ovSem zaznamendéna i infekce jinyché¢tych typi,
nag. glialnich bugk (Mazlé6 a Szantd, 1978). Imunohistochemickou araly lidskych
mozki post mortem byl antigen VKE nejastji lokalizovan v grednich rozich miSnich,
prodlouzené miSe, mostu a méiae, Zihanémdese €orpus striatum) véetns dentate nucleus
(nejwetSi mozeékové jadro) a mozkovéuke (Gelpiet al., 2005). S infekci CNS jsou spojeny
také histopatologické a z&hvé zmeny. Jde zejména o perivaskularni Btme infiltraty,
nekrozy, ubytek neurdin neurophagii¢i tvorbu noduli z glidlnich bugk v mistech
degenerujicich ézi (Solomoat al., 2007). PoSkozeni a smrt nervovych dumuaze byt
zpasobena vlastni virovou replikaci, ale také virerduikovanou zattlivou reakci anebo
kombinaci obojiho (Chambers a Diamond, 2003). Myéazastlivé infiltraty vétSinou
sestavaji z T lymfocyt makrofag/mikroglii, naopak B lymfocyty byvajifitomny jen Zidka
(Gelpi et al., 2005). Cytotoxické T lymfocyty, které byvaji vkém kontaktu s membranami
nakazenych neurdn (Gelpi et al., 2005), hraji prawpodobr dilezitou Ulohu
v imunopatologii onemoami (Rizek et al., 2009a). Narozdil od CD4+ T lymfodytkterée
zmimuji prabéh KE, CD8+ T lymfocyty naopakiejme prispivaji k rychlejSimu gibe¢hu,
rozvoji encefalitidy a vy$Si mortadifRuzeket al., 2009a).
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1.1.7 Replikacni cyklus v hostitelské burice

Po nalezeni cilové liy se virus vaze pomaoci proteinu E rigsfusny virovy receptor.
Ten v gipads viru kligtové encefalitidy nebyl doposud jednozna identifikovan. Siroky
burg¢ny tropismus flavivié naznguje, Ze tyto viry bd” ke vstupu do hitky vyuzivajitadu
druhi riznych receptdar anebo jediny ,univerzalni receptor, ktery je owsgkitomen na
Sirokém spektru butk a to savich ic¢lenowich (Kinget al., 2007). Doposud bylo u flavivir
identifikovano rkolik kandidatnich proteiinjak na sawvich, tak na kligicich buikach, které
ovSem nebyly dale charakterizovany (Kopecky, 1998rtinez-Barragan a del Angel, 2001;
Ramos-Castaneda al., 1997). U viru dengue slouzi jako receptor povishligand burk
DC-SIGN (CD209) (Tasseneetrithepal., 2003).

Zda se, ze wezitou ulohu pi vazké VKE na buku hraji glukosaminoglykany.
Pasazovani VKE v bwiné kultde (BHK-21) zvySovalo afinitu virového E proteinu k
heparan sulfatu na povrchu klna tento proces adaptace Sel ruku v ruce s atemirac
(Mandl et al., 2001). Je ovSem dosti pragdodobné, Ze proces vazby na hostitelskotkbu
zahrnuje vice nez jeden typ hostitelské receptonoeiekuly (Mandl, 2005).

Vstup do btiky probih& procesem receptorem zpmedkované endocytozy (Chu a Ng,
2004). Nizké pH v endosomu spousti reorganizaceptecového proteinu E z dimiema
trimery, ktera umozni splynuti virové membrany swheanou vé&ku a uvolrni
nukleokapsidy do cytoplazmy. Po jejim rozpadu siairbva RNA jako templat pro translaci
virovych proteirti. Vznikajici polyprotein je translokovan do lumemdeplazmatického
retikula (ER) a je $pen jak virovymi, tak také bwtnymi proteazami (Chambert al.,
1990). Pro replikaci virového genomu musi nejprzaiknout negativni vidkno RNA, které
slouzi jako templat pro syntézu kopii pozitivni gity, které jsou naslednproteinem C
obalovany do nav vznikajicich virovych partikuli. Virova replikacese odehrava
v membranoznich strukturachrigruzenych k ER, do jehoZz lumen nukleokapsidaipu
(Lindquist et Vapalahti, 2008). Rienim ziskava nukleokapsida agMipidovy obal s jiz
integrovanymi proteiny E a prM. Takto vzniklé ndérairiony obsahuji protein prM a protein
E uspdadané do heterodimerPrM funguje jako chaperon napomahajici spravnsbaleni
proteinu E. Viriony jsou transportovany sekretoookdrahou ven z hiky. Virus maturuje
diky S€peni prM bugcnou protedzou furinem v kyselych éeé&ch trans-Golgiho aparatu.
Stépeni prM umotuje reorganizaci proteinu E do formy homodimerwal&r plrg infekeni,

viriony jsou uvolrny z buiky fazi transportnich vezikil s plazmatickou membranou



hostitelské biiky. Virova castice tak mze infikovat dalSi cilovou biku (Mandl, 2005).
Schéma replikace flavivirje zobrazeno na obrazku (Obr. 1.4).
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Obr. 1.4 Replikace Flavivrll. Pfevzato z A structural perspective of the flavivirus life cycle Mukhopadhyay et al.,
2005.

Obecré byly u flavivira popsany dva Zisoby maturace (Hase al., 1989). Utrans
typu maturace dochazi k sestavovani viliondrsném endoplazmatickém retikulu a je
spojeno s membrandznimi strukturami. K uwolinvirioni pak dochazi sekretorickou cestou
hostitelské bikky. Tento zjisob je u flavivifi negasgjSi a byl mimo jiné popsana u iir
japonské encefalitidy, viru Kunjin a dengue-2 - oguinejského kmene C (Haset al.,
1987a, Ng, 1987, Sriurairatnet al., 1973). V pipac cis typu maturace dochazi ke
kompletovani viriod v cytoplazng. Cestou uvalovani z biiky je pak pdeni pges
plazmatickou membranu nebo membranu vakuol. Stegrsobem probiha maturace u viru
dengue-2 a viru zapadniho Nilu (Hasel., 1987b, Ncet al., 2001).

U viru VKE byly popsany oba typy maturace a to vigkpsti na hostitelskych hikach.
Maturace typtcis byla pozorovanaipjeho mnozeni v kligtich buikach, zatimco v hikach

sawich probihala maturace viru typenans (Seniglet al., 2006).

V neuralnich biikach, které byly pouzity vtéto praci, byla provede studie
morfologickych zrndn nasledkem virové infekce VKE. Do studie byly @alty burgéné linie
odvozené z lidskych nadorneuroblastomu, meuduloblastomu a glioblastomu (RBU

GLIO, MEDULO), dw ze zmirnych linii byly pouzity téZ v této praci pro studiuzmen
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genoveé exprese po infekci VKE. VSechhilinie byly vysoce citlivé k infekci VKE, kmenem
Hypr. Produkce viru véchto buikach byla vysoka (10az 16 PFU/mI), coZ pedstavuje sto
az desettisickrat vysSi mnozstvi, nez ukach extraneuralnihaipodu (nap. PS) Infekce ve
studovanych hikach se projevila jiz po 48 hodinach infekce vysamncytopatickym
efektem. U linie NEURO byl vSak tento efekt mnoheymazrejSi nez u zbylych dvou linii.
Bunky se zakulacovaly, shlukovaly a uiiolaly od dna kultivéni lahve (RiZzek et al.,
2009b). Cytopaticky efekt sigobeny infekci VKE je ilustrovan na obrazku 1.5.

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie byly sigthy ultrastrukturni zgmy, které
virova replikace v boikach vyvolala. U MEDULO a GLIO byla infekce spojena
s morfologickymi zrgnami, proliferaci membrandznich struktur, hapvorba hladkych
membrandznich struktur uvhitcisteren hrubého endoplazmatického retikulaétani
Golgiho aparatu a nepravidelnosti ve stri&ta velikosti mitochondrii. Viriony bylo mozno
nelézt ve vyraz&izwétSenych cisteren ER (Reket al., 2009b).

Odpovd u NEURO se liSila od dvou iedeslych. Infekce tu probihala nejvice
dramaticky. Nedochazelo k proliferace membranozrdthktur. Viriony se nalézaly jak
v roz8tenych cisternach endoplazmatického retikula, tektaké vold v cytoplazng, ¢asto
asociované s mikrotubularnimi strukturami. Hladké&nmbrandzni struktury uvifitER se
vyskytovaly pouze vzaénRuzeket al., 2009b).

Ultrastrukturg byly u casti burk vSech ti linii pozorovany znamky apoptézy
(kondenzace, marginace a fragmentace chromatimeékrdzy. MnoZzstvi nekrotickych btk
ovSem pevazovalo (Rzek et al., 2009b). Podohn pomoci TUNEL analyzy (terminal
deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotickrénd labelling), ktera naz&iabunky,
kde doslo k apoptotickémuépeni DNA chromozotin byla zaznamenana apoptoticka smrt

v dusledku infekce u asi 20% infikovanych kln

Nasledkem virové infekce doSlo sp@té se zmdnou tvaru budk také ke zrminam
v uspdadani mikrotubul. V buikach doslo k vyraznému naruseni tubulinové, sitera byla
castén¢ degradovana, véiterych oblastech, zejména s velmi intenzivni vineweplikaci,
byla tubulinova siutvaena velmi hust (Razeket al., 2009b).
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Obr. 1.5 Cytopaticky efekt zplsobeny mnoZenim VKE v NEURO a GLIO bunéénych liniich. A svételna
mikroskopie, B skenovaci elektronova mikroskopie. Pfevzato z Rlizek et al., 2009b.

1.2 Imunitni odpovéd’ organismu na infekci

1.2.1 Interferon

VM 7

kromg jinych cytokini, indukci produkce interferd@n(Lobigset al., 2003). Jde o multifuriki
sekretované proteiny, které na zakladzdilné antigenni struktury, bélnkteré je produkuji a
aktivit délime na interferony prvniho typu (IFN 1) a intedery typu druhého (IFN II).
V bunkach navozuji tzv. protivirovy stav, kdy po navazéa typow specifické receptory
spoustji kaskadu signalizanich drah (Jak/STAT), které nésleédisti v transkripci cilovych
geni. Oba typy IFN omezufji blokuji virovou replikaci, zpomalujitist cilovych bugk acini
je vice nachylné k apoptéze. V neposledatk také svymi imunomodutaimi &inky
stimuluji specifickou imunitni odp@d’ (Goodbourret al., 2000). Skaly gel jeZ mohou byt
v reakci na interferonovy stimul obou tygpusény se do zn&é miry gekryvaji (Starket
al., 1998).

Interferony prvniho typu zahrnuji dva sérologicldlisné typy proteifi, z nichz kazdy
typ je kédovan samostatnou skupinou igéiiNa a IFN . Oke skupiny se vazi na shodny
receptor a ve vysledku vyvolavaji transkripci séegkupiny get (Goodbournet al., 2000).
Jejich efekt na hiky se projevuje v &kolika oblastech. Spousti Jak/STAT signalizacir&te
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zahrnuje formovani STAT1/ STAT2 heterodimeru a jéfamslokaci do jadra. Zde se tento
heterodimer asociuje s IRF9 (interferon stimulatsgulatory factor 9) a vznika trimer, ktery
je znam pod nazvem ISGF3. Tento faktor se vazeegala&ni sekvenci DNA, zvanou ISRE
(cis-acting interferon response element), Aktivaggusti v transkripci fady geri
zodpowdnych za navozeni antivirového stavu, @dovanych jako ISG (interferon stimulated
genes). Produktyéthto geri zahrnuji jak dalSi regutai faktory, tak proteiny sifmym
protivirovym (Einkem, jako jsou PKR (protein kinaza R), MX1 protéi OAS (enzym 2°-5°
oligoadenylat syntetaza). DalSimEidky IFN jsou inhibice proliferace bk, stimulace
aktivity NK bungk a zvysuji expresi MHC | molekul, zatimco exprieBiC Il inhibuji. (Buc,
2001).

Na mysSim modelu byla studovana vnimavost k flasvym infekcim. Jednim
z hlavnich faktak hrajicich Glohu v genetické nachylnostirezistenci wéi flaviviram se
ukazala byt prav 2°-5'coligoadenylat syntetaza (OAS), gen aktivovanyerferonovou
odpowdi a zasadnidastnik vrozené protivirové imunity (Mashinebal., 2002). Substratem
pro tento enzym je dvouvlaknovd RNA (dsRNA) na &tepipoji nékolik oligomeri ATP.
Tato dsRNA je naslednrozpoznavana RNazou L, kterd poté tyto RNA j{@a buni¢ného
anebo cizorodéhoipodu) degraduje (Randal a Godbourn, 2008). Nicgm#aha OAS genu
v souvislosti s flavivirovou infekci u lidi pibuje dalSi zkoumani, nebonezi mySimi a

lidskymi genovymi klastry existuji odliSnosti (Chhers a Diamond, 2003).

K interferorim druhého typu pét interferon y. Hlavnimi producenty, poté co
rozpoznaji infikovanou hiku, jsou T lymfocyty a NK biky (angl. natural killer) (Lobigst
al., 2003). Receptor se také skldda ze diedéeci, ale liSi se od receptoru pro interferony
typu | (Buc, 2001). Aktivuje odliSnou signaligd kaskadu, ktera zahrnuje formaci STAT
homodimeru, ktery je téZ ozémvan jako GAF (gamma- activated factor). Jeho nanana
genomickou regultmi sekvenci GAS a stimuluje transkripci odliSnyobnig nez v gipads
IFN | (Goodbourret al., 2000). IFNy ovliviiuje predevsim funkci makrofdig NK burgk a T
lymfocyta, zvySuje expresi jak molekul MHC |, tak i MHC llaktivuje endotelové hitky cév
pro usnadéni adheze lymfocytk cévni siné (Buc, 2001).
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Obr. 1.6 Signdlni drahy spousténé jednotlivdami typy IFN. Upraveho dle Sadler a Williams, 2008.

1.2.2 Prezentace antigenu

Molekuly MHC (major histocompatibility complex) jaaylykoproteiny prezentované na
povrchu bugk, které na vazebném misthesou kratké peptidové fragmenty protein
produkovanych anebo pohlcenychikau. RozliSujeme dva hlavni typy MHC molekul MHC
typ | (MHC 1) jsou gitomny na povrchu vSech bikg typ Il (MHC 1) se vyskytuje pouze na
specializovanych antigen prezentujicich nkach, jako jsou makrofagy, monocyty,

dendritické biiky anebo biiky gliové (HaejSiet Bartinkova, 2001) .

MHC | se skladaji z transmembranovétekzce a a nekovalert asociovanéh@2-
mikroglobulinu. Vazebné misto pro prezentované iggpe v ryze mezi déma doménami
MHC | (HorejSi et Bartinkova, 2001) a tyto peptidy jsou endogennilizvgalu, odvozené
pievazre z defektnich produkt ribozomalni translace (Schubeet al., 2000). MHC |

molekuly se formuji v lumen, proto je nezbytn@mistit prezentované fragmenty z cytosolu
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dovnitt ER. Klicovym transportérem, ktery zastava tuto funkci jetggn TAP (transporter
associated with antigen processing) (Abetld@ampe, 1999). Zformované komplexy MHC |
jsou ve vesikulech transportovaniep Golgiho aparat aZz na povrchiky (Spiliotis et al.,
2000). MHC | prezentuji své antigenyepazié specifickym CD8+ T lymfocyim, kterée

monitoruji povrchové MHC | molekuly a eliminuji ikbvané buiky (Cresswell, 1994).

MHC 1l se skladaji ze dvou asociovanych podjedndtela ), vazebné misto pro
antigen je na rozhrangdhto dvou podjednotek. Na molekulach MHC I, vziigzh v
endoplazmatickém retikulu, je vazebné misto blokovédnvariantnim iettzcem, ktery
zabraiuje navazani buwinych peptid ¢i peptidi z endogennich drah. Tyto komplexy
prochazeji Bznou sekréni drahou a w&ky odSepené z Golgiho aparatu fuzuji s endozomem,
ktery obsahuje degradované proteiny. Invariarfeitzec je roz&pen a do uvokného
vazebného mista se mohou vazat peptidy pochazegictdocytovanych protain(HorejSi et
Bartinkova, 2001). Tento komplex prezentuje antigerfgvpZzi CD4+ T pomocnym
lymfocytam, které naslednzprostedkovavaji stimuléni signaly pro dalSi imunitni reakce

bungénéci protilatkové odpowdi. (Cresswell, 1994).
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Obr 1.7 Prezentace antigen komplexy MHC | a MHC Il. Upraveno dle Villadangos a Schanorrer, 2007.
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1.2.3 Apoptdza

Apoptéza je aktivni proces b&mé sebedestrukce doprovazené vyraznymi
morfologickymi a bichemickymi z#mami. Indukce apoptézy zahrnuje aktivaci
intracelularniho signalizaiho systému (Courageet al., 2003). Apoptoticky proces iwe
byt rozdtlen do ti fazi. Faze inicieni, kdy buika dostane signal, ktery e aktivovat
apoptotickou kaskadu; fazi ,vykonnou“, coz je okdknzdy se obdrzeny signal stava
nevratnym a fazi degradace, ve kterdkyuvykazuje biochemické a morfologické znamky

posledni faze apoptozy (Hengartner, 2000).

Viniciacni fazi buka obdrzi stimul, ktery d¥e byt tvden @imo, ¢i negimo,
zprostedkovany receptorem. ¢6hto signal muze byt cela Skala, od sp&sti IFN |
signaliz&ni drahy v dsledku odpo¥di na mikrobiélni/virovou infekci nebo obdrzeni sédu
pies tzv. ,death receptory” kterymi jsou Kilgadu receptory Fas a TNF (tumor necrosis
factor). Apotéza raze byt spuStena také faktorem p53, kter§zen zapoit indukovanou
burgcnou smrt v dsledku rjaké vnitrobugcné poruchy, jako je poSkozeni DNA nebo
nedostatek metabalit V pripad zavazného poSkozeni funkce endoplazmatickéhoutatik
(ER stres) mize vychézet signal pro zammi apoptézy odsud, néslediyva aktivovan
transkrigni faktor NFxB. Na za¥¢r jeS€ zminim dalSicastou moznost a ta je spojena
s mitochondriemi, signalem pro indukci programovdngtcné smrti niize byt poruseni
jejiho elektrochemického gradientu (Courageta., 2003).

V exekuni fazi hraje kiéovou roli mitochondrieCetné apoptotické stimuly vyvolavaji
zmeény Vv propustnosti wWjSi  mitochondrialni membrany a kolaps transmembrého
potencialu. To vSe vytigje v uvolréni mitochondrialnich apoptézu-podporujicich molekul
do cytosolu, kufikladu cytochromu c (Desaghet Marinou, 2000). Kaspazy (cysteinové
proteazy) jsou ustdni vykonavatelé apoptozy. Jsou produkovany wadareaktivnich pro-
kaspaz atznorodé specifické inictai apoptotické signaly indukuji jejichégeni na aktivni
enzymy. Kaspazy twd propojenou signalizami drdhu, ve které mohou byt ratehyna
kaspazy iniciani (kaspazy 2, 8 a 9) a efektorové (hdfaspazy 3, 6, 7)(Greest Kroemer,
1998).

V degradani fazi efektorové kaspazy ¢pii klicové vnitrobugcné substraty, coz
vyus'uje v morfologické a biochemické 2my spojenymi s apoptézou. Mimo jiné dochazi
kondenzaci chromatinu a k aktivaci DNAazy, ktergrdeluje chromozomalni DNA (Degen
et al., 2000).
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Razni zastupci rod&lavivirus jsou schopni indukovat apoptdézwej® se tak rozdilnymi
cestami fisobenim jak strukturnich (E protein viru LangatikRod’ko et al., 2001), M
protein viru dengue (Catteagt al., 2003) tak nestrukturnich (NS3 protein viru Langat
(Prikhad’ko et al., 2002), NS3 protein viru zapadniho Nilu (Ramantézad., 2005)) virovych
proteini. Viry Dengue-2 a Japonské encefalitidy jsou sclyopabranitcasné apoptotické
smrti spuinim signalizani drahy PI3K/Akt (Leeet al., 2005). Proces apoptiozy byl
zaznamenan také viipact VKE (Isaevaet al., 1998; Rizek et al., 2009b), avSak o

mechanismu jakym k ni dochazi, neni prozatim zndito
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2. Cile prace

Stanoveni replikenich Kivek viru kli¥ové encefalitidy ve vybranych lidskych
bungénych liniich neurdinihogvodu.

Sledovani zrény exprese vybranych gérsouvisejicich se zakladnimi fyziologickymi a
patofyziologickymi procesy nasledkem infekceaikyivirem KE.

Interpretace ziskanych dat vzhledem #ghu patogeneze kiiévé encefalitidy u
hostitele.
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3. Material a metody

3.1. Bunécné linie

Pro sledovani z#m genové exprese byly pouzity dbunééné linie odvozené z
lidskych burk neurdlniho pvodu poskytnuté Prof.MUDr. TomdSem Eckschlagere®¢.C
(2. 1ékaska fakulta UK a Fakultni nemocnice v Motole, Paha

Neuroblastomova burg¢na linie UKF-NB4 (NEURO) byla ziskana z metastazi
lidského neuroblastomu do kostniedt (Cinatl et al., 1990). Neuroblastom je jeden
Z nefasgjSich dtskych extrakranialnich nadoma vznika z bugk sympatického nervového
systému.

Glioblastomova buns¢na linie (GLIO) byla odvozena z nadoru nezralychigionych
burek mozku. Glioblastom je povaZzovan za daaEjSi a nejagresiw)Si typ primarniho
mozkového tumoru u dosych.

Bunky neuralniho pvodu byly kultivovany v médiu IMDM (PAA) siiidavkem 10%
BOFES, 1% glutaminu a 1% $8i antibiotik a antimykotik (Sigma; penicilin, spi®mycin,
amphotericin B) fi 37°C. Pasaze byly prové&ay metodou suché trypsinizace.

K G¢elu plakové titrace byla pouzita bigima liniePS odvozena z buik praseéi ledviny
(Inoue et al., 1962,Kozuch et Mayer, 1975). Pro kultivaciipteplo& 37°C bylo pouzito
médium L15 (Sigma) stfdavkem 3% PTS, 1% antibiotik a antimykotik (Signpanicilin,

streptomycin, amphotericin B) a 1% glutaminu. Padady provadny suchou trypsinizaci.

3.2. Virus

K infekci lidskych neuralnich bwk byl pouzit prototypovy kmen evropského subtypu
VKE a to kmen Neudoerfl. Tento kmen byl izolovaroge 1971 v Rakousku z kiés Ixodes
ricinus (Mandl et al., 1988). Virus je uchovavan ve foéni20% mozkové suspenzé p70°C,

a jedna se otvrtou pasaz viru v mozku sajicich mysek.

3.3. Plakova titrace

Titry VKE vyjadiené v tzv. plakotvornych jednotkach (PFU, plaquenfag units) byly
stanovovany metodou plakové titrgcke Madridet Porterfield, 1969). Testované vzorky byly
v kultivacnim médiuredény desitkovouedicifadou. Do kazdé z jamek 24 jamkového panelu
bylo pridano 300pl bunséné suspenze PS hiknv mnoZstvi 1,2 x 1Vbursk na jamku
(koncentrace 4 x Pursk/ml). Buiiky byly inkubovany i 37 °C v atmosfié 0,5 % CQ. Po
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4 hodinach, kdy jiz dosSlo kadhezi, byly ity pievrstveny 400ul prelivu (1,5%
karboxymethylcelul6za a 2x koncentrované kultiiamédium v poréru 1:1). Panely byly
inkubovany po dobu 5 dnitip37 °C v prosedi 0,5% CQ K vizualizaci plak, po promyti
fyziologickym roztokem (9 g NaCl na 1l.Bl), byl pouzit roztok naftalenovéerné (1 g
naftalenovécerné, 60 ml ledové kyseliny octove, 13,6 g octanu sbdnélopléno do 1 |
H,0). Tento roztok obarvi pouze Zivéihy, ¢imZ se zviditelni virem lyzovana loZiska, ktera

se nam jevi jako plaky.

3.4. Dynamika replikace viru klist'ové encefalitidy in vitro

Dynamika mnoZzeni viru klf®vé encefalitidy ve studovanych liniich NEURO a GLI
byla uena metodou plakové titrace. Bna suspenze o koncentraci 5%Hurtk/jamku
byla kultivovdna v objemu 20Ql v jamkéach 96-ti jamkového panelues noc f 37°C
v atmosfée 0,5% CQ. Nasledujici den byly hiky infikovany 1.D. (infekni davka) 1 MOI
(multiplicity of infection, multiplicita infekce) wspenzi VKE, kmenem Neudoerfl. Po 2
hodinové inkubaci bylo veSkeré médium odebranakipuyly jednou promyty v PBS a poté
bylo do jamek fidano 200ul cerstvého kultivéniho média. Vzorky supernatantu, triplikace
pro kazdycasovy interval, byly odebiranydasném stadiu infekce v intervalech 2, 8, 15, 25
hodin a dale ¥asovych intervalech 1, 2, 3, 5 a 7 dni. Do vlagtrgtanoveni titru viru byly
vzorky ulozeny @ -70°C. MnoZstvi viru v odebraném supernatantuobgtanovovano

plakovou titraci.

3.5. Infekce bunéénych kultur pro mikrocipovou analyzu

Infekce burcnych kultur pro mikréipové studie byly provashy v kultivatnich
lahvich. Pro porovnani ztn genové exprese byly pouzity vzdy édkultury ziskané
rozklenim jedné kultivani lahve. Bugéné kultury byly infikovany ve stadiu asi 90%
konfluence, 2-3 dny po zpasazovani. Z kultur byltelrano kultivani médium a bylo
nahrazeno hii roztokem virové mozkové suspenze kmene Neudodid). (1 MOI)
v kultivatnim médiu anebo médiem samotnym. Adsorbce viru ipadd v malém objemu
(3ml) po dobu 1-2 hodinipteplot 37°C. Poté bylo infelni médium nahrazen&erstvym
kultivacnim médiem. Totalni bina RNA (totRNA) byla izolovana 3-4 dny po infekci,

v zavislosti na rozvoji cytopatického efektu.
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3.6. Izolace RNA

totRNA z neurdlnich butk byla izolovana v okamziku poktitého cytopatického
efektu. Pro izolaci totRNA byly pouzity stasré buiky prisedlé na dé kultivacni nadoby i
bunky volné plovouci v médiu. Adherované iiky byly uvolrény pomoci suché trypsinizace
a resuspendovany v malém mnozstdarstvého meédia, které bylo naslédsmichano
s pavodnim kultiva&nim médiem. Malé mnoZstvi média bylo odebrano mnaveni titru viru
v kulturach a pro vyloteni gitomnosti viru v kontrolnich kultivanich lahvich. Bu&ina
suspenze byla centrifugovana (300g, 5 min, 4°Q)mematant byl opaténhodebran. Z takto
ziskaného peletu byla izolovana totRNA za pouzRieRsy Mini Kitu (Qiagen) v souladu s
pokyny vyrobce s nésledujicimi modifikacemi postupuns¢ny lyzat byl homogenizovan
opakovanym (6x) nabiranim a vypotritn pres 20G jehlu (@meér 0,9 mm). Pro dokonalé
odstrarni veSkerého ethanolu obsazeného v pufru RPE, Knftanka dodaténé vysuSena
centrifugaci p 8000g po dobu 1 minuty. KM zajiSténi maximalniho vytZku byla totRNA
z membrany kolonky eluovana dvakrat, nejprve 3tdBNase-free vody, podruhé za pouziti

prvniho eluéatu.
3.7. Kontrola kvality RNA

Koncentrace vyizolované totRNA byla stanovena naksprfotometru Nanodrop
ND-1000 (Thermo Scientific). Integrita RNA byla &evana na fistroji Bioanalyzer 2100
(Agilent). Mira integrity RNA (RNA integrity numbeRIN) se pohybovala nad hodnotou 9,0,
¢imz byly splrgny kvalitativni parametry pro mikipovou analyzu (minimalni pozadovana

hodnota pro pouziti pro mikégpiaovou analyzu je 8,0).
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3.8. Mikrocipova analyza

Mikrocipova analyzy je robustni analyticka metoda, kter®ziuje sodasnou analyzu
exprese velkého mnoZstvi ge(Schenaet al., 1995). Na konkrétni mista (spoty) na nosném
podkladu jsou navdzany DNA oligonukleotidy komplen@eni ke specifickym cilovym
sekvencim DNACi RNA, jejichz mnozstvi ve vzorku ma byt kvantifiéno. Sodasné
technologie umaiuji naneseni¢chto sond na podklad (s&kio) ve vysokém piiu a hustat.
Princip metody je zobrazen na nasledujicim obrdXor 3.8.1). Paralelni genova analyza
pomoci mikr@ipt poskytuje rychlou a efektivni metodu pro zkoumdidskych geri
ve velkém ndfitku (Schenaet al., 1996). Tato technologie ma Sirokou Skélu ugain
V naSem pipact byla vyuZzita pro porovnani exprese mRNA mezérda skupinami, tj.
bunkami infikovanymi virem klisové encefalitidy a hikami kontrolnimi a to u dvou linii
lidskych neuralnich buk.

Pro sledovani zeém genové exprese

o~ . . cONA
byly pouzity mikr@&ipy Human OneArray olizonukieotidy
4.2 firmy PhalanxBiotech,. Tytocipy A l.lﬁ'l I '“f':‘”ﬁf
obsahuji 30968 specifickych genomovych e R
sond a 1082 experimentalnich kontrolnich fluorescaning
rnatena cOMA
sond. Pro kazdou skupinu (GLIO a o 1
Oligo-oligo o .

NEURO) bylo zhotoveno 8 opakovani i RGO SR K%

) _ P o T T ;f’
mikrocipové analyzy. : AR P e ,f‘

3.8.1. Linearni amplifikace RNA

Obr. 3.8.1 Prinicip cDNA mikrocipové analyzy.
Obrazek prevzat a modifikovan z Bunka a Stockley,
2006.

Vzorky RNA (1 ug totRNA) byly amplifikovany pomoci Amino Allyl MesgeAmp Il
aRNA Amplification Kitu (Ambion). Jedn& se o modifivanouin vitro transkripci za pouZziti
oligo(dT) primeru nesouciho T7 promotor a reverzanskriptazy ArrayScript'. Nejprve je
k RNA syntetizovano druhé viakno komplementarni D{¢BNA) s T7 oligo(dT) primerem.
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Poté je transkripci vytwena antisense RNA (aRNA) s pouzitim nuklebtidodifikovanych

aminoalyl gitomnych v reaéni snesi (aminoalyl-UTP).

ARAA 3 totRMNA
Syntéza prvniho vidgkna
A cDNA
Synteza druhehovlgkna
Aaas 17 Transkribowvany
templat
Purifikace, in vitro transkripce
s Aming Allyl-LUTe
-t Uiy s  Antisense
* s . Amino Ahyl RMA

Purifikace, navazani
znacky, precisténi
Znacena aRNA

s
g pripravena k hybridizaci

Obr.3.8.2 Prlibéh amplifikace a znaceni vzorku.
Pfevzato z www.ambion.com, Amino Allyl
MessageAmp™ Procedure.

3.8.3. Promyti a prehybridizace

3.8.2. Znaceni

Pro nepimé zn&eni byly na
modifikované nukleotidy navazany NHS
(N-hydroxy-sukcino) estery

fluorescekinich zng&ek. Pro kazdou
reakci bylo pouzito 25ug aRNA. U
(aRNA z buk

byla pouzita

vzorku kontrolniho
neinfikovanych virem)
barvicka Cy3 (cyanin 3) (excitace ~550
nm, emise ~570 nm, zelend), u vaork
aRNA z VKE infikovanych bugk byl
jako fluorescetni zna&ka pouzit Cy5
infikovanéhovzorku (excitace ~650 nm,
emitujecerveré ~670nm).
Potebné mnozstvi aRNA bylo
vysuseno ve vakuu a resuspendovano
v 0,1M uhlgitanovém pufru pH 9,0). Po
piidani Cy3¢i Cy5 (rozpu&né v DMSO)
byly smesi inkubovany 30 minutip
pokojové teplat. Posléze byla reakce
zastavenaijfdanim 4 M hydroxylaminu a

preciSténa od nenavazanych batek.

Sklicka pro hybridizaci vzorku bylaipdeltdta ve vodni lazni na 60°C po dobu 10

minut. Poté byla proplachnuta ve 25 ml 100% etanodjprve 15 sekund v klidu a poté 20 s

trtepdna. Nasledn byla skitka oplachnuta dd#d od zbylého ethanolu. Ve 25 ml
predeltatého prehybridizaiho pufru (25 ml; 5X SSPE 0,1% SDS (sodium dodecyl sulfat),
1% BSA(howzi sérovy albumin)), byla skka inkubovana 2 hodinyip42°C.
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[* 20X koncentrovany SSPE: 3M NaCl, 200mM sodium fbafaOmM EDTA, pH 7.4]

3.8.4. Hybridizace

Vzorky Cy3/Cy5 zn&né aRNA z obou porovnavanych skupin (kontrolnifikkavand)
v poreru 1:1 byly smichany s hybridizaim pufrem Hyblt 2 (Telechem) (g1 aRNA: pufr ,
1:4). Na skiéko bylo naneseno cca 4 snesi, ktera celkem obsahovala |y aRNA
z infikované kultury a 3ig aRNA kontrolni. Pro vlastni hybridizaci byla pd@azhybridiza&ni
stanice MAUI (BioMicro). Vzorky byly hybridizovangii teplot 42°C po dobu 16,5 hodiny.

Po hybridizaci byla sktka postupt promyta pufry A, B, C (WBA, WBB, WBC,;

Telechem) se stoupajici stringenci a dokonale osudentrifugaci.

3.8.5. Skenovani a normalizace

Mikrocipova skltka byla snimana skenerem InnoSt&®0 (Innopsys) s rozlisenim
5 um v obou detednich kanélech, odéajicich vinovou délku emitovanou Cy3 i Cy5 barvou
Ziskany obraz byl analyzovan pomoci softwaru MaPixMicroarray Image Analysis
Software, Innopsys). Nasletlrbylo optimalizovano zarovnani fiiky a tak byly ziskany
hodnoty fluorescence pro individualni body. Jedwétlproby byly pomoci softwaru na
sklicku lokalizovany a identifikovany.

K ziskanym hodnotam bylafipazena anotace a provedena ,Lowess” normalizace a
.Per-chip® normalizace na median, vSe za vyuZivitvgaru GeneSpring GX 9 od firmy

Agilent.

3.8.6. Vyhodnoceni a statistické zpracovani mikrocipovych dat

Ke statistickému vyhodnoceni ziskanych expresniah iyl pouzit nastroj vok
dostupné sady nastfiof M4, a to program Multiple Experiment Viewer, verzleV 4.3.02.

Ze ziskanych dat byly nejprve odfiltrovany nuloveédhoty pomoci 100% Percentage
Cut-Off Filter. Nasled& bylo mnoZstvi analyzovanych dat zredukovano pommstroje
Variance Cut-Off Filter. Z analyz bylo odstegmo 50% gefi s nejtSi snérodatnou
odchylkou exprese.

Pro zhodnoceni statistické vyznamnosti byla pou8®@aM analyza (Significance
Analysis of Microarray) (Tushest al., 2001), kter4 frazuje skore kazdému genu na zaklad
zmeny genové exprese Vv relativnim pénon k snérodatné odchylce opakovanychéimni.
SAM pouziva permutace na&benych hodnot u jednotlivych gérk odhadu procenta gén
které by mohly byt ndhodridentifikovany jako signifikantni (tzv. false dseery rate, FDR),
jde tedy o mnohonasobné testovani. Hranice proifgigntné zmeénénou expresi byla
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nastavena tak, aby FDR rfepahl nulu. Byl pouzit jednoskupinovy design (SARecclass),
kdy byly hodnoty expresi testovany proti nule. Didjdy také porovnavany skupiny GLIO a
NEURO mezi sebou, tedy dvouskupinovy design (SAM tlass unpaired).

Bioinformaticka databaze DAVID_(http://david.abaodifiorf.gov/gene2gene.jspGene
Functional Classification tool, DAVID BioinformascResources 2008, NIAID/NIH), byla
pouZzita pro ucelené vyhodnoceni gefejich funkéni anotace a skupinové&igluSenstvi.
(Huanget al., 2009; Dennigt al., 2003)

3.9. Real-time RT-PCR

Real-time PCR je odvozena od polymerazae€zové reakce. V reakci dochazi
zarovar s amplifikaci i ke kvantifikaci cilové DNA a odpadedy nutnost analyzy vzorku po
reakci. Pro detekci amplifikace se, kréfinych péistupi (fluoresceing znaené primeryi
préby), vyuzivaji interkakni barviva, jako je nap SYBR Green |. Toto barvivo emituje
fluorescenci urrné mnozstvi templatu v reakci. Kvantifikace je pakazména diky faktu, ze
existuje gima untra mezi poéatenim mnozstvim cilového templétu v reakci a cyklem,
kterém zane exponenciakhnarstat fluorescence. Hodnota CT (treshold cycle)ge, lpdet
cykla, kdy fluorescence v reakci dosadhne zvolené prahoanoty fluorescence. #hch
typické amplifikace real-time PCR, ktera migyii faze, je zaznamenan na obrazku (Obr.
3.9.1).
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IL. / Prah fluorescence
= — - S
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POCET CYKLL
Obr. 3.9.1 Prlibéh amplifikace real-time PCR. Jednotlivé faze amplifikace I. skrytd, Il. exponencidlni, lll. linearni,

IV. faze plato; CT — treshold cycle. Obrazek prevzat a upraven podle Mackay et al., 2002.
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Amplifikaci specifického produktu si je mozno &it na Kivce tani (melting curve),
kterd zaznamenéva postupny pokles fluorescencakimmesntsi v zavislosti na pozvotnse
zvySujici teplat. V mist kdy je dosazen bod tani (TmjigluSného produktu je zaznamenén
vyrazny pokles fluorescence. V grafu zavislosti¢mgn fluorescence na zin¢ teploty se

projevi charakteristickym vrcholentikky.

3.9.1. Reverzni transkripce (RT-PCR)

Za elem kvantifikace mRNA pomoci semikvantitativni lréme RT-PCR byly
vzorky totRNA, shodné <ni, které byly pouzity pro mikpovou analyzu, fepsany
pomoci reverzni transkripce (RT). Pro RT byl pouZitst Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas). Zadelem optimalizace metod a kontroly vhodnost HPRaKbjinterni kontroly
(tzv. housekeepingového genu) byi RT pouzit 1 pg totRNA. Pro pisbu kalibr&nich
kiivek byly pouzity 4 pg totRNA jako vstupniho ma#u RT. Pro kvantifikace exprese
jednotlivych studovanych gérbyly pro reverzni transkripci pouzity 2ug totRNAazdéeho
vzorku. Reakce byla provedena ve dvojitém objermu, dbjem vSech reakich komponent
byl zdvojen a finalni objem rea&ki sn¥si ¢inil 40 pl. Zarové s reverzni transkripci byla
pokaZzdé fipravena i kontrolni reakce, kterd obsahovala RNA&Skeré reagencie, oviem bez

reverzni transkriptazy.

RT byla provadna v souladu s pokyny vyrobce. Jako templatu byidoul-4 pg
totRNA (viz vySe) a primerem byly Oligo(dT)18 (10). Reakce probihala véech krocich
a finalni koncentrace komponent reakce byly nagieid0 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM
KCI, 4 mM MgCI2, 10 mM DTT, 20 U inhibitoru RN4&z BoLock™, 1 mM snis nukleotidh.
V poslednim kroku byloiidano 200 U reverzni transkriptazy M-MulLV3.9.2. Réame PCR

3.9.2. Real-time PCR

Pro owieni dat ziskanych mikégpovou analyzou bylo vybranoékolik genmi (viz
Tab.3.9.2) pro kvantifikace mRNA pomoci specifick@mikvantitativni real-time RT-PCR.
Analyzy byly provedeny v termalnim cykleru Rotorr@e3000 (Corbett Research) a vysledky

analyz byly zpracovany pomoci softwaru Rotor Ge@eg(Gorbett Research).
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Tab 3.9.2 Vybrané geny pro validaci zmén genové exprese.

SYMBOL NAZEV GENU

BIRC?7 Baculoviral IAP repeat-containing 7 (livin)

CEACAMS Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 8
HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

IFI6 Interferon, alpha-inducible protein 6

IL23R interleukin 23 receptor

MX1 Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78
OAS1 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa

OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like

TAP1 Transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)
BIRCABP (XAF1) XIAP associated factor-1

3.9.3. Primery

PouZzité primery, jejichz sekvence a charakterisfiou shrnuty v Tab. 3.9.3, byly &u
prevzaty z literaturyi byly navrzeny rdné¢ a za pomoci programu Vector NTI Suite, verze 5,
kde byla o¢fovana tvorba homo- a hetero-dirheKontrola specifinosti primet byla
provedena v databazich Nucleotide BLAST a primeABL (server National Center for
Biotechnology Information). #® navrhovani byl bran ietel, aby vysledny amplifikovany
produkt zasahoval alespado 2 fiznych exod mRNA, ¢imz byla zaji&na amplifikace
cDNA a ne mozné zbytkové DNA. Primery byly navrhoyauniverzalg, tak aby
rozpoznavaly vSechny zname transknipvarianty genu, které byly rozpoznany sondami na
mikrocipech.

Kvantifikace byla normalizovana expresi genu intekontroly HPRT (hypoxantin
phosphoribosyltransferaza), ktery se vikach &astni syntézy purin Tento gen byl vybran
na zaklad pozitivnich hodnoceni, co do stability genové espra také vhodnosti pro pouziti
v neuralnich biikkdch a mozku (Thellin et al., 1999; Vandesompeld.e2002).

Tab 3.9.3 Pouzito primery

NAZEV F/R  SEKVENCE nt Tm PRODUK  CITACE
GENU T

BIRC? F 5" ACCTAAAGACAGTGCCAAGTG 3’ 22 49,7 346

BIRC? R 5" GCCTGTGTGGAAGAAGCCG 3° 19 50,3

CEACAM8 F 5" GAGGTTCTTCTACTTGTCCACA 3° 22 47,9 125

CEACAM8 R 5" TGGGGTAATCTGTTGATTTG 3’ 20 53
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HPRT1 F 5" TGACACTGGCAAAACAATGCA 3’ 21 45,3 92 Vandesompele et al., 2002

HPRT1 R 5" GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 3’ 21 49,2 Vandesompele et al., 2002
IFI6 F 5 GTAAGAAAAAGTGCTCGGAG 3° 20 446 260
IFI6 R 5 ATTACCTATGACGACGCTGC 3’ 20 46,7

IL23R F 5 TCAGTAGAGGAGGAAACCACC 3’ 21 49,2 119
IL23R R 5 GGCAACTCCTCATTCACGATC 3° 21 492

ISG15 F 5’ AGCGAACTCATCTTTGCCAG 3’ 20 467 92
ISG15 R 5" AGCATCTTCACCGTCAGGTC 3’ 20 48,7

MX1 F 5 CGACACGAGTTCCACAAATG 3’ 20 46,7 297
MX1 R 5 AATTTTGGACTTGGCGGTTC 3’ 20 446

NCK2 F 5" GGGCGAGTTCACATTATTCC 3 20 46,7 284
NCK2 R 5" GGTGGTTCCAGTATTGCTATCAG 3’ 23 50,2

OAS1 F 5" GTGTCCAAGGTGGTAAAGGG 3’ 20 48,7 75
OAS1 R 5" AACCAGGTCAGCGTCAGAT 3’ 19 46

OASL F 5" AGCTGGAACGTGAAGAGGG 3 19 48,1 314
OASL R 5 GCATAGGCGTAGCTCCCAC 3’ 19 503

TAP1 F 5" TATGACACAGAGGTAGACGAGGC3™ 22 51,9 215
TAP1 R 5" AGGTGCTGGGTGATGAGAAG 3’ 20 48,7

XAF1 F 5° CTAAATCAACATCAGGAGAAATG 3’ 23 44,8 131
XAF1 R 5" GGAATGCCAGTGTTAAAAGTG 3 21 45,3

3.9.4. Real-time RT-PCR reakce

K reakcim real-time RT-PCR byla pouzita 2X koncewéma reakni smés qPCR 2x
SYBR Master Mix (Top-Bio).
SloZeni real-time RT-PCR re&k sntsi (celkovy objem 25 pl):

= templatova cDNA 1 pl/reakci (vychozi koncentraceARpio RT jsou uvedeny v bodu
3.9.1)
= forward a reverse primer (viz. Tab.3.9.3)

(koncentrace optimalizovany v rozmezi 400, 300 & 20/ v zavislosti na
konkrétnim genu; pro amplifikaci kontrolniho gen®RIT1 byla pouZita koncentrace
300nM)

= PCRHO

= finalni koncentrace ostatnich slozek reakce: 10 mrid-HCI (pH 8,8), 50 mM KCl,
0,1% Triton X-100, 1,5mM MgCI2, 200 uM s dNTP, 0,625 U Taq DNA
polymerazy, 19 nM monoklonalni anti-Tag DNA Pol fiaky, SYBR Green |,
stabilizatory a aditiva).
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Optimalizované reaini podminky pro gen HPRT1 jsou shrnuty v nasledugbulce
(Tab.3.9.4). Referami gen byl ovSem dinné¢ amplifikovan i Sirokém rozmezi reakich
podminek. Teploty nasedani primiex délka trvani jednotlivych krdkreakce, za kterych byl
gen HPRT1 amplifikovan diky tomu mohly byt indivilaé upraveny tak, aby podminky
reakce vyhovovaly amplifikaci konkrétnich studovelmgeri. V pripadt samostatnych reakci
(nap. kontrola vhodnosti HPRT1) byly pouZity optimalzmé podminky pro HPRT1
Hladina fluorescence byla otftana i teplog vysSi, nez je teplota elongace, optimalni
konkrétni geny, tak aby nebyla snimana fluorescelceii primeii a zarove pii teplog

nizsi nez Tm specifického produktu.

Tab.3.9.4 Optimalizované reakéni podminky pro real-time RT-PCR amplifikaci HPRT1.

Denaturace 95°C 4 min
‘= Denaturace 95°C 15 sec
"g ] Nasedani primerd 58°c 7 sec
3 3| Elongace 72°C 7 sec
O I Odecet fluorescence  80°C 15 sec
o (. o~ 45 sec prvni krok,
Kfivka tani 60-99°C 5 sec kazdy daléi

3.9.5. Kontrola vhodnosti HPRT1 genu jakozto interni kontroly

Vzorky pro analyzu vhodnosti genu HPRTL1 jako intetantroly pro real-time PCR
analyzu byly ziskany dle 3.5 a 3.6. Mnozstvi mRNAdlijici HPRT1 bylo stanoveno
v triplikacich  vzork z kazdé skupiny (NEURO infikované/kontrolni, NEURO
infikované/kontrolni) bylo stanoveno pomoci reatdi RT-PCR. Béemz sloZeni reaki
smeési bylo totozné jako v b@d3.10.2., pouzit byl 1 pl templatové cDNA. Reéakpodminky
viz. Tab. Tab.3.9.3.

3.9.6. Kvantifikace

Jako metoda kvantifikace byl vybran relativni kviikac¢ni model s korekci dinnosti
(reaction efficiency) real-time PCR reakce (PfaZ01). Ri pouziti tohoto pistupu je
zapotebi stanovit ptmérnou reakni innost kazdého z kvantifikovanych derktera se

odvozuje ze sklonu kalibéai kiivky (CT/log koncentrace).
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3.9.7. Kalibra¢ni krivky

Pro (el kalibra&ni kiivky byla pipravena fedici fada @gti standard cDNA o
koncentracich 150, 100, 50, 25 a 12,5 ng/ul. Dad&akakce byl pouzit 1 pl templatové
cDNA. Nejkoncentrova#jSi standard (150 ng/ul) byl pouzivdn pouze u kept s velmi

nizkou expresi.

3.11. Statisticka vyhodnoceni

Statistickd vyznamnost vysledlk byla vyhodnocovana programem Statistica,
verze 7., pomoci nezavislé analyzy podle sk@findentv T-test). Vysledky jejichz hladina
vyznamnostip je mensi nez 5% byly povazovany za signifikanMatematické vypéty
praméra a snérodatnych odchylek byly provedeny v programu Mioft® Office Excel®
2007.
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4. Vysledky

4.1. Dynamika replikace viru klistové encefalitidy in vitro

Bunky neuralniho fivodu jsou citlivé k infekci virem kli®veé encefalitidy. Dynamika
mnoZeni VKEin vitro byla sledovana pomoci plakové titrace jakasnych (2, 8, 15, 25
hodin) tak také pokrlych (1, 2, 3, 5 a 7 dni) fazich infekce. K @istu titru VKE, kmen
Neuoerfl, v kultiv&nim médiu dochazelo v intervalu mezi 8 a 15 hodinpiin, kdy se jiz
uvolovaly nov vzniké viriony z busk. (Obr 4.1.1 A). VKE se v neuralnich itkach
replikuje efektivig, mnoZstvi detekovaného viru v supernatantu kulbsahuje titt az 10
PFU/ml (Obr. 4.1.1 B). Vrchol produkce viru nastav&LIO 2-3 dny po infekci (p.i.) (10
PFU/mI), v fipads NEURO byl vyrazny ndist titru zaznamenan prvni den {1PFU/ml) a
od tetiho dne mnoZstvi VKE v supernatantu postupatstalo aZ k 1® PFU/mI sedmy den

infekce.
100000000 100000000
10000000 NEURO 10000000 5""-'”“-___ MEURC
AP | _ 1000000 + ® = =
E 100000 - | E 100000
5 IS —_— ~+—GLIO
E 10000 ._war"'j —+—GLID : E 10000
E 1000 o | 1000
100 g 100 ——Infekéni
10 Infekéni davka 10 davka
1 1
i 0 10 20 30 i 01 2 3 4 5 6 7 8
€as [hod] | tas [dny]

Obr. 4.1.1 Dynamika replikace VKE kmene Neudoerfl v GLIO a NEURO bunkach. A casné intervaly
infekce, B pozdéjsi intervaly infekce; I.D. 1MOI.
V ramci infekce bu&nych kultur pro

100000000
mikroc¢ipovou analyzu bylo stanovovano mnozstvi VK 10000000 _
v infikovanych vzorcich. V okamziku izolace totRNy _ 100009 i
se zjiSeny titr v kultivacnim médiu dosahoval hodng § 122222 1 NEURO
priblizneh 16 PFU/mI v ipack GLIO a 10 PFU/mIu | 3 1000
NEURO burk (Obr 4.1.2). 1‘1)2 I
T

Obr. 4.1.2 Titry VKE, kmen
Neudoerfl v médiu bunéénych kultur v okamzik
izolace totRNA pro mikrocipovou analyzu. I.D. 1
MOIL.
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4.2. Spolecna odpovéd’ GLIO a NEURO na infekci VKE

Zmeny globalni genové exprese navozené

mnoZenim \igtioké encefalitidy byly

v GLIO a NEURO bikéach sledovany prastdnictvim mikr@ipové analyzy. Nasledkem

infekce VKE byla cel&ada gef shodri regulovana v obou studovanych Bémych liniich.

Jediny gen byl up-regulovan jak v NEURO, tak GLIGhkach, funkce tohoto genu v ice

prozatim nebyla objagna. Naopak ke snizeni exprese dochazelo shodr23 gei. (Pozn.

z celkovych peéta byly vylowceny geny kontrolni). i¢dstavu o tom, jakého charakteru byly

3 axis = Expected, Y axis = Ohserved

Obr. 4.2.1 SAM (significance analysis of microarray) graf
jednoskupinového designu (spolecnd odpovéd GLIO a NEURO)
zobrazujici pomér hodnot pozorovanych (observed) zmén exprese
proti oéekdvanym pomériim (expected). Osa x — oéekavané hodnoty,
osa y — pozorované hodnoty. Upregulované geny zobrazeny
cervenymi body, downregulované zelenymi.
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zmeény genoveé exprese Vv jednotlivych
skupinach si mwZeme udlat ze
souhrnnych expresnich giaf Obr.
4.2.1 a Obr. 4.2.2. Vybranym down-
regulovanym geim budou ¥novany
nasledujicitadky a zngny jejich miry
exprese jsou shrnuty v nasledujicich
tabulkach. Pozn. ,ARm. GLIO a
NEURO* v tabulkach ozralje
spolg&ny praimér v obou skupinach.
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Obr. 4.2.2 Souhrnné grafy globalni exprese. Skupiny genl s prikazné/neprikazné zménénou genovou
expresi, shodné v obou bunécénych liniich. A geny s prikazné zvySenou expresi, B geny s prikazné sniZzenou
expresi, C geny prlikazné pozitivné ¢i negatiné regulovany, D geny s nepriikazné zménénou genovou expresi. Na
ose x jsou jednotlivé vzorky (GLIO1-8, NEURO 1-8), na ose y je vynesena zména genové exprese. RGZova kfivka
zndazornuje primérnou zménu genové expresi ve skupiné.

4.2.1. RNA modifikace

Vyznamny zasah do chodu infikované nky piedstavuje sniZzeni exprese genu
PAPOLA, genu pro polyA polymerazu, ktera vilme obstarava polyadenylaci kGnmRNA.
DalSi jeji funkci je endoribonukleazove&@ni rekterych specifickych mist s polyadenylaci.
Omezeni polyadenytai funkce nfize mit za nasledek vyrazné snizeni Zivotnosti mRNA
molekul v buice. (Thuressost al., 1994).

Tab. 4.2.1 Gen ovliviujici modifikaci RNA se zménénou expresi ndsledkem infekce VKE.

Symbol  Unigene Nazev genu Prim. GLIO a NEURO +S.D.

PAPOLA Hs.253726 Poly(A) polymerase alpha -1,13 10,47
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4.2.2. Povrchové molekuly

CEACAMS8 (CDC66Db), jejiz exprese je shaddown-regulovaana v obou bigmych
liniich, pati do imunoglobulinové rodiny protein Exprese tohoto povrchového
membranového proteinu je omezena na granulocytgha gvySena iftomnost na jejich
povrchu s¥d¢i o jejich aktivaci (Yooret al., 2007).

Tab 4.2.2 Gen kuodujici povrchovou molekulu shocné regulovan nasledkem infekce VKE.

Symbol  Unigene Nazev genu Prim. GLIO a NEURO #S.D.

Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 8

CEACAMS Hs.41 -1,27 +0,68

4.2.3. Proteosyntéza

Nasledkem infekce doSlo ke sniZzeni transkripc&olika faktot transl&niho
MRNA do molekuly bilkoviny. Iniciace proteosyntézghrnuje pouZziti iniciatorové tRNA pro
methionin, rozpoznani iniataiho kodonu AUG, vytvieni preinicigniho komplexu s
piipojenim malé ribozomalni podjednotky (40S) a pddpd z&atku translace inictanimi
faktory (Sonenberget al., 2001). Infekce virem kli®vé encefalitidy rda za nasledek
snizenou transkripci gérpro reékteré z nich.

Transl&ni iniciacni faktor 4B €IF4B) obsahuje d& RNA vazajici domény. Jednu,
ktera nespecificky interaguje s mRNA, zatimco druidze cast 18S RNA, jedinou rRNA
malé ribozomalni podjednotky. Spojuje takéobasti, mRNA a ribosom, dohromady.
(Preisset Hentze, 2003).

MnozZstvi transkript tii podjednotek transtaiho inicia&niho faktoru 3 €IF3),
konkrétre S5 a S6 (subunit 5 a 6) &IF3EIP (podjednotkal) bylo také snizeno. elF3 je
nejvetSim inicianim faktorem, ktery propojuje jednotlivé slozky&eb inicigniho komplexu
a ma celkem 13 podjednotek. Kontroluje nasedant rpadjednotky ribosomu na viakno
MRNA a tak podporuje formovani pre-ini¢rdho komplexu (Preiss a Hentze, 2003).

Infekci je ovlivieno nejen mnoZstvi translaich inicignich faktoti, snizen& byla také
produkce RNA kodujicich vlastni ribozomalni proteitsignifikantré byla snizena exprese
proteinuL24 (RPL24), coz je jeden z osmdeséati proteitvoricich ribozomy a je sa@asti

velké ribozomalni podjednotky. Byla-li nastavenantgrisna statisticka kritéria, stejny jev
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byl zaznamenan i u dalSich dvou ribozomalnich pméie to ribozomalnich podjednotek L22
a L3 (RPL22, RPL3).

DalSim zastupcem z down-regulovanych ig@vliviiujicich pfibéh proteosyntézy je
gen PRMT3, jenz koduje methyltransferazu modifikujici ribozamaproteiny. Tato
methyltransferaza ovliwje buré¢nou hladinu a funkci ribozomalnich podjednotéimz a
tudiz i reguluje proteosyntézu (Swiertzl. 2004).

Souhrn zmin genovych expresi pro proteiny owiyici poteosyntézu je v nasledujici
tabulce (Tab 4.2.3)

Tab.4.2.3 Geny s Ulohou v proteosyntéze, jejichese je po infekci VKE snizena.

Symbol Unigene Nazev genu Prim. GLIO a NEURO #S.D.

Eukaryotic translation initiation factor 3, -0,63 +0,40

EIF3S5 Hs.516023 subunit 5 epsilon, 47kDa

Eukaryotic translation initiation factor 3, -0,60 0,26
EIF3S6 Hs.405590 ¢ 4skDa
Eukaryotic translation initiation factor 3, -0,62 +0,30

EIF3S6IP | Hs.446852

subunit 6 interacting protein

-0,64 10,32
EIF4B Hs.292063  Eukaryotic translation initiation factor 4B

-2,42 1,27
PRMT3 | Hs.152337  Protein arginine methyltransferase 3

-1,26 10,79

RPL24 Hs.477028 Ribosomal protein L24

4.2.4. Cytoskelet

DalSi skupinou gen které byly po infekci VKE exprimovany v niZsi fmibyly geny
podilejici se na funkdii organizaci cytoskeletu.

Nejvyrazreli byl ovlivnén gen MYO9A (myosin IXA), ktery koduje nekonveéni
myosin podilejici se na vnitrob&mém pohybu. Funkci tohoto proteinu je negativnutace
aktivity proteinu Rho, ktery kontroluje organizaktinového cytoskeletwimz se MYO9A
podili na regulaci morfologie neunbBahler, 2008).

DalSim ¢lenem této skupiny je tubulia8 (TUBAS8), ¢len tubulinové rodiny protein
Hlavni sloZzkou mikrotubuil jsou heterodimery a B tubulinu. Buiky mohou exprimovat

viceré izotypyo a B tubulinu, coz ma za nasledek rozdilné formy tummigho proteinu.
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Konkrétni isotypy pimo ovliviwji strukturu mikrotubul a funkci v buice (McKeanet al.,
2001).

Gen CNN1 kéduje calponinl, protein asociovany s filamentg. svalovych biikach
moduluje kontrakce hladkych swial Je schopen véazat aktin, kalmodulin, troponin a
tropomyosin a jeho neutrélni isoforma hraje fyzgibikou roli v organizaci cytoskeletu
(Masudeet al., 1996).

Tab. 4.2.4 Expresni zmény sloZzek cytoskeletu nasledkem VKE infekce.

Symbol Unigene Nazev genu Prim. GLIO a NEURO +S.D.
-1,73 10,75

MYOO9A | Hs.546268 Myosin IXA
Calponin 1, basic, -1,25 10,72

CNN1 Hs.465929
smooth muscle

-1,10 10,53
TUBAS Hs.137400 Tubulin, alpha 8

4.2.5. Membranové struktury

V obou burénych liniich byla shodhinegativié regulovana skupina gérsouvisejicich
s transportem afitdénim proteii a membranovymi strukturami v ramci iky. Kratce
zminim¢tyii zastupce.

Nejprve gen VSP13B kodujici protein, jenz zastdva funkci ve vesikuly
zprostedkovaném transportu #déni proteiri v rdmci buiky. TentyZ protein pravgbodobr
hraje i Ulohu p vyvoji centralni nervové soustavy (Kolehmeiretral., 2003).

Protein caveolin 2 je kédovan gengdAV2. Jedna se o hlavni komponentu ¥miith
struktur v buice, tzv. caveolae, coZz jsou malé invaginace pldask&atmembrany. Tyto
burg¢né struktury, tastnici se endocytdzy a vnitro&iného transportu, jsou také mistem
lokalizacetady signalnich molekul (Cohahal., 2004), Caveolin 2 sehravajildzitou Glohu
v prenosu signalu, kdfkladu adrenergniho receptotu epidermalniho tistového faktoru,
byla také popsana interakce s alfa podjednotkomasigeenich G proteid, jejichz aktivitu a
reguluje. Mimo to je zapojen také do lipidickéhotaimlismu, kontroly bustného tistu i
apoptozy. Akoliv caveolin2 neni schopen formovat caveolae sher, kaveolinu 1, ma
znany vliv na jejich tvorbu a funkci (Krasteweh al., 2006)

CRTAP (cartilage associated protein) je &asti budéného komplexu, podilejiciho se

na modifikaci kolagenu, jeho transportu do extraléehi matrix a formaci extracelularnich
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fibril. Spekuluje se i o jeho mozném zapojeni dtrogradniho transporu uvhitGolgiho
aparatu (Morellat al., 2006).

SNAG1 (sorting nexin associated Golgi protein) jélezitym (Eastnikem hned
v nekolika krocich vnitrobu&éné dopravy. Jeho konkrétni funkce vSak nebyla dagos
objasréna (Entrez Gene ID: 112574).

Tab. 4.2.5 Qvlivnéni protein( Ucastnicich se vnitrobunécéné dopravy infekci VKE.

Symbol Unigene Nazev genu Prim. GLIO a NEURO #S.D.
-1,53 10,58
CAV2 Hs.212332 Caveolin 2
-0,39 10,11
CRTAP Hs.517888 Cartilage associated protein
i i -1,41 10,66
VPS13B Hs.191540 Vacuolar protein sorting 13
homolog B (yeast)
Sorting nexin associated golgi -0,86 +0,50

SNAG1 Hs.432755 .
protein 1

4.2.6. Metabolismus

MnoZeni VKE v bus¢nych liniich lidskych neuralnich btk mélo za nasledek
omezenou expresikterych ge buni¢ného metabolismu.

Lipoxygenazovy genXLOXE3) hraje ulohu v oxidaci nenasycenych mastnych kysel
a metabolismu eikosnaig cozZ jsou vyznamni zprdastkovatelé v zaitu a imunologickych
procesech (Brash, 1999; Entrez Gene ID: 59344 ).

GenXYLB koduje xylulokinazu B, ktera patdo rodiny enzym, katalyzujicich penos
fosfatové skupiny na hydroxylovou skupinu akcepigolh monosacharid v tomto gipact
konkrétre xyluldézy. Tyto proteiny hraji zasadni ulohu v Biném metabolismu (Tamaet
al., 1998).

GenABCBY7 kdéduje jednu ze dvo&asti mitochondrialniho transportéru zapojeného do
transportu hemu z mitochondrie do cytosolu. Hrdjegni roli v maturaci cytosolickych
proteini obsahujicich Zelezito-sirné klastry (Fe-S). Proteijez je obsahuji, se v ice

Gcastnicetnych metabolickych drah (Cavadatial., 2007).
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Tab.4.2.6 Proteiny metabolismu down-regulované v GLIO i NEURO burikach po infekci VKE.

Symbol Unigene Nazev genu Prim. GLIO a NEURO #S.D
-0,67 10,37
ALOXE3 Hs.232770  Arachidonate lipoxygenase 3
-1,65 10,73
XYLB Hs.356820  Xylulokinase homolog (H. influenzae)
ATP-binding cassette, sub-family B -0,49 +0,19
ABCB7 Hs.370480 (MDR/TAP), member 7

4.3. Rozdilna odpovéd’ GLIO a NEURO na infekci VKE

Po porovnani zgém genoveé exprese navozenych infekci viremtkhi® encefalitidy byl

v fadk pripadi zaznamenan rozdilny charakter v odfmbvu glioblastomové buigné linie

v porovnani s linii neublastomovou. OdliSny typukage, genova exprese signifikagtryssi

v linit NEURO oproti GLIO, byla zaznamenanatyi geni. Naopak v pipac 118 gefi byla

¥ aris = Expected, Y axis = Observed

Obr. 4.3.1 SAM graf dvouskupinového designu SAM analyzy
porovnavajici rozdily v odpovédi mezi liniemi GLIO a NEURO. Graf
zobrazuje pomér hodnot pozorovanych (observed) zmén exprese
proti ocekdavanym poméridm (expected). Osa x — ocekavané
y — pozorované hodnoty. Upregulované geny

hodnoty, osa

zobrazeny ¢ervenymi body, downregulované zelenymi.
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podavaji nasledujici souhrnné grafy
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odpowdi budou shrnuty v nasledujici

Vybrané s rozdilnou
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Obr. 4.3.2 Souhrnné grafy globalni exprese. Skupiny gend rozdilné regulovanych jak v GLIO tak NEURO. A
geny s prikazné zvysenou expresi ve skupiné NEURO, B geny s prlikazné zvysenou expresi ve skupiné GLIO, C
geny s prukazné zvySenou expresi v obou liniich, D geny s neprlikazné zménénou genovou expresi. Na ose x
jsou jednotlivé vzorky (GLIO1-8, NEURO 1-8) ), na ose y je vynesena zména genové exprese. RUZova krivka
znazornuje primérnou expresi ve skupiné.

4.3.1. Geny se signifikantné vyssi expresi v NEURO

SAM dvouskupinové porovnani vyhodnotilo skupinttyt geni jako zvySes
exprimovanou v busgné linii NEURO v porovnani s GLIO (skupina NEURO JUBenovy

expresni profil je zobrazen na néasledujicim obrggiur.4.3.3).

-3.0 0.0 3.0
— Mmoo = W [~  m
¢ o = wm W [~ m m 1
o o o o 9o 9o 9o @O
Y & A A& A A A A&~ B B B B B B B E
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COL11A1
SLCz8al0
PIPSELL
FOE1A

Obr. 4.3.1.1 Genovy expresni profil. Geny se sigaiftns vy33i genovou expresi v NEURO v porovnani
s GLIO. Barevna stupnice odrazi miruém genové expres€ervena oznéje upregulované hodnoty, zelena

downregulované.
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Z téchto ¢tyt gemi mel nejvyrazrji zmeénén profil genové exprese pouze gen
PIP5KL1. Protein kdédovany timto genengZoe vysoce exprimovan v mozku, se podili na
syntéze fosfatidyl inositél (Pl) a slouzi prawpodobre jako pojici prvek
v intracytoplazmatickych vezikulech, v kterych pitd syntéza fosfatidylinositol 3,4,5-
trisfosfatu. Ten se, spale¢ s dalSimi PI, podili na tvotba peskupovani aktinového

cytoskeletu (Changt al., 2004).

Tab. 4.3.1 Proteiny se signifikantné vyssi expresi v NEURO po infekci VKE.

Symbol Unigene Nazev genu Prim GLIO #S.D.

Phosphatidylinositol- 0,07 40,28 2,36  +1,01
PIP5KL1 Hs.445486 4-phosphate 5-

kinase-like 1

Collagen, type XI,

alphal -0,86 0,29 0,38 10,37
Solute carrier family

COL11A1 | Hs.523446

SLC39A10 39 (zinc transporter),
Hs.413434
member 10 -0,79 0,13 0,01 0,17

Phosphodiesterase

PDE1A Hs.191046 1A, calmodulin-
dependent -0,75 10,22 0,55 0,30
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Obr.4.3.1.2 Graf znazornujici genovy expresni profil. Hodnoty zmén genovych expresi u jednotlivych

vzokd mikroCipovych analyz.
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4.3.2. Geny se signifikantné vyssi expresi v GLIO

Naprosta wtSina (118 ze 122) gén jejichz exprese se odliSovala meziéha
neuralnimi bua¢nymi liniemi, vykazovala signifikanthvyssi expresi v buné linii GLIO.
V ramci této skupiny lze dale rozliSit &vhlavni situace, pto byla exprese u GLIO
signifikang vysSi. V prvnim fipact byla po infekci VKE down-regulovana exprese u
NEURO, zatim co u GLIOstala exprese na té samé drovni — ga@y tento typ ovlivani
,NEURO DOWN?". Fikladem pro tento typ je pak gen NKX2-2. V druhériipac
dochéazelo ke zvyseni exprese @j@nGLIO zatimco epxrese v NEURO nebylaémna —

tento typ budu dale nazyvat ,GLIO UP*. Do této skypgeni pati nagiklad IFI6.
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Obr. 4.3.2.1 Hlavni trendy ovlivnéni genové exprese ve skupiné se signifikantné vyssi genovou expresi

v GLIO. A ,,GLIO UP“ typ ovlivnéni (gen IFI6), B ,,NEURO DOWN* typ ovlivnéni (gen NKX2-2).
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Obr. 4.3.2.2 Genovy expresni profil. Geny se signifikantné vyssi genovou expresi v GLIO v porovnani
s NEURO. Barevna stupnice odraZi miru zmény genové exprese. Cervend oznaduje upregulované hodnoty,

zelend downregulované.

4.3.2.1. Morfogeneze

Gen NKX2-2 je funkiné zapojen do morfogeneze centralni nervové soudi@iys).
Jedna se o jaderny transkiiy faktor, ktery se podili na endokrinni diferenci@NS, tvork
hranic neuromer fechodnych segmeinve vyvoji CNS a nas#novani axoi (diky gradientu
signalizace Shh (sonic hedgehog) (Brisebal., 1999). Graf genové exprese je zobrazen na
Obr. 4.3.2.1. a hodnoty jsou uvedeny v tabulce @.8®.1).
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Tab.4.3.2.1 Zména exprese genu Ucastniciho se na morfogenezi.

Prim
Symbol Unigene Nazev genu +S.D
GLIO
NK2 transcription
NKX2-2 | Hs.516922 factor  related, 0,65 +0,26 4,41 2,04
locus 2
(Drosophila)

4.3.2.2. Imunitni odpovéd’

Narozdil od NEURO, infekce v GLIO vede k rozsahldiveci antivirové imunitni
odpowdi. SWd¢i o tom zvySena exprese césly ger, které se na imunitni reakci podili.

Byl zaznamenan pkazny naiist mMRNA hladin transkrignich faktofi, jako jsou
STAT1 a IRF9 a IRF7, zapojenych do signalizaich kaskad jak interferonové odpgov
typu |, tak i typu Il. To vede k transktipi aktivaci a expresinterferon/emstimulovanych
geni (Randal a Goodbourn , 2008).

O indukovaném antivirovém stavuéskéi zvySena exprese takovych gerako jeMx1,
OAS1, OASL, EIF2AK2, RSAD2, které koéduji dinné protivirové proteiny se Sirokou
Ska&lou @innosti vici a ne vzdy zcela prozkoumanym mechanismedénkii. OAS1
(oligoadenyléat syntetaza 1) syntetizuje oligomery¥PA ¢imZ zn&i virovou RNA pro
degradaci RNazou L. Gen EIF2AK2 koéduje protein kindR (PKR), jenz je aktivovana
dsRNA, jeji funkci je omezeni virové replika¢e smeérovani buiky k apoptotické smrti.
Exprese genu RSAD2 vede k syntéze proteinu vipekitery rozruSuje tvorbu lipidickych
rafti, jenz jsou dlezité @i puceni rekterych vit pres plazmatickou membranu (Randal a
Goodbourn , 2008)

V GLIO byla také detekovana zvySena hladina mRNAnebkinu CCL5 (protein
RANTES) a jeho receptort”CCR1. Ok¢ tyto molekuly sehravaji tlohu v chemoatrakci
cirkulujicich imunitnich bugk (jako jsou T lymfocyty, eosinofily a bazofily) duista zastu

a tim také v patogenezi zén a autoimunitnich onemoémi. (Glasset al., 2005 ).
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Tab. 4.3.2.2 Geny souvisejici s imunitni odpovédi transkripcné aktivované v GLIO.

Symbol Unigene Nazev genu Prim GLIO %S.D.

CCL5 Chemokine (C-C

(RANTES) Hs.514821 motif) ligand 5

Chemokine (C-C

motif) receptor 1

Interferon

IRF7 Hs.166120 regulatory factor 2,52 0,33 0,20 +1,27

7

Myxovirus

(influenza  virus)

resistance 1,

interferon-

inducible protein

p78

2'5'-

oligoadenylate

synthetase 1,

40/46kDa

2'-5'-

OASL Hs.118633 oligoadenylate 2,92 +1,03 -0,03 10,41

synthetase-like

Radical S-adenosyl

?\Zﬁ:m) Hs.17518 ?Oe;';'i‘;”'”e 4,96 +0,54 0,62 +135

containing 2

Signal transducer

STATL | Hs.642990 and activator of 2,16 0,52 0,19 0,38
transcription 1,

91kDa

Eukaryotic

EIF2AK2 translation

(PKR) Hs.131431 initiation factor 2- 1,65 0,50 -0,26 0,37

alpha kinase 2

1,92 0,83 0,24 0,37

CCR1 Hs.301921 1,49 0,43 -0,10 0,33

MX1 Hs.517307 3,86 *1,41 0,50 1,43

OAS1 Hs.524760 2,44 0,45 0,53 0,72

4.3.2.3. Antigen prezentujici drahy

Infekce VKE vede u glioblastomové himé linie k zvySené expresi protéin
podilejicich se na prezentaci antigenu.

Slo jednak o zastupce MHC Il antigen prezentujfahgl, ktera zpracovava a prezentuje
na povrchu bukk exogeng ziskané antigeny a prezentuje je na svém povrddd+CT
pomocnym lymfocyim. V GLIO buikach byl nasledkem infekce VKE upregulovan gen
HLADRB1, ktery kdduje bet@ettzec MHC Il molekuly. Doposud byly popsany stovkeglal
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kodujicich MHCII, avSak alelicka varianta genu DRjBlritomna v kazdém jedinci (Jensen
etal., 1999).

DalSim reprezentantem je gen kodujici molek@D74. V buice funguje jako
invariabilni fet¢zec, ktery vaze a stabilizuje MHC Il heterodimehned poté, co jsou
nasyntetizovany, blokuje antigen vazajici Zlabé&dpnavazanim nespravnych molekul a
smétuje transport MHC |l dimér do endoplazmatického retikula, kde nasleduje réaviaz
prezentovaného peptidu (Cresswell, 1994).

Pod vlivem infekce byla zvySena exprese také u kubleikastnicich se zpracovani
antigenu a jeho prezentaci s MHC | molekulami. Bymu tak u buék GLIO, nikoliv vSak
v piipadc NEURO. Jedna se o geny koédujici MHGetézec HLA-G aHLA-B) a beta 2-
mikroglobulin 82M), povrchové molekuly nesouci prezentovany peptidiSeny byly také
hladiny mRNA kodujicich podjednoteky proteasor$KB8, PSMB9, PSMB10), které se
podili na proteolytickém &peni endogennich protéina jejich zpracovani na MHC |
prezentované peptidy. Exprese vSemhto podjednotek je indukovana interferongnTyto
now indukované podjednotky nahrazugkteré podjednotky 20S proteasondimz davaji
vzniknout imunoproteasomu s efekt#§§im zpracovanim protein(Baumeistert al., 1998;
Nandiet al., 1997, Frulet Yang, 1999).

Signifikantre byla zvySena exprese transportéru spojeného se@@nim antigen
(TAP1). Tento protein hraje ulohu v transportu prezeatgeh peptid z cytoplazmy do
lumen endoplazmatického retikula, funguje v@&@ooosti s proteasomem a MHC |
molekulami a jakoZto podipny protein napomaha spravnému sbaleni komplexu MHC
(Abeleet Tampe, 1999).

Prehled odliS8 regulovanych geh podilicich se na prezentaci antigenu je

uveden nasledujici tabulce (Tab 4.3.2.3).
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Tab 4.3.2.3 Geny antigen prezentujicich drah upregulované v GLIO.bunkach

Symbol Unigene Nazev genu Prim GLIO S.D.
HLA- Hs.534322 Major 0,77 10,23 -0,03 0,23
DRB1 histocompatibility
complex, class I, DR
beta 1
HLA-G Hs.512152 HLA-G 1,46 0,20 -0,23 0,27

histocompatibility

antigen, class |, G

HLA-B Hs.77961 Major 1,74 10,35 0,05 +0,10
histocompatibility

complex, class |, B

CD74 Hs.436568 CD74 molecule, 1,33 0,50 0,23 0,20
major

histocompatibility

complex, class Il

invariant chain

B2M Hs.534255 Beta-2-microglobulin 0,96 0,25 -0,12 0,32

TAP1 Hs.352018 Transporter 1, ATP- 1,60 0,60 -0,14 0,20
binding cassette,

sub-family B

(MDR/TAP)

PSMBS8 Hs.180062 Proteasome 1,32 10,25 -0,01 10,20
(prosome,

macropain) subunit,

beta type, 8 (large

multifunctional

peptidase 7)

PSMB9 Hs.132682 Proteasome 1,95 0,37 -0,32 10,34
(prosome,

macropain) subunit,

beta type, 9 (large

multifunctional

peptidase 2)

PSMB10 Hs.9661 Proteasome 0,62 10,32 -0,66 0,45

(prosome,
macropain) subunit,

beta type, 10

4.3.2.4. Apoptoza

V GLIO burééné linii GLIO byla zvySena expreseckolika geri popsanych
Vv souvislosti s apoptézou.
Protein XAF1 kodovany genemBIRCA4BP vaze protein XIAP, coZ je inhibitor

apoptézy a supresor kaspazové aktivity (Lisebral., 2001). Blokovanim inhildni funkce
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XIAP podporuje XAF1 pechod biiky k apoptotické smrti, jedna se tedy o proapopkgti
protein. Proapoptoticka funkce XAF1 je spjata svakti mitochondrialni apoptotické drahy a
podporuje uvoléni cytochromu ¢ do cytoplazmyymz znasobuje signal, ktery tika dostala
pies tzv. ,death” receptory (Xiet al., 2006).

Protein kdédovany genemSCOTIN je lokalizovan v membr&n jadra a
endoplazmatického retikula. Scotin je schopen iogak apoptézu na kaspéazach zavislym
mechanismem a je spjat s p53 zavislou apoptotidkaébou (Bourdormt al., 2002).

Gen IFI6 je jednim z cel&ady ger, jejichz exprese je indukovana interferonovou
signalizaci. Tento protein ovSem sehrava zasadiiulV regulaci apoptézy. Je lokalizovan
v mitochondriich a matdezitou protiapoptotickou Ulohu tim, Ze inhibujenkei kaspéazy 3.
Mechanismem je inhibice depolarizace mitochondridlembrany a tim zabréni uvolreni
cytochromu c¢ do cytoplasmy (Tahaataal., 2005).

Tab. 4.3.3.4 Geny souvisejici s apoptotickoudnou smrti zvySehexprimované v GLIO hikach.

Symbol Unigene Nazev genu Prim GLIO #S.D.
BIRC4BP Hs.441975 XIAP associated 3,06 11,56 -0,36 11,46
(XAF1) factor-1
IFI6 Hs.466383 Interferon, alpha- 4,83 10,42 -0,25 10,37
inducible protein 6
SCOTIN Hs.523847 Scotin 1,09 10,27 -0,02 10,17
Irl - <
KAF1 B W i S IFlE SCOTIN
s i1 Fi . )
¥ .II .-._ " & ! I 3 =y |
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Obr.4.3.3.4 Porovnani genovych expresitgeouvisejicich s apoptézou.
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4.4. Real-time PCR

Na zaklad dat ziskanych mikpovou analyzou bylo vybrancikolik geni, u kterych

byly hodnoty jejich genové expresesdavany pomoci real-time PCR.

Z geni souvisejicich s imunologickou odpmif buiky byly vybrany geny MX1, OAS1,
OASL. Jako pedstavitelé geinhrajicich roli v regulaci apoptotické smrtitiy byly vybrany
geny XAF1, IFI6, BIRC7. Gen TAP1 byl vybran jakoprezentant antigen prezentujici
bunééné masinérie. Geny CEACAMS8 a IL23R byly vybrany qakastupci bu&nych

povrchovych molekul.

Pozn. Geny BIRC7, IL23R byly vybrany v dgtkdy jeS¢ nebyly kompletni vysledky
mikrocipovych analyz. Nakonec byly virem indukované éam jejich exprese natolik

heterogenni, Ze nebyly SAM analyzou vyhodnoceng ggnifikantni.

4.4.1. Kontrola vhodnosti HPRT1 genu jakozto interni kontroly

Pro owteni vhodnosti vyéru HPRTL1 jako referagmi kontroly byla porovnana exprese
tohoto genu v GLIO a NEURO po infekci VKE ve sromh& kontrolou. Rmeérné hladiny
MRNA genu HPRT1 se u b&mych linii GLIO a NEURO signifikanth neliSily mezi
skupinami kontrolnimi a infikovanymi. Dosazena hiedvyznamnosti (p) u Studentova T-
testu byla v rozmezi 0,2-0,3 (viz Tab. 4.4.1.1xehoz vyplyva, Zze gen HPRT1 je vhodny
jakozto interni kontola pro relativni kvantifikaegpresi srovnavanych genProfil real-time

PCR reakce je zobrazen na néasledujicim obrazku ¢>hd.1)
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Tab. 4.4.1.1 Dosazené hodnoty CT.

pramér C.T. #S.D. p

NEURO NK 16,68 +0,023 0,298
INF 16,43 +0,361
GLIO NK 15,81 +0,071 0,214
INF 15,73 +0,055
N, Fiuoro, BARVA  NAZEV TP T

= HPET1MeuroMeg Unknown 18556
. HPRT1MeuroMeg Unknown 16,65
1051 HPRT1 MeuraMeg  Unknown 167
1 = HPRT1 Mevuro Inf Unknown 16,74
= HPRT1 Meuro Inf Unknown 16,03
l HPRT1 Meuro Inf Unknown 165
HPRT1 Glio Meg Unknown 1582
10~ E HPRT1 Glio Meg Unknown 1573
. = HPRT1 GlioMeg Unknown 15,87
. HPRT1 Glia Inf Unknown 1875
HPRET1 Glio Inf Unknown 1563
[ | HPRT1 Glia Inf Unknown 1872

e 1: HFRT1 NTGC

1 il |
o o 5 20 o a0 38 Cyche

Obr. 4.4.1.1 Profil real-time PCR reakce pro ovéreni HPRT1 jakoZzto referencniho genu.

4.4.2. Kalibraéni krivky

Pro specifickou semikvantitativni real-time RT-PGRalyzu byla zvolena metoda
kvantifikace dle Pfaffla (2001). Tentdiptup zahrnuje stanovenéignosti jednotlivych real-
time PCR reakci, ktery se odvozuje z kaldmiakiivky. Pro &el kalibrani kiivky byla
pripravenaredicitada cDNA standafdo koncentracich 150, 100, 50, 25 a 12,5 ng/ikl&d
kalibraéni kiivky genu HPRTL1 je na nasledujicim obrazku (Obr24Y).
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BARVA

NAZEV

TYP

CT ZADANA KONCENTRACE ZJIST ENA KONCENTRACE

%

Var.
B [HPRT1 sStandard 18,68 100 100,64 0,60%
B | HPRT1 standard 18,72 100 97.6  2.40%
HPRT1 Standard 19,67 50 51,43 2,90%
HPRT1 Standard 19,68 50 51,02 2,00%
HPRT1 Standard 20,78 25 2417 3,30%
HPRT1 Standard 20,75 25 2476  0,90%
HPRT1 Standard 21,76 12,5 12,48 0,10%
HPRT1 Standard 21,74 12,5 12,68 1,40%
B | HPrRT1 NTC
B | HPrT1 NTC
Mo, Fhueoro e "
1071 /
10%2| /
Thieshold
10"‘.-31
o '5 0 ] s 50 35 Cycle

Standard Curve |1}
Reaction efficiency

M |slope]
=]
R Value

R*2W¥alue

cone=10"(-0,254*CT + 7,302}

P F)
n
E ]
.1}
i85

]

Kalibracni kiivka

koncentrace

Obr.4.4.2.1 Profil real-time PCR reakce genu HPRT1, kalibracni kfivka.
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4.4.3. Kvantifikace

Navrzené primery pro studované geny byly nejprvé&@aw EZnou PCR. Tyto reakce
poskytovaly produkt o spravné velikosti a nebylyrmmenany nespecifické produktyefto
se prozatim nepodito optimalizovat podminky real-time PCR do té migby mohly byt
piislusné geny kvantifikovany. Na tomto Ukolu se v&aklale intenzivé pracuje. Dvody
neusgchu v tétocasti prace jsou blize rozebrany v diskuzi. llustraezdélych kalibrainich

kiivek jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 4.4.2.2)

Fluorescence Fluorescence

BIRC?7 5 TAP1 /
4
g 3| /
-
2| /
i
1 A,
et/
aj ol
5 10 fs 20 5 10 "5 20 25 30 135 a0 Cycler
Fluorescence Fluotescence
3
4| oAs1 OASL
2 é
2
1
9 ol
5 "o "5 20 3 10 "5 20

Obr. 4.4.2.2 Profily nevyhovuijicich kalibracnich krivek.
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5. Diskuse

Ovlivnéni globalni genové exprese udledku infekce virem klf®vé encefalitidy bylo
studovano s pouzitim dvou bigmych linii odvozenych z lidskych neuralnich BknZvoleny
byly neuroblastomova bgtna linie (NEURO), ktera je odvozena z blknsympatického
nervového systému. a glioblastomova &uma linie (GLIO), ktera pochazi z poitmych
burtk mozku. GLIO pafi k antigen prezentujicim Bkam a zprosedkovavaji mkteré
imunologické procesy.

Mnozeni viru kligové encefalitidy v bikach centralni nervové soustavy, sehrava
zasadni ulohu v patogenezi onemaunkliovou encefalitidou. Pochopeni mechanism
nemoci je kikové pro vyvoj a volbu spravné terapige$to v3ak interakci VKE a lidskych
nerovovych buék nebylo doposud &novano piliS pozornosti. Proto jsme se rozhodli jako
model této interakce pouzit biémé linie odvozené z lidskych neuralnich Bki(GLIO a
NEURO) s virou, Ze blizSi porozwm interakci VKE s &mito buikami na molekularni
arovni nam napovi vice csfich, které se f této infekci odehravaji. Jako nastroj nam k tomu
slouzila technologie DNAip1.

Virus klis%‘ové encefalitidy se ve zvolenych kadnych liniich GLIO a NEURO
replikuje velmi efektivd. Oproti VKE kmene Hypr (BZek et al., 2009b) nedosahuje titr
nami pouzitého kmene Neudoerfl tak vysokych hodae$ak virova produkce je srovnatelna
s produkci v BzZné pouzivanych extraneuralnich kiinych liniich. Rozdil v intenzit
mnoZeni mezi ohma kmeny je dan vysSi virulenci kmene Hypr. Tytmdtné linie tedy
predstavuji vhodny model pro studiumupghu infekce v lidskych neuralnich ikach.
Obdobré Koh et Ng (2005) pouzili lidské gliové hkiky pro sledovani zeém genové exprese
indukované infekci virem zapadniho Nilu.

Nasledkem infekce VKE byla v obou pouzitych linigiodri zmeénéna genova exprese
u 124 ged. U jednoho se jednalo o gkazre zvySenou expresi, zbylych 123 gemélo
v dusledku infekce genovou expresi shédmiZzenou. Tento vyrazny nep&mmezi okma
skupinami niize souviset s faktem, Ze virova replikace dsi spiSe vypina fpozené
pochody a metabolické procesy tak, aby zbylo dektahergie a stavebnich komponent pro
vlastni mnoZzeni viru. Podobny trend byl zaznamekdptikladu v lidskych endotelialnich
buikach infikovanych virem dengue-2, kdy byla tstedku replikace snizena exprese u 90
geni, zatimco zvySena byla u 21 gefhiew et Chow, 2005).
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Spolecna odpovéd GLIO a NEURO na infekci VKE

Virova replikace mize vyznamnou grou naruSovat ffirozené fungovani tranksripce a
translace v bice. S¥dci o tom shodné omezeni transkripce tgeitastnicich se na
modifikaci mMRNA a iniciaci translace v obou nych liniich. Snizend exprese genu
PAPOLA, kddujiciho polyA polymerazu,ike fedstavovat vyrazny zasah do choduikyu
Polyadenylace mRNA hrajeukbZitou uUlohu pi obratu RNA v buce, nebé stabilizuje
transkripty, chrani je proti degradaci a prodluZigfich Zivotnost. Polyadenylace také
podporuje export mRNA z jadra do cytoplasmy a tiesis(Dreyfus et Regnier, 2002).
Snizeni exprese genu PAPOLA tak omilije mnozZstvi a Zivotnost b&né mRNA v Sirokém
metitku.

Virovou infekci byla sniZzena expretady proteiri U¢astnicich se na iniciaci translace
proteini. Slo o podjednotky transiaiho iniciainiho komplexu elF4B a elF3 (3 podjednotky),
dale také vlastni ribozomalni proteiny (RPL24, 23)aale i methyltransferazu PRMT3, ktera
reguluje funkci ribozomalnich podjednotek. Touzma vyznam# ovlivnit procesivitu
proteosyntézy v hice. Otdzka ovSem je, do jaké miry ovlivni celou im&d sniZzeni exprese
pouze wkolika podjednotek transtaiho inicia&niho komplexu a it z 82 proteid
ribozomalnich podjednotek. Snizena regulatehtt mRNA miize mit vliv nejenom na
proteosyntézu buinych, ale také virovych protein Na iniciaci translace virové RNA se
rozpoznava virovou 5 methylguanosinovéepicku, podili se na formaci preinic¢iaiho
komplexu a p&atku translace (Merrick, 2004). Je otazkou, zdau jstedované zimy

vysledkem replikéni strategie viru, anebo zachranné strategie inéiké buiky.

Porekud €Zko interpretovatelnym jevem je sniZzena expreseédmén povrchové
molekuly CEACAMS. Jde o protein z imunoglobulinaw&iny, ktery by ndl byt exprimovan
pouze na granulocytarnichiikach, obzvlast eosinofilech a ssdéi o jejich aktivaci (Yooret
al., 2007). Proto by se tento protein rémyskytovat na povrchu neuralnich k@mn Jsem
toho nazoru, Ze ovlivimi exprese tohoto genu, je artefaktemusledku pouziti bugk
odvozenych z naddy neba@ abnormalni exprese CEACAM molekul byla popsana

v souvislosti s nadorovymi kikami (Lasaet al., 2008).

V nizSi mie byly dale exprimovany geny, kodujici proteinyl@h@du @i procesu

organizace cytosleketu. Gen MYO9A negativeguluje formovani aktinového cytoskeletu
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inhibici proteinu Rho. Funkce Rho souvisi s indugolymerizace aktinu, mistni adheze a
tvorby ,stress fibers” (Narumiyat al., 1997). Down-regulace MYOO9A inde tudiz hrat roli
v povzbuzeni festavby aktinového cytoskeletu. Aktinova vidknai&ratubuly jsou kléové
komponenty fi penetraci a endocytoze viru zapadniho Nilu do¢kurZatimco aktinove
filamenty jsou podstatné protpriku viru do buiky, mikrotubuly jsou zapojeny ieprav
pohlcenych virioh z¢asnych endosoindo lysosonmi (Chu et Ng, 2004). Pikazreé nizSi
hladina byla pozorovana i pro mRNA tubulim8 (TUBAS8), coZz naznalje, Ze kromnd
aktinového cytoskeletu, je infekci VKE ovligma i st miktotubufi. Tento Udaj je v souladu
s diive pozorovanymi strukturnimi zmami tubulinového cytoskeletu v totoznychnkach
neuralniho pvodu (RiZek et al., 2009b). V dsledku infekce virem kli®vé encefalitidy
dochéazelo v GLIO a NEURO k naruSeniést&né degradaci sitmiktotubuli. Toto naruseni
korelovalo s cytopatickym efektem, morfologickynménami burgk a jejich zakulacovanim.
V mistech s vysokym vyskytem virového proteinu Ealkiybulinova si utv&ena husiji, coz
nazng&uje moznou Ulohu v procesu replikace a maturace YRiEZek et al., 2009b). Pdtba
polymerizace mikrotubula aktinu pro replikaci viru hepatitidy C byla zammenana jiz iive
(Bost et al., 2003). Pray gen TUBA8 by se mohl v této souvislosti vyznanuplatiovat.
Dulezitym faktorem spjatym s regulaci organizace sigtetu by mohl byt také gen CNN1
(Masudeet al., 1996).

Nekolik faktora souvisejicich s budnym transportemgidénim a strukturami membran
bylo shod® down-regulovano v obou studovanych &nych liniich. Jde kufkladu o gen
VSP13, jenz hrajetdezitou ulohu ve vesikuly zprastdkovaném transportu @déni proteiri
v ramci buiky (Kolehmeinenet al., 2003), anebo o protein CRTAP, jenZ j&asinikem
retrogradnich transpdrtuvnitt Golgiho aparatu. Infekce VKE velmi vyrazrovliviiuje
organizaci a nejspiSe i funkci bismych membranovych kompartménProto je mozne, Ze
mnoZeni viru gjakym zpsobem interferuje sééinou funkci &chto geri. Gen CAV 2 je
sttZejni komponentou drobnych invaginaci plazmatickémirdny (,caveolae®), které
zastavaji Siroké spektrum funkciéZko Ize vyvozovat konkrétnitdledky, ale snizen&
exprese CAV2 dozajisté ovlivni futskost tchto struktur, ¢imz mize byt omezena
signalizace, metabolismus ligidburééna fiist i apoptdza (Krastewvat al. 2006). ,,Caveolae”
se podili na alternativnim #pobu endocytdzy. Jedna se o paralelu ke clathrinem
zprostedkované endocytdze, kterou flaviviry vstupuji dandk (Chu et Ng, 2004).
Endocytéza zprostdkovanad caveolinem je vyuZivdna Kkfadu optim virem SV40
(Pelkmanset Helenius, 2002) a neni vyldeno, Ze tento typ endocytozy by igac VKE

mohla hrat gjakou tlohu pi infekci burek.
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Rozdilna odpovéd’ GLIO a NEURO na infekci VKE

V fack pripadi se odpowd burgénych linii GLIO a NEURO na infekci VKE liSila.
Prikazre vysSi exprese v NEURO linii byla zaznamenanétyit geni; opany trend, tedy
praikazre vySSi exprese v linii GLIO byla zaznamenanatipg 118 geri. Tento vyrazny
nepongr by mohl mit d¢ hlavni giciny. Prvni z nich je mnohem vyragai celkova
heterogenita ziskanych dat genové expreséipagg NEURO linie. Zda se, Ze odpal
NEURO burk byla mér uniformni nez tomu bylo u GLIO, coz visledku vedlo k tomu, ze
fadu gef nemohla byt p statistickém vyhodnoceni povaZzovana za genyukagare
zmeénénou expresi. DalSitavod vyplyva gimo z typu studovanych bék GLIO pati mezi
antigen prezentujici ey a tak v disledku infekce u nich doSlo k aktivaéady drah

souvisejicich s imunitni odpédi, které ovSem v NEURO sptisy byt nemohly.

Ze skupiny ,NEURO UP* tedy géns piikazre vySSi expresi v neuroblastomové
burg¢né linii, byla nejmarkan#)Si zmgna genové exprese zaznamenana u genu PIP5KL1.
Jim kédovany protein se podili se na syntéze folgfatositol trifosfatu a s tim souvisejici
reorganizaci aktinového cytoskeletu. Jedna se taklatsi gen s moznym vlivem na
disorganizaci bikéného cytoskeletu vigledku infekce VKE (Chang al., 2004).

U GLIO byly v disledku infekce pozitiviregulovanyii geny souvisejici s apoptozou.
Apoptoza byla ve studii iZka a kole¢ (2009b) zaznamenana u asi 20% infikovanychskun
v intervalu 48 hodin po infekci VKE a to jak u GLI&k i u NEURO bu&né linie. | v jinych
studiich byla apopt6za v souvislosti s VKE popsgaia v burgénych linich i v mozcich
laborator infikovanych mysSi a byla povazovana za mechaniseyiepatického efektu
(Isaeveet al., 1998).

Za spusini apoptdézy v GLIO linii by mohly byt, alespaiasténé, zodpo¥dné dva
geny, a to XAF1 (gen BIRC4BP) a SCOTIN.

Prvre jmenovany vaze inhibitor apoptozy XIAP (gen BIRGYRimZ mu znemaiuje
blokovani aktivace kaspaz, coz vyug ve spushi kaspazoveé kaskady a apoptozy (Listbn
al., 2001). DalSi mechanismus, kterym XAF1 podporujgopgotickou smrt souvisi
s burg¢nym cytokinem TNk (tumor necrosis factos). U burék deficientnich na XIAP

dochéazi diky XAF1 k aktivaci mitochondrialni apofptké drahy a to uvolinim cytochromu
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c do cytoplasmy,cimZ je zesilen signal pro apoptézu obdrzeny od tldeaeceptoru
stimulovaného TNE&. (Xia et al., 2006).

SCOTIN pedstavuje proapoptoticky gefasténé spjaty s p53 zavislou apoptotickou
drahou. Exprese SCOTINU byva spungt v disledku vyrazného naruSeni endoplazmatického
retikula (Bourdonet al., 2002), ke kterému u VKE dochazi jak v souvislasteplikaci, tak
s kompletovanim nové populace virioTento gen byl popsén jako up-regulovany v mozcich
mySi v disledku infekce virem zapadniho Nilu (Venttral., 2005), coz nazraje, Ze tento
gen by mohl hrat ulohu ve zpréstikovani apoptozy u SirSi Skaly flavivir

Prevazna wtSina NEURO a GLIO buik ovSem apoptotické smrti nepodléhalaiBk
et al., 2009b), ZehoZ je mozné vyvozovat, Ze je wilkach gitomen rjaky faktor schopny
pusobit proti mechanismu apoptotické smrti. Alesp&ast&né se na protiapototickém
pusobeni mohl podilet gen IFI6, up-regulovany v Gld@ecné linii. Produkt tohoto genu
inhibuje funkci kaspazy 3 tim, Ze blokuje depolacizmitochondrialni membrany a uveéin
cytochromu c¢ do cytosolu. NejspiSe ma rozhodujiohul ve zprogedkovani bu&ného
preziti tim, Ze blokuje mitochondriemi zpriesikovanou apoptézu (Tahaeh al., 2005).
DalSim zajimavym faktem je, Ze tento gen byl vkafianych GLIO bikach up-regulovan
velmi vyrazrié (az @tinasobr vysSi exprese nez v ikach kontrolnich). To iedstavuje i
mnohem vyrazgSi expresni zknu nez u gein BIRC4BP a SCOTIN, takZze nenizké si
piedstavit, Ze i v btkach, kde byla exprese BIRC4BP a SCOTIN zvySenlaniwoyt vyrazg
prevazena antiapoptotickou funkci IFI6.

Apoptoticka bugcna smrt byla popsana i ¥ipad linie NEURO, ale vramci

sledovanych, s apoptdzou souvisejicichigeebyly znény v expresi pozorovany.

Bunééna interferonova odped’ typu | zahrnuje skupinu virem indukovanych faktor
které kontroluji infekci v fipact mnoZzstvi lidskych i zw¥ecich vif. Jde o univerzat
exprimované molekuly, které v roatiych typech buk aktivuji nekolik paralelnich
antivirovych drah, jejichZ produkty interferuji 8avou replikaci (Urosevic, 2003).

V provedenych experimentech byla na drovni genex@rese v glioblastomové
burgcné linii zaznamenana masivni up-regulaceugeapojenych v odpadi na stimulaci
interferonem. Byla pozorovana zvySena regulace Hi@haliz&nich molekul (a zarove
transkrignich faktofi) jako jsou STAT1, IRF9 nebo IRF7 a také molekejichZ gitomnost
swedéi 0 indukovaném antivirovém stavu. Jdefifildad o proteiny Mx1, OAS1, OASL, PKR
(protein kindza REi Viperin. VSechny tyto molekuly jsou rozhymi mechanismy schopny

limitovat mnoZeni viru v biice (Randa&t Goodbourn, 2008). Oligoadenylat syntetaza (OAS)
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a protein kinazy R (PKR) se prokazatelmplaiuji pii kontrole infekce kufikladu virem
zapadniho Nilu (Kajaste-Rudnitskt,al., 2006; Samuedt al., 2006).

Na druhou stranu ovSem k vyrazné aktivaci interfex@ odpowdi nedochazelo
v piipadc NEURO burk. Tato girozena protivirovd obrana bky by tedy v pipac
NEURO linie mohla byt blokovana. Jak bylo popsamaopikladu rekolika burécnych linii,
VKE muZe pisobit antagonisticky na interferonovou signalidadrahu. Virovy protein NS5
Vv sowinnosti s buaénym proteinem hScrib je schopen blokovat fosforylée tudiz i
aktivaci) transkripniho faktoru STAT1, zasadnih@éastnika signalizani drahy IFN i [FN 1l
(Wermeet al., 2008). Protein NS5 blizcgipuzného viru Langat dokaze blokovat fosforylaci
STAT1, STAT2 TYK2 a JAK1 signalizamich molekul a NS5 zarosieptimo interaguje
s interferonovym receptorem (IFNAR1, IFNAR2) (Bestl., 2005). Otdzkouistava, zda
piipadné blokovani fosforylace STAT1 faktorgi piipadré dalSich) virem KE v NEURO
bunkach posté&uje samo o sabk tak vyraznému utlumeni IFN odp@li anebo za to hze
byt zodpo¥dny dalsi, doposud nepopsany mechanismus.

Protein viperin (kédovany genem RSAD2) byl popsakoj protein se Sirokym
antivirovym (&inkem, ktery je indukovan interferony typu | i Njrovou infekci anebo se
strukturami asociovanymi s patogeny. Poprvé byl@ taolekula popsana v souvislosti
s cytomegalovirovou infekci (Zhost al., 1997), avSak od té doby se ukazalo, Ze se jedna o
protein s dinky proti Sirokému spektru vir (nag. Helbig et al., 2005; Wanget al., 2007).
Presna funkce a mechanismus antivirovéhiisgbeni #Astava prozatim neobjasm.

V piipact infekce virem Japonské encefalitidy dochazi k kuiluexprese viperinu IFN-
nezavislym mechanismemidRvapiv je v buikach infikovanych timto virem viperin na
proteinové Urovni rychle degradovan v proteasom@tmnet al., 2008). Viperin, jakozto
molekula up-regulovana VKE je v této praci popsaprge u kligaty prenasenych flavivi.
Bylo by velmi zajimavé asfit, zda i vtomto pipadt dochazi k expresi na proteinove urovni.
Jak jiz bylo zmigno vySe, viperin riize byt aktivovan déma mechanismy, na interferonové
odpowdi zavislym a nezavislym. Fakt, Zze u GLIO Bknbyla silre indukovana IFN
signalizace a s@asré up-regulovan viperin naztaje, Zze u VKE na rozdil od JEV se

uplatiuje spiSe prvni ze zminych mechanisinaktivace.

V GLIO bunkach byla rovez detekovana zvySena exprese chemokinu RANTES
(CCL5) a jeho receptoru CCR5. Ulohotchto molekul je fitahovat cirkulujici imunitni
buiky jako jsou lymfocyty, eosinofily, bazofily, makégy a NK buiky do mista z&fu.

Zvysena expresethto molekul by mohla byt Kiem k imunopatologii onemoéni KE. Na
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mySim modelu bylo pozorovano, Zze CD8+ cytotoxickdymfocyty jsou zodpo¥dné za
rychlej§i a fatalni pgibéh KE (RiZek et al., 2009a). Souvislost infiltrace cytotoxickymi
T lymfocyty a exprese CCR5 byla prokazanaiipact viru zapadniho Nilu. Na druhou
stranu je vSak CCRb5utkzitym faktorem pro zdolani virové encefalitidy.y8 deficientni v
CCRS5 sice vykazovaly nizSi miru infiltrace imunitnibunkami do CNS, avSak podléhaly

infekci diive, v disledku intenzivejSi virové replikace (Glasa al., 2005).

Zajimavym faktem na modulaci hostitelskych imurdindrah virem VKE je zvySena
regulace MHC | molekul. U Siroké Skaly &innag. herpesviry, adenoviry, retroviry) byl
popsan jev opay, kdy se snizenim prezentace svych p&mHC | molekulami snazi tyto
viry predejit rozpoznani specifickymi cytotoxickymi T lymafyty, které po vazbna komplex
eliminuji infikované buky (shrnuto v Hewitt, 2003). ZvySena prezentace MH@olekul na
povrchu bugk infikovanych flaviviry je tedy svym Zjsobem parodoxni jev, ktery byl
doposud zaznamenén vyhradm zastupé rodu Flavivirus, jako jsou kdfkladu virus Zluté
zimnice, viry dengue, virus zpadniho Nilu, virapgnské encefalitidy anebo virus Kunijin
(shrnuto v Lobigt al., 2003).

Doposud ovSsem nebylo &seno, zda ke stejnému jevu dochazi také u flavivir
pienaSenych Kli&ty ( Lobigset al., 2003). V pedkladané praci se pdila prokazat spojitost
zvySené exprese MHC | molekul s infekci virem tdi& encefalitidy a je to tedy poprvé u
klistaty prenaseného flaviviru. NeSlo vSak pouze o molekulguii@i MHC | fetézec (HLA-

B, HLA-G), ale také o zastupce celé metabolickéndidera se na prezentaci antigguodili,
pacinaje zpracovanim antigenu (interferon inducibipudjednotky proteasomu PSMBS,
PSMB9, PSMB10), f&s molekulu podilejici se na translokaci peptidbvyfcagmeni
z cytoplazmy do lumen endoplazmatického retikul&RT), az po beta 2-mikroglobulin
voln¢ asociovany s MHC |. Jednotlivé kroky, &mjici k prezentaci antiggn MHC |

komplexy, u kterych je ovlivina jejich exprese jsou shrnuty na obrazku (Obr.5.1)
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Obr. 5.1 Ovlivnéni MHC | antigen prezentujici drahy replikaci VKE. Ve zlutych rdmeccich jsou vypsany
geny up-regulované v GLIO bunécné linii. Obrazek prevzat z Hewitt, 2003.

MHC | molekuly se formuji v lumen ER a navazani tmgpvého fragmentu (antigenu)
je nedilnou sotésti celého procesu. Proto je nezbytné komponettZ Mmolekul gemistit
z cytosolu do lumen ER. Klovym transportérem, jakymsi ,hrdlem lahve®, zasj@im tuto
funkci je protein TAP (transporter associated wathtigen processing) (Abelet Tampe,
1999). Krong translokace peptidje jakoZto podfprny protein nepostradatelnyngastnikem
sbalovani vznikajicich MHC I. Doposud byly podavaongporuplné informace o tom, jestli
zvySena MHC | expreseiimo souvisi se zvySenou expresi TAP (Mombeatrgl., 2001;
Kessonet King, 2001). Pedkladané vysledky nazgi, Ze zvySena exprese MHC | je Uzce

spjata se zvySenou expresi proteinu TAPI.
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Je tedy mozné, Ze si flaviviry vyvinuly mechanisnjak se pes zvySenou expresi
MHC | vyhnout NK buikami zprostedkované odpaidi (Liu et al., 1989). StarSi studie nasla
souvislost mezi mirou cytolytické aktivity NK bévaci infikovanym buikam a upregulaci
MHC antigeri na cilovych biikach (Mullbachekt al., 1989). V disledku toho ovSem mohou
byt VKE infikované buiky nachylrgjSi k rozpoznani cytotoxickymi T lymfocyty. Vys&tleni
produktem Uzkého propojeni virové replikace a forém novych viriori v t¢sném kontaktu
s ER a pro rozvoj infekce v hostiteli nemusi ndidizy vyznam (Lobigst al., 2003).

Zvyseni exprese kompléexMHC | ovSem u VKE neni jevem univerzalnim, nébo
k nému nedochazi u vSech typurék, hladina MHC | u NEURO nebyla infekci VKE

ovlivnéna.

Real-time PCR

Mikrocipova analyza nam dava moznost zkoumattuoé procesy ve velkém dfitku,
stavd se tak voditkem ke konkrétnimgjian v buice, které jsou visledku experimentu
ovlivnény, v naSem fipadt burg¢né procesy ovlivéné v disledku infekce virem kli®vé
encefalitidy. AvSak jako &tSina molekularé&-biologickych metod ma i své nedostatky. Proto
je treba potvrdit vysledky také jinou nezavislou metqgdonasem fipact to nela byt real-
time RT-PCR kvantifikace. BohuZzel optimalizace pddek real-time RT-PCR se doposud
nezddila do té miry, aby z&ny exprese konkrétnich mRNA mohly byt potvrzeny.

Jako problematické se ukazalo byt pouziti fluore&ebarvy SYBR Green [, ktera se
nespecificky vaze do dvoettzci jakychkoliv DNA, tedy i dimek primerti. Problém s dimery
se podélo z vétSi miry odstranit zvySenim teplotyii fxteré je odeéitana fluorescence. Misto
odetu na konci elongacerip72°C, jak je to Bzné i real-time PCR exprerimentech, bylo
zvoleno odeitani flouorescence ip teplo€ vysSSi, upravené dle Tm teploty odtavani
jednotlivych produki pro kazdy konkrétni gen &t8inou v rozmezi 77-80°C). Teplotdip
které byla odé&itdna fluorescentce byla nastavena tak, aby dimpemera jiz byly zvySenou
teplotou oddleny, ale aby Tm specifického produktu byla vy&% tato teplota.

Pouziti interkalanich barviv ma sva nesporna pozitiva, ale také emie2/ porovnani
s pouzivanim sond, které jsou specifické pro katgsyplat, je nespornou vyhodou SYBR
Green | finakini nenakladnost a moznost pouziti pro jakakolivgiina kombinaci primer
Hlavni nevyhodou je nespedifiost, tedy fakt, Ze v reakci je kreénkyZenych produki
detekovan i jakykoliv nespecificky produkt¢etrg dimeri primeffi (Giulietti et al., 2001).

Toto riziko Ize ovSem vyrazrsnizit p€livou optimalizaci reakce — teploty nasedani primer
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teploty odeétu fluorescence, koncentrace pritinerkoncentrace Hecnatych iond a
v neposlednfact i ptidavkem tzv. enhanagPCR reakce.

DalSim problémem se ukazala byt velmi nizka expmedeerych vybranych gen
v béZnych neovlivinych bukach. Akoliv je HPRT1 povazovan za refetgn gen s nizkou
koncentrace cilovych mRNA molekul v jednotlivycrastlardech na hrani¢i pod hranici
detekéni metody. S tim byla nasleérspojena i nizka dinnost real-time RT-PCR reakce.
MoznymieSenim by bylo pro tvorbu kalilnai kiivky pouzit cDNA ze vzork infikovanych
VKE.

Na za¥r bych chéla konstatovat, Ze problémy, které se vyskytly vmojeni
s kvantifikaci mRNA, je v &kterych gipadech mozZnoipkonat jedt duikladrejSi optimalizaci
parameti real-time PCR reakce, j jinycttipadech pouzitim cDNA templatu z infikovanych
burgk pro kalibraci. V ostatnichifpadech by bylo mozno dosahnout cile pouzitim $ig&éi

hybridizatni sondy navrzené pro konkrétni produkt.
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6. Shrnuti

Infekce VKE vyraznou rrou ovliviiuje proteosyntézu v infikovanych itkéch; dje
se tak na urovni modifikace mRNA a iniciace traoslaroteir v obou studovanych
burg¢nych liniich.

Infekce VKE vyraznou rrou zasahuje do uti@ni a organizace b&&ného
cytoskeletu a membranovych struktur.

V GLIO burg¢né linii dochazi v dsledku infekce k masivni indukci imunitni reakce
souvisejici s interferonovou odpdli, tento efekt ovSsem chybu NEURO bugéné
linie.

Poprvé byla v souvislosti s kii@ty plenasenymi flaviviry popsana indukce Viperinu,

proteinu s antivirovym &inkem.

Rada @astniki MHC | antigen prezentujici drahy byla wulddku infekce VKE
zvySerk exprimovana; Slo o prvni pozorovani u R/ prenasenych flavivi.

K apoptéze v GLIO bitkdch dochazi praegodobré v souvislosti s ,death”

receptory. Apoptozy ii¥e byt spougha bul’ mitochondrialni anebo p53 zavislou
apoptotickou drahu. V souvislosti s infekci VKE lgéntifikovan antiapoptoticky gen
IF16, inhibujici mitochondrialni drahu.
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7.Seznam pouzitych zkratek

aRNA antisense ribonukleova kyselina
ATP adenosin trifosfat

BOFES fetalni teleci sérum

bp pary bazi

BSA howzi sérovy albumin

cDNA komplementarni DNA

CT z angl. treshold cycle

ddH,O redestilovana voda

DEPC HO voda oSéena diethylpyrocarbonatem

DMSO dimethyl sulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP 2 -deoxyribonukleosid-5"-trifostaty
dsDNA dvouvlaknova DNA (double strand)
dsRNA dvouvlaknova RNA (double strand)
DTT dithiotreitol

FDR z angl. false discovery rate

GLIO glioblastomova bufgna linie

l.D. infekéni davka

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s medium, kultird médium
KE klistova encefalitida

L15 Leibowitzovo kultivéni médium
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MHC z angl. major histocompatibility complex
MOI multiplicita infekce

MRNA mediatorova RNA

NEURO neuroblastomova bédna linie

nt nukleotid(y)

p dosazena hladina vyznamnosti

p.i. doba po infekcigdost-infection)

PBS phosphate buffered saline — fosfaty pufrovigmiplogicky roztok
PCR polymerazovéetzova reakce (polymerase chain reaction)
Prim. primer

PTS prekolostralni teleci sérum

RIN z angl. RNA integrity number

RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomalni RNA

RT- PCR reverziitranskriptazova (zfina) PCR
RT reverzni transkripce

SAM z angl. significance analysis of microarray
SDS sodium dodecyl sulfat

SsDNA jednovlaknova DNA (single strand)
totRNA totalniRNA bunky

TNFa tumor necrosis factaer, cytokin

Tm z angl. melting temperature, teplota tani
VKE virus kli¥ové encefalitidy
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