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Vysetieni polymorfismii v genu IFITM3 pomoci sekvenace a jejich

klinicky vyznam pro pribéh virovych onemocnéni
Abstrakt

Interferonem indukovany transmembranovy protein 3 je protizanétlivy cytokin, ktery
patii do skupiny interferonem stimulovanych genti. Topologie genu IFITM3 byla
objasnéna analyzou elektronové paramagnetické a nuklearni magnetické rezonance.
Protein kodovany timto genem navozuje imunitu proti viru chfipky A a dal$im virovym
onemocnénim. Daéle také naruSuje homeostazu intraceluldrniho cholesterolu, inhibuje
vstup virek do cytoplazmy hostitelskych bunék a inaktivuje nové obalené viry
vychézejici z infikované buiiky. Proteiny IFITM omezuji replikaci viru tak, ze reguluji
expresi virového proteinu a snizuji infekénost vznikajicich vird. Pro objasnéni
mechanismu Uc¢inku proteinu IFITM3 a jeho vlivu na zavaznost pribchu virového
onemocnéni je analyza jednonukleotidovych polymorfisma v genu IFITM3 velmi

vyznamna.

Teoreticka ¢ast se zabyva rodinou interferonem indukovanych transmembranovych
proteinti, dale pfedevsim popisem a funkci genu IFITM3 vcetné jeho polymorfisma.
Tento gen je lokalizovan na chromozomu 11 a jeho velikost je ptfiblizné 18 Kb. Genova
variabilita IFITM3 mutze zasadné ovlivnit prabéh chiipky i jinych virovych

onemocnéni.

Praktickd c¢ast bakalaiské prace je zameéfena na detekci polymorfismi rs12252,
rs34481144 a rs1136853 v genu IFITM3 pomoci metody PCR a piimé sekvenace.
V rdmci této Casti bylo nutné zvladnout nékteré zékladni laboratorni metody jako je
izolace DNA z primarnich vzorki, metoda PCR, piiprava PCR produktu pro sekvenaci,
analyza sekvenacnich dat, zpracovani vysledkli a ur€eni konkrétnich genotypi u

testovanych jedinct.
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Examination of polymorphisms in the IFITM3 gene using sequences

and their clinical significance for the course of viral diseases.

Abstract

Interferon Induced Transmembrane Protein 3 is an anti-inflammatory cytokine that
belongs to the group of interferon-stimulated genes. The topology of the IFITM3 gene
was clarified by the analysis of electron paramagnetic and nuclear magnetic resonance.
The protein encoded by this gene induces immunity against influenza A virus and other
viral diseases. It also disturbs the homeostasis of intracelular cholesterol, inhibits the
entry of viruses into the cytoplasm of the host cells and inactivates new enveloped
viruses originating from an infected cell. IFITM proteins reduce virus replication by
regulating the expression of viral protein and by reducing the infectivity of developing
viruses. The analysis of the single-nucleotid polymorphisms in the IFITM3 gene is very
significant to clarify the mechanism of the effect of the IFITM3 protein and its influence
on the severity of the course of the viral diseases.

The theoretical part deals with the description of Interferon Induced Transmembrane
Proteins, particularly the description and function of the IFITM3 gene, including its
polymorphisms. This gene is located on chromosome 11 and its size is approximately
18 Kb. The gene variability of the IFITM3 can fundamentally affect the course of

influenza and other viral diseases.

The practical part of the thesis focuses on the detection of polymorphisms rs12252,
rs34481144 and rs1136853 in the IFITM3 gene using the PCR method and Sanger
sequencing method. It was necessary to master some basic laboratory methods such as
DNA isolation from primary samples, PCR method, preparation of the PCR product for
sequencing, sequencing data analysis, processing of results and determination of
specific genotypes in tested individuals.
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1 Uvod

Téma mé bakalatské prace, ,,VySetteni polymorfismti v genu IFITM3 pomoci sekvenace a
jejich klinicky vyznam pro priubéh virovych onemocnéni®, jsem si vybrala diky aktudlni
zdravotnické situaci ve svété, ktera souvisi S vyskytem viru SARS-CoV-2. Gen IFITM3 je
uzce spjat s chiipkou 1 jinymi virovymi onemocnénimi véetné COVID 19. Tomuto genu a

jeho polymorfismim by, podle mého nazoru, méla byt vénovana vétsi pozornost.

Genetické  polymorfismy jsou definovany jako vyskyt vice riznych alel
v konkrétnim lokusu s frekvenci vyssi nez 1 % v populaci. Nejbézn&jsi typ polymorfismu
zahrnuje zaménu jediného paru bazi. Polymorfismy mohou byt také mnohem vétsi a
mohou zahrnovat dlouhé useky DNA. Mezi nejmensi mozné zmény Vv sekvenci DNA u
jedinct dané populace patii zdména jednoho nukleotidu za jiny. Tyto zmény oznacujeme
jako jednonukleotidové polymorfismy (single nusleotide polymorphism — SNP). SNP se
v genomu nachdzi v1 z 1000 part bazi (bp) v libovolné vybraném useku genomu, coz
vyplyva z riiznych sekvenac¢nich projektd. Jednotlivé SNP se mohou, ale nemusi projevit
ve struktufe a funkci proteinu. Prikladem SNP s fenotypovym projevem mohou byt
polymorfismy v genu IFITM3, které tzce souvisi s téZkym priabéhem virovych
onemocnéni jako je napf. chiipka. Genetické riziko ovliviiujici prubéh virovych
onemocnéni neni v naSi populaci dostatecné prozkouman a neni zohlednén ani jeho
diagnosticky vyznam. JelikoZ rocné na chiipku 1 jind virovd onemocnéni (aktudlné
Covid-19) umira velké mnozstvi lidi, bylo by vhodné této problematice vénovat vétsi

pozornost.

Jednotlivé genotypy genu IFITM3 urcujeme na zaklad¢é vySetteni DNA pacienta pomoci
molekularné-genetickych metod. Pomoci sekvenace DNA dokazeme urcit piesné poradi
bazi, které tvoii molekulu DNA a dané sekvence bazi DNA nese informaci, nezbytnou pro
transkripci, syntézu RNA, translaci a sestaveni molekuly proteinu. Metody, které bylo
nutné pouzit, abychom ziskali vzorky pro sekvenaci byly izolace DNA, méfeni

koncentrace DNA, PCR reakce a gelova elektroforéza.

V praktické casti bakalaiské prace jsou pomoci metody piimé sekvenace analyzovany
vzorky pacientli z geneticé laboratofe GENLABS s.r.0, konkrétné polymorfismy rs12252,
rs 34481144, rs1136853 vgenu IFTIM3. Tyto polymorfismy souviseji S ridzné

zavaznym prubéhem nékterych virovych onemocnéni.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Proteiny IFITM

V teoretické Casti se vénuji popisu interferonem indukovanych transmembranovych
proteini (IFITM), zejména genu IFITM3, jeho funkci v lidském téle a také jeho genové
variabilité. Zabyvam se nejen tim, jak IFITM3 a jeho polymorfismy mohou ovliviiovat
prubéh chiipky a dalich virovych onemocnéni, ale také zpusobiim detekce polymorfismt

v genu IFITMS.

Interferonem indukované transmembranové proteiny (IFITM) patii do skupiny malych
proteind, které se vyskytuji v plazmé a endozomalnich membranach. Inhibuji vstup viru do
hostitelskych bunck pierusenim membranové flze mezi virovym obalem a bunéénymi
membranami. Déle snizuji produkci infekénich viriont nebo infekénost virioni potomstva.
Neékteré viry se mohou vyhnout omezeni IFITM, dokonce mohou unést antivirové
proteiny, aby usnadnily svij infekéni vstup do hostitelskych bunék nebo podpoiily
sestaveni virionl, pravdépodobné modulaci membranové fuze. Geny IFITM se u
obratlovct vyvinuly zrychlené a podobné tomu bylo i u mnoha jinych gent, které slouzi k
obrané hostitele. Zrychlen¢ znamena pod selektivnim tlakem infekcemi mikroorganismy.
V lidské populaci bylo identifikovano mnoho jednonukleotidovych polymorfismt (SNP),
z nichz nekteré byly spojeny se zavaznosti a prognézou virovych infekci (Zhao et al.,

2019).

IFITM proteiny jsou evoluéné konzervovany a muzeme je nalézt v jednobunénych
organismech i u obratlovct (Siegrist et al., 2011; Zhang et al., 2012). Geny kodujici
IFN-indukované transmembranové proteiny 1, 2, a 3 patii mezi prvni identifikované
IFN-stimulované geny (ISG) (Friedman et al., 1984). Z pocatku byly studovany z hlediska
jejich vyznamu pti dé€leni a zrani zarode¢nych bunék. Proteiny IFITM maji délku piiblizné
130 aminokyselin (AMK), nemaji zadnou katalytickou podjednotku, ale sdileji podobnou
doménovou architekturu sestavdjici z kratké N-terminalni domény, dvou antiparalelnich
domén, konzervované intracelularni smycky a hydrofobni C-terminalni domény (Poddar et
al., 2016). Topologie IFITM3 (viz Obr. 1) byla objasnéna pomoci elektronové

paramagnetické a nuklearni magnetické rezonance (Ling et al., 2016).
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Obrazek 1: Schématicky diagram topologie IFITMI1 a IFITM3 a strukturni determinanty
podstatné pro modulaci virového vstupu. Na tomto obrazku je zndzornéno pét strukturnich
domén, vcetné N-termindlni domény (NTD), amfipatické helixové domény (AHD),
intracelularni smycky (CIL), transmembranové domény (TMD) a C-termindalni domény
(CTD). Dvé domény spojené s membrdanou (AHD a TMD) jsou oznaceny svétle oranzovou
barvou. V IFITM3 jsou pritomny tii hydrofilni zbytky (S61, N64 a T65) v amfipatické
Sroubovici oznaceny fialove. V doméné NTD je motivii YEML poZadovanych pro
endocytozu IFITM3 zobrazeno modre s cervenym krouzkem a zelené je zobrazeno motivi
PPNY  rekrutujicich NEDD4 E3 ligazu. V doméné CIL, SVKS motiv pozadovany pro
IFITM3 K inhibici infekce IAV, DNEV a LLOV je oznacen fialovym krouzkem. Na obrazku
Jjsou vyznaceny také zbytky s posttranslacni modifikaci, véetné fosforylace (Y20 a Y99
oznacené cervenym krouzkem), palmitoylace (C71, C72 a CI105 oznaceny svétle modrou
barvou) a ubiktivace (zvyraznény oranzoveé). Zluté jsou oznaceny dva zbytky (F75 a F78)
nezbytné pro oligomerizaci. Modre je v IFITM1 oznaceno C-koncovych 12-aa zbytkii
kritickych pro modulaci vstupu lidskych koronavirii a cervenym krouzkem je znazornén KR
dibazicky motiv vytvoreny jako IFITM1 tridici signal (prevzato dle Zhao et al., 2019).
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V lidské populaci se vyskytuje pét Clenti IFITM genové rodiny. Do této rodiny patii
IFITM1, IFITM2 a IFITM3, tyto souviseji s imunitou a maji antivirovou funkci. DalSimi
jsou proteiny IFITM5 a IFITM10, u nichz neni znama zadna role v imunité. Predpoklada
se, ze zabranuji splynuti virového obalu s membranou endozomu, ale pfesny mechanismus

je zatim nejasny (Diamond a Farzan; 2013).

Mouse

Mouse chromosome 7 chromosome 16
Ifitm5 ifitm2 Hitm1 Ifitm3 Ifitmé6 Ifitm10 ifitm7
]
4
4.5 12.2kb 393 kb 4.9 kb 1.3 Mb
- - . - L - -
Human chromosome 11
IFITM5 IFITM2 IFITM1 IFITM3 IFITM10
B
85kb 54 kb 4.8 kb 1.4 Mb
- > s . -

Obrazek 2: Topologie proteinu IFITM v lidském a mysim genomu
(prevzato a upraveno dle Yanez et al., 2019).
Proteiny IFITM se podileji na mnoha aspektech interakce virus-hostitel a hraji dulezitou
roli ve virové patogenezi. Nékolik polymorfismi (SNP) v genu IFITM3, které byly
identifikovany u lidi, je spojovano Srizné zavaznym prabéhem virového onemocnéni
véetné viru chiipky A (IAV), ale i jinych virovych infekci. Tyto SNP bud’ méni expresi
IFITM3, nebo vedou k expresi N-koncové zkracené izoformy IFITM3, A21-IFITM3, se

snizenou antivirovou aktivitou proti riznym virim (Everitt et al., 2012; Allen et al., 2017).

Odpoved na interferon typu | (IFN) je kritickym faktorem, ktery ¥idi vrozenou ochranu
organismu proti virovym patogeniim a indikuje expresi stovek genti. ISG mohou inhibovat
vice stadii zivotniho cyklu viru (napf. vstup, translaci proteinu, sestaveni nebo vystup Viru)
nebo modulovat imunitni odpovéd’ (napt. zesileni naboru leukocyti nebo podpora zrani T a
B bungk) (Diamond a Farzan; 2013). Piestoze vSechny IFITM1, -2, a -3 vykazuji
véetné viru chiipky A (IAV), flavivird (virus Horecky Dengue, virus Zapodonilské
horecky, virus japonské encefalitidy), hepacivirt (virus hepatitidy C), filovira (viry Ebola a

Marburg), bunyavirt (viry horecky Rift, Valley a La Crosse), rhabdoviru (virus vezikularni
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stomatitidy), koronavira (koronavirus téZzkého akutniho respiraéniho syndromu — SARS-
CoV), paramyxovira (respiracni synycialni virus - RSV) a reovira (Brass et al., 2009;
Narayana et al., 2015).

22 Geny IFITM

Geny IFITM kodujici proteiny IFITM 1, 2 a 3 patii mezi prvni identifikované IFN-
stimulované geny (ISG) (Friedman et al., 1984). Z poc¢atku byly tyto geny studovany
z hlediska jejich vyznamu pti navadéni a zrani zarode¢nych bunék. Lidské homology
tohoto genu vcetné¢ IFITM1, IFITM2 a IFITM3 jsou lokalizovany na chromosomu 11 v

genové sekvenci o velikosti 18 Kb (Obrazek 3).

-— — — -— —
IFITMS— FTM2 N IFITMI /IFITM3 T IFITMI0

POLR2A
MVC 1 CTCF
PHF8 ]
CHDA |
TAF1 ]
REST ]
ENSTO0000602569 SIN3AK 20 ' :
SIN3A 1
A20 IFITM2 (112 aa) Em\/m:] IRF1 e———
STA{;PI_
STAT3 1
ENST00000533141 ]ESIE];PB ) —
W EX2 \/m '
820 IFITMZ (112 30) 20~ STATy, | e
ZBTBTA
ENSTO0000399817 T/C AG
FLIFITM2 132 aa m 1512252 134481144

ENSTO0000526811 W
A21 IFITM3 (112 aa)

ENST00000399808

FLIFITM3 (133 an i~ —

Obrazek 3: Struktura genu IFITM. Modrou barvou jsou oznaceny geny IFITM1, 2 a 3
lokalizované na chromosomu 11p15.5 a jejich exony téchto genii souvisejici s imunitou.
Predpokladané prepisy IFITM2 a IFITM3 jsou uvedeny ve spodni casti obrazku. Dve
Cervené svislé cary ozmacuji vazebnd mista transkripcniho faktoru a SNP spojené
s chripkou (rs12252 a rs34481144), u kterych jsou uvedeny také populacni frekvence alel

V daném poradi. (prevzato a upraveno dle Zhao et al. 2019).
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IFITM1, 2 a 3 jsou exprimovany v Siroké Skale tkani, zatimco exprese IFITM5 je
pravdépodobné omezena na kost. Pro objasnéni molekularniho mechanismu, kterym
IFITM3 reguluje endozomalni funkci, zkoumali Ibi et al., 2008 protein-proteinové
interakce IFITM3 s uvadénymi partnery, jako je vissfatin a ATP6VOB. Zjevné interakce
téchto molekul vsak nebyly pozorovany v mozkovych extraktech z neonatidlnich mysi
osetfenych polyl:C (polyriboinosin-polyribocytidylovy kyselina) a v bunkdch COS7
kotransfektovanych lidskym RalA oznacenym HA (HA-RalA) a myc-IFITM3 (lbi et al.,
2008). Roli v regulaci endozomalni funkce v astrocytech mohou hrat S-palmitoylace a
ubiktivace genu IFITM3 (Yount et all., 2012). Rtzné studie a zjisténi naznacuji, ze ackoli
gen IFITM3 zprosttedkovava bunénou rezistenci vi¢i mnoha patogennim virGm
Vv perifernich organech, mohl by narusit mozkové funkce a vyvoj v nezralém mozku (Brass

et al., 2009; Everitt et al., 2012; Huang et al., 2011).

Proces indukce ISG zac¢ina po fizi virového obalu s bunéénou endozomalni membranou,
kdy je virovy geneticky materidl uvolnén do cytoplazmy a umoznuje jeho rozpoznani
receptory pro rozpoznavani bunéénych vzorti (PRR), které stimuluji sekreci IFN typu I

(Heil et al., 2004; Kawai a Akira, 2010; Kim et al., 2016).

Napf. protein IFITM3 omezuje chiipku tim, Ze zabrafiuje tvorbé fuznich pord nezbytnych
pro uvolnéni virového genetického materidlu do cytoplazmy, ¢imZ rusi replikaci viru
(Feeley et al., 2011; Huang et al., 2011; Suddala et al., 2019). Tento protein poskytuje
imunitu proti viru chiipky A (HINT1), viru Zapadonilské horecky a viru Horecky Dengue.
U genu IFITM3 byly popsany dvé transkripéni varianty, ale pouze jedna z nich kéduje
proteiny. Dale byla popsana varianta kodujici N-terminalné zkracenou izoformu, ale
charakter této varianty v plné délce nebyl stanoven. Protivirovy protein indukovany IFN
narusuje homeostazu intracelularniho cholesterolu, inhibuje vstup vir do cytoplazmy
hostitelskych buné€k tak, Ze brani fazi viru sendozomy ochuzenymi o cholesterol,
inaktivuje nové obalené viry. Déale ma zasadni vyznam ve strukturalni stabilité a funkci
vakuolarni ATPazy (v-ATPazy). Navazuje kontakt s V-ATPazou endozomd, coz je zasadni
pro spravnou lokalizaci klatrinu a sniZzeni pH ve fagocytickych endozomech, ¢imz se

navodi antivirovy stav (Hu et al., 2014).
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2.2.1 Funkce IFITM3

Ackoli vétSina védct veéri, ze proteiny IFITM se omezuji viry tim, Ze brani fuzi viru a
buiiky, nebylo v soucasné dobé dosazeno jasné shody ohledné¢ integrovaného antivirového
mechanismu IFITM. Dosavadni studie odhalili, Ze IFITM omezuji replikaci viru regulaci
exprese virového proteinu a snizenim infek¢nosti vznikajicich virtt (Comton et al., 2016;

Tartouret et al., 2017).

Mechanismus omezeni vird genem IFITM3 musi byt jest¢ pln¢ objasnén, ale je
pravdépodobné, ze IFITM3 tvoii soucdst membranového slozeni endozomalnich
kompartmenti, kde brani vstupu viru do cytosolu. Dikazem je, ze Casné stadia chiipkové
infekce, jako je vazba na receptor kyseliny sialové, endocytoéza a transport do pozdniho
endozomu, jsou konzervovany v piitomnosti IFITM3 (Lopez-Rodriguezet al., 2016; Weeet
al., 2012). Piedpokladalo se, Ze proteiny IFITM mohou snizit fluiditu membrany zvySenim
endozomalniho cholesterolu, ktery zméni zakfiveni membrany a brani hemifuzi (Amini-

Bavil-Olyaeeet al., 2013; Smithet al., 2014).

I kdyz je jasné, ze IFITM3 omezuje virovou infekci tim, Ze brani uvoliiovani virovych
¢astic do cytoplazmy, mechanismus, kterym toho dosahuje, neni stile upln€ objasnén.
Objasnéni vyznamu SNP v genu IFITM3, které ptispivaji k variabilité chiipkové infekce,

ma proto vysokou prioritu.
2.2.2 Polymorfismy v genu IFITM3

IFITM hraji kliCovou roli pfi omezovani infekce vice viry a jakakoli geneticka variace,
ktera ovliviiuje expresi nebo funkci IFITM mize nakonec ovlivnit patogenezi viru.
Pfirozena variabilita v IFITM byla rozsahle zkoumana. V soucasné dobé jsou hlaseny
desitky SNP v IFITM3. Nékteré z nich mohou modulovat expresi IFITM3, ovlivnit sestiih
RNA nebo se jedna o nesynonymni nebo synonymni polymorfismy. Nékolik SNP, které
ovlivituji funkci IFITM, bylo zkoumano pro jejich souvislost s morbiditou, zdvaznosti a

progndzou onemocnéni zpusobenych infekci mikroorganismy (Zhao et al., 2019).

Ve studii David et al., 2018 bylo detekovano celkem sedm SNP v genu IFITM3 v oblasti o
velikosti 325 bp . Mezi nimi byly i ¢tyfi jiz diive popsané varianty a to SNP rs34481144,
dve synonymni SNP rs12252 a rs11553885, vzacna varianta missence rs1136853 a dalsi tii
synonymni varianty.
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V tabulce jedna je uveden piehled nejvyznamnéjsich SNP v genu IFITM3 spolu s
popula¢nim zastoupenim jednotlivych genotypii. Z uvedenych dat jasné vyplyva, ze
nékteré SNP jsou vysoce populacné specifické, napt. rs12252 CC se v evropské populaci
nevyskytuje, zatimco ve vychodoasijské populaci je piitomen u 30 % jedinct. Naopak
rs34481144 AA se vyskytuje u 22 % evropské populace, ackoli neni piitomen ve

vychodoasijské ani africké populaci.

Tabulka 1: Vycet vybranych polymorfismii genu IFITM3 a jejich populacni frekvence.

(prevzato a upraveno dle David et al., 2018).

Oznaceni Mozné Vychodni Evropa Afrika
polymorfismu genotypy Asie (%) (%) (%)
rs34481144 AA 0 22 0

€.-23G>A AG 0 49 10
(5' UTR) GG 99 29 89
rs12252 cC 30 0 6
c.42T>C CT 38 7 36
(p.Ser14Ser) TT 32 93 58
rs11553885 TT - - -
€.165C>T TC - - -
(p.Pro55Pro) cC - - -
rs1136853 AA 0 0 0
C.9C>A AC 0 4 12
(p.His3GlIn) CcC 100 95 87
SNP cd11 cC - - -
€.33T>C CT - - -
(p.Pro11Pro) TT - - -
rs56323507 TT - - -
c.51C>T TC - - -
(p.Prol17Pro) cC - - -
rs56020216 cC - - -
c.60T>C CT - - -
(p.Tyr20Tyr) TT - - -
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Polymorfismy, které mohou modulovat Grovenl exprese nebo integritu proteinu IFITM3,
jsou povazovany za klicové faktory anntivirové kapacity. Nedavné studie poskytuji dikazy
o tom, ze protein IFITM3 také souvisi s adaptivni imunitou hostitele (Yanez et al., 2020).
Mimo to je spojovan s protilatkovou odpovédi na vakcinu proti chiipce a zabranuje infekci

bunék (Lei et al., 2020).

e |FITM3 SNP rs 12252

Nejvice studovanym SNP spojenym s vaznymi nasledky infekce chiipkového viru A je
SNP rs12252, cozZ je nesynonymni Vvarianta v prvnim exonu IFITM3 (Everitt et al., 2012).
Predpoklada se, ze SNP rs12252-C zpisobuje nespravnou lokalizaci IFITM3, a tedy
neschopnost inhibovat infekci virem chiipky (Everitt et al., 2012; Chesarino et al., 2014).
Substituce hlavni alely T alternativni alelou C zméni sestfih IFITM3 mRNA a
vytvoii N-koncové zkradcenou variantu IFITM3 sdeleci 21 aminokyselinovych zbytki
(A21-IFITM3) (Everitt et al., 2012). Vychodni Asie ma vyznamné vyssi prevalenci SNP
rs12252 ve srovnani s Evropskou populaci a homozygotni genotyp CC i heterozygotni
genotyp TC zde vykazuje vyznamné vyssi frekvenci (Everitt et al., 2012). Oblast enzymu
IFITM3, ktera vtomto ptipadé Vv disledku mutace chybi (vznikd zkraceny protein),
obsahuje regulacni motiv YEML, ktery navadi IFITM3 do pozdnich endozomd,
multivezikularnich télisek a lysozomt (Chesarino et al., 2014; Jia et al., 2014).
Polymorfismus rs12252 modifikuje intracelularni lokalizaci a hladiny IFITM3, které
nasledné interferuji s restrikci viru chiipky (Everitt et al., 2013; Compton et al., 2016).
Navzdory tomu nékteré studie ukazaly, ze pacienti s homozygotnim genotypem CC
Vv 1512252 vykazovali vétsinu transkriptii IFITM3 jako kompletni izoformu. Je zajimavé, ze
ptfitomnost genotypu CC u polymorfismu rs12252, ale i rs5743313, kumulativné vedla ke
zvySenému riziku umrti u chiipkové infekce (Lee et al., 2012). Dvé prace informovaly o
tom, Ze tento polymorfismus predisponoval jedince k tézké az fatalni infekci HIN1 1AV
(Gounder a Boon, 2019). Jak uz bylo vyse zminéno, polymorfismus rs12252-C ovliviiuje
sestith a zkrdceni RNA proteinu IFITM3. Mechanismus, kterym tento SNP ovlivituje
nachylnost k onemocnéni IAV zistava neznamy (Gounder a Boon, 2019). Vyskyt
genotyptt pro SNP rs12252 je uveden v tabulce 2 a celosvétova distribuce alel T a C je

znatornéna na obrazku 4.

16



Tabulka 2: Vyskyt genotypii pro SNP rs12252. Uvedené frekvence byly zjistény na zdkladé
populacni studie 1000 genomii . (prevzato a upraveno dle Kim Et al., 2020).

TT TC CcC
Amerika 235 101 11
Afrika 363 252 46
Evropa 462 41 0
JiZni Asie 360 114 15
Vychodni Asie 123 230 151
Korea 61 103 41

Obrdzek 4: Polymorfismus rs12252 genu IFITM3: celosvétova distribuce hlavni (T) a
vedlejsi (C) alely. Zkratky: EUR — Evropa; SAS — Jizni Asie; EAS — Vychodni Asie; AFR —
Afrika; AMR — Amerika (prevzato a upraveno dle Wellington Et al., 2019).

o [FITM3 SNP rs34481144

SNP rs34481144, umistény v oblasti promotoru, je spojovan s tézZkym prib&éhem chiipky
v evropské, asijské a africké populaci (Allen Et al., 2017). Tento polymorfismus ovliviiuje
hladinu exprese genu IFITM3 v CD8+ T-bunkach. Diivéjsi studie na mySich ukazuji, ze
exprese IFITM3 chrani tkanové rezidentni pamét'ové T-bunky pied infekci IAV (Gounder
a Boon, 2019). Vétsinova alela G tidi aktivitu promotoru IFITM3 a uréuje hladinu exprese
IFITM3, zatimco minoritni alela A vykazuje niz§i vazebnou aktivitu na IRF3 a vyssi

vazebnou aktivitu na transkripéni represor CTCF, coz vede k nizsi expresi IFITM3.

Frekvence alely rs34481144-G je vyssi v populaci vychodni Asie a Afriky ve srovnani
s Evropou (Allen et al., 2017). Polymorfismus rs34481144 byl spojen s tézkym
onemocnénim [AV pievazné u neasijskych populaci (Gounder a Boon, 2019). Vyskyt
genotypt pro SNP rs34481144 je uveden v tabulce 3 a celosvétova distribuce alel T a C je

znatornéna na obrazku 5.
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Tabulka 3: Vyskyt genotypii pro SNP rs34481144. Uvedené frekvence byly zjisteny na
zadklade populacnis studie 1000 genomii. (prevzato a upraveno dle Kim Et al., 2020).

GG GA AA

Amerika 213 106 28
Afrika 605 55 1

Evropa 148 245 110
JiZni Asie 305 166 18
Vychodni Asie 498 6 0
Korea 205 0 0

Obrazek 5: Polymorfismus rs34481144 genu IFITM3: celosvétova distribuce hlavni (G) a
vedlejsi (A) alely genu. Zkratky: EUR — Evropa; SAS — Jizni Asie; EAS — Vychodni Asie;
AFR — Afrika; AMR — Amerika (prevzato a upraveno dle Wellington Et al., 2019).

2.3  IFITMS3 a jeho spojitost s onemocnénimi u élovéka

2.3.1 Virus chiipky HIN1

Virus chiipky patii mezi 10 nejcastéjSich pfic¢in umrti cloveéka. I ptes to, ze virus chiipky
primarné infikuje plice, jsou u této infekce zdokumentovany 1 srdecni komplikace
(Kodama, 2010). Virus chtipky je kardiotropni virus, ktery se muze $ifit z plic a infikovat
srdeéni tkan a to zejména béhem tézkych infekci (Kenney et al., 2019). Virus tedy muze
Zpusobit téZkou myokarditidu a srdecni dysfunkci 1 u jedinci bez preexistujiciho
kardiovaskularniho onemocnéni. Pfiznaky myokarditidy byly pozorovany az u 13 %
jedinct hospitalizovanych pro infekci virem chiipky (Kodama, 2010; Ukimura et al. 2013).
Myokarditida byla dale hlasena po pitveé az u 48 % smrtelnych ptipadl sezonni chiipky a
prelomova pitevni studie zaznamenala vazné poSkozeni srdce u vétSiny ze 126 pacientl

vySetiovanych poté, co podlehli infekci viru chiipky HIN1 pii pandemii v roce 1918
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(Kenney et al., 2019). Ackoli jsou zavazné infekce virem chiipky spojeny s infekci a

patologii srdce, zakladni mechanismy vedouci K témto G¢inkim nejsou znamy.

Piestoze proteiny IFITM mohou omezit infekci mnoha viri v bunétné kultufe, jejich
vyznam in Vvivo V kontextu komplexni odpovédi IFN se stovkami dalSich ISG zlstava
nejasny. Virus chiipky A je velky 50 — 100 nm, koduje az 11 proteini a obsahuje osm
segmentil negativni jednovldknové genomické RNA. Infekce virem chiipky A zacina
Stépenim a aktivaci obalového receptoru virového hemaglutininu (HA) protedzami
hostitele (Mercer et al., 2010; Lazarowitz a Coppin, 1975). HA se pak vaze na sialylované
proteiny na bunééném povrchu a vyvolava endocytdzu virovych ¢astic. Endocytované viry
jsou transportovany c¢asnymi a pozdnimi endozomy, pfi¢emZz pozdni endozomadlni
acidifikace spousti konforma¢ni zménu v HA, ktera vede k fuzi viru k membrané hostitele
(Mercer et al., 2010). Faze piechazi z hemifazniho meziproduktu do fizniho poru, kterym
do cytosolu vstupuje osm virovych ribonukleotidd (VRNA) nebo mRNA, které jsou
nasledné vedeny karyoferiny hostitelské bunky do jadra, kde virovda RNA — dependentni
RNA polymeraza syntetizuje virové genomy (VRNA) a mRNA, které jsou exportovany do
cytosolu (Feeley et al., 2011).

Dv¢ publikace uvadéji, ze homozygotni mysi IFITM3 r jsou nachylnéjsi k infekci virem
chiipky (Bailey et al., 2012; Everitt et al., 2012). Tyto studie popsaly zvySené titry IAV
v plicich, zvySenou patologii a snizené CD4" T buiky, CD8" T buiiky a NK buiiky u
IFITM3 " mysi ve srovnani s mySmi divokého typu (WT). Jedna z téchto studii popsala
vyse uvedeny lidsky polymorfismus IFITM3 SNP-rs12252-C, ktery zméni misto akceptoru
sestithu a zkrati IFITM3 0 21 N-koncovych aminokyselin. Tento zkraceny protein IFITM3
vykazuje zménénou bunéénou lokalizaci a sniZzenou antivirovou aktivitu proti 1AV
(Everitt et al., 2012; Jia et al., 2012; Jia et al., 2014). Druha studie prokazala, ze CD8" T
bunky exprimovaly vysoké hladiny IFITM3 v plicich po infekci IAV a ze exprese IFITM3
byla dulezita pro preziti pamétovych T bunck, které jsou schopny organismus ochranit pci

opétovném napadeni virem (Wakim et al., 2013).

Jednonukleotidové polymorfismy v genu IFITM3 nebo jeho promotoru patii mezi jediné
genetické faktory, které byly opakované spojeny s tézkym pribéhem chiipky u lidi (Lucke,
Wight a Kime, 1919). IFITM3 pfimo omezuje infekci virem chiipky inhibici vstupu viru
do bunék a také poskytuje sekundarni funkci pfi tlumeni zénétlivych cytokinovych

odpoveédi, které poskozuji tkan (Kenney et al., 2019).
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e Demografie chiipkové infekce

Zavaznost onemocnéni chiipky u lidi je vysoce variabilni a jednim z genetickych
determinantti téchto rozdili je pravé gen IFITM3. Jako efektor reakce na interferon
IFITM3 ucinné blokuje cytosolicky vstup viru chiipky A (IAV). Predpoklada se, ze vné&jsi
faktory, jako je vék, pohlavi a etnicky ptvod jedince ovliviiuji zavaznost virové infekce

také (Wellington et al., 2019).
o Stari

Vék byl popsan jako dulezity rizikovy faktor zavaznosti a morbidity chiipkové infekce
(Mertz et al., 2013). Zvlasté ohrozeni jsou lidé starSi 65 let (Lemaitre et al., 2012). Dé&ti
mladsi 5 let jsou rovnéz povazovany za vysoce rizikové osoby (Mauskopf et al., 2013).
Metaanalyza z roku 2013 vSak ukézala, ze tato skupina méla ve skutecnosti niz$i riziko
umrti a hospitalizace, ale vyssi riziko rozvoje pneumonie (Mertz et al., 2013). Zajimava je
skutecnost, Ze velmi pravdépodobné existuje rozdil v mife imrtnosti v zavislosti na tom,
zda se jedna o epidemii (jedna nebo vice komunit) nebo pandemii (celosvétove) s posunem
k mlad$im vékovym skupinam béhem pandemii. Zatimco stafi lidé jsou ohrozeni spise

béhem epidemii (Lemaitre et al., 2012; Miller et al., 2009).
e Etnicka prislusnost

Citlivost k chiipkové infekci obecné nevykazuje zadnou souvislost s etnickym pivodem,
protoze tyto Uidaje jsou zkresleny socioekonomickymi faktory. Byly provedeny vyzkumy,
ve kterych byly identifikovany rizikové skupiny. Ve studii provedené v Kanad¢ byla jako
rizikovy faktor se zvySenou umrtnosti nebo mirou hospitalizace ve srovnani s evropskymi
potomky popsana zejména puvodni etnicita (Wilson et al., 2012). Zajimavym rysem
pandemie z roku 1918 bylo to, Ze tmrtnost v ¢inské populaci byla relativné nizka. I kdyz to
muze byt disledkem Spatného vedeni zdznamd, je dulezité mit na paméti, Ze nckteré

populace mohou reagovat na rizné kmeny chiipky lépe nebo huife (Cheng et al., 2007).
e Pohlavi

Predpoklada se, ze 1 pohlavi jedince hraje roli v zdvazZnosti chiipkové infekce (Jacobs et
al., 2012). V studii Quandelacy et al. (2014) byla jiz diive prokazana vy$$i nemocnost

spojena s chiipkovou infekci u muzii ve srovnani se Zenami, ale obecné existuje jen malo
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dikazti o vyznamu pohlavi v souvislosti s chiipkovou infekci. Pro urcité vékové kategorie
existuji dikazy, ze zde pohlavi predstavuje dilezity faktor vysvétlujici zavaznost
onemocnéni. Béhem pandemie HINI1 v roce 2009 bylo hospitalizovano celkové vice zen
nez muzi. To miize odrazet skutecnost, Ze Zeny obecné maji zadvaznéjsi imunitni reakce pii
virovych infekcich ve srovnani s muzi (Klein et al., 2010). Vysvétlenim muze byt faktické
snizeni funkce imunitniho systému béhem téhotenstvi, protoze mnoho hospitalizovanych

pacientek bylo t¢hotnych (Joseph et al., 2011).

o Geneticka souvislost s chiipkovou infekci

V poslednich letech doslo k narGstu dikazii o genetické asociaci mezi hostitelem a
zavaznosti chiipkové infekce. Nekolik desetileti je zndmo, Ze rizné kmeny mysi reaguji na
stejnou chiipkovou infekci v rizné mife zavaznosti. To podporuje myslenku, Ze geneticka

variabilita mize ovlivnit chfipkovou infekei (Srivastava Et al., 2009; Krug Et al., 1985).

Infekce virem chiipky je detekovana nékolika hostitelskymi senzory, které rozpoznavaji
jedine¢né vlastnosti spojené s takovou infekci. Na obrazku 6 vidime infikované buiiky,
které jsou béhem fagocytdzy pohlceny makrofagy. Toll-like receptor 3 (TLR3) rozpoznava
dvouvldknovou RNA (dsRNA), coz vede k indukci exprese nuklearniho faktoru-xB (NF-
kB) zavislého na prozanétlivych cytokinech a interferonu typu I (IFN) a genech
stimulovanych IFN (ISG) ve sméru od IFN-regulacniho faktoru 3 (IRF3)
(obréazek 6, vlevo). Prichozi genomickd jednovlaknovd RNA (ssRNA), kterd je obsaZena
ve virionu, je uvolilovdna degradaci virové membrany a kapsidy v acidifikovanych
endozomech a ssRNA je rozpoznana TLR7 v plazmocytoidnich dendritickych buikach
(pDC) (obrazek 6, vpravo) (lwasaki a Pillai, 2014).
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Obrazek 6: Vrozené vnimani viru chiipky I (prevzato a upraveno Iwasaki a Pillai, 2014).
NA — neuramiddza, HA — hemaglutinin,
TRIF — adaptorovy proteinobsahujici doménu TIR indukujici IFNp.
V infikovanych buiikach je virovda RNA v cytosolu rozpoznavana genem RIG-I , ktery je
indukovany kyselinou retinovou. Tento gen prostfednictvim aktivace mitochondridlniho
antivirového signalniho proteinu (MAVS) vede k indukci prozanétlivych cytokintii a IFN
typu 1. Aktivita iontového kanalu Matrix 2 (M2) v Golgiho aparatu stimuluje tvorbu
NOD-, LRR- a pyrinové domény obsahujici 3 (NLRP3) inflamasomy, coz vede k aktivaci
kaspazy 1 a uvolnéni cytokinl interleukin-1p (IL-1pB) a IL-18. PB1-F2 fibrily se hromadi
ve fagosomu, coz ma za nasledek aktivaci NLRP3 a uvolnéni IL-1p a IL-18 (lwasaki a

Pillai, 2014). Cely mechanismus je uveden na obrazku 7.
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Obrazek 1: Vrozené vnimani viru chiipky Il (prevzato a upraveno Iwasaki a Pillai, 2014).
ER — endoplazmatické retikulum.

Antivirovy faktor MXA (Mxl u mys$i) omezuje infekci virem chiipky A (IAV) kmenové

specifickym zpisobem, coz naznacuje, ze tato interakce miize byt vice zavisla na virové

variabilité¢ neZ na genetice hostitele (Dittmann et al., 2008). Mnoho béznych imbrednich

kment laboratornich mysi, které jsou nachylné k chiipkové infekci, ma neaktivni gen MxI

kvuli deleci exonu nebo nesmyslné mutaci, ktera je zodpovédna za vznik zkraceného

proteinu (Lindemann et al., 1962; Wellington et al., 2019).
o Dalsi geny ovlivitujici onemocnéni IAV

Dosud bylo studovano sto sedmdesat rtiznych hostitelskych genti, které ovlivituji rizné
kmeny [AV, at’ uz z hlediska rezistence nebo citlivosti vii¢i onemocnéni IAV (obrazek 8§,
oranzova ¢ast). Mnoho hostitelskych genti se podili na vrozenych a antivirovych procesech
imunitniho systému potfebnych pro pieziti po infekci IAV. Témito geny jsou napiiklad

IFNAR1, IFNL1, STATL, IFITM3, SFPTAL, IRF7 (Gounder a Boon, 2019).
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Protective effect on survival after Negative effect on survival

IAV infection “ after IAV infection
ACE2, ADAP, ANXA1, ARNTL, ASC, ASK1, AXL, A207, ADORAL1, ATG14, ATGS, ATG7,
BIRC3, C3,C3, cs, CASPI’, CBFB, CCRS’, CARDS9, CLEC5A, COX2, DUSP10,
CD34, CSF2?, CSF2RA, CSF2RB, CXCL4, EPG?,. FMRP, IFI35, IL10, IL157,
DNAIC3, DUOX2, EIF2KA22, FADD, FB, “’027 “, IL1RL2, IRGM1, LGALS3,
FBWX7, FGF2, FHL2, GALNT3, HCFC2, HO, || NOS2%, P2XR7, PAR1, PLA2G10, PLZG,
IFITM3, IFNAR1, IFNLR1, IGHM, ITGB6, |\ PTAFR, PTGES, RB1CC1, TMPRSS2?,

IKBKE, IL1R1?, IL28RA, IL36G?, IL6%, IL6R, ‘ TRIM29.
IRAK3, IRF3, IRFS, IRF7, 1SG15, LCAD,

LGALGS1, LTA, MINDIN, MVP, NCR1, NODZ?, |( . ; —
NRAS, TP53, PIK3CG, PRPN, PYCARD, RAG2?, Conflicting effect on survival

RIPK2, SERPINB1, SERPINEL, SFPTA1, SOCSS, after IAV infection
SPRED2, STAT1?, STAT2, TNFRSF18, TNFSF9, AIM2?, CCR2", IL17?, MYD8S, NLPR3?,
TPL2, TNFRSF18, TNFSF10, TREML4, TGFBRII, /|  OPN? PAR2? RIPK3?, TLR3?, TLR4?,
UBELL, ZBP1, ZMPSTE24

No effect on survival after IAV lrnm' n
ADAMTSS, ATG16L1, BCL2A1,CD73, COX1, CXCL14, CXCR2, CXCR3, DDX58, FAP, FCER1G,

IFIT1, IgA, IFNG?, IL18, IL1RL1, IL21R, IRG1, LGR4, LST1, MAVS?, MLK3, MLKL, NLRC4, NLRCS,
NLRX1, P50, PAD4, PLAUR, DDX58, RSAD2, SAP, SOCS4, ST6GAL1, THEMIS2, TRIF?, TRIMS6,
UNC93B1

Obrdazek 8: Ruzné hostitelské geny, které byly testovany u mysi s knokautovanym genem v
modelech patogeneze IAV (prevzato od Gounder a Boon, 2019).
Neptitomnost hostitelskych geni zapojenych do komplementové drahy C3, C4 a CS5
zvySuje nachylnost k infekci. Druhd sada hostitelskych gent (obrdzek 8, zelena ¢ast) miize
exacerbovat (mohou zhorSovat nebo vyvolat nové vzplanuti nemoci) IAV onemocnéni.
Delece téchto geni chrani mysi pred t€zkymi a fatalnimi infekcemi IAV. Do tieti skupiny
(obrazek 8, modra cast) patii geny Ccr2, TIr3, TIr4, Myd88 jejichz role béhem patogeneze
IAV je konfliktni. Ctvrta skupina (obrazek 8, Seda &ast) jsou geny, které nemaji vliv na

pteziti po prodélani IAV (Gounder a Boon, 2019).

Uvedena studie odhalila tyto skute¢nosti: geny zapojené do ptirozené a antivirové imunitni
odpovédi jsou dilezité pro ochranu pfed IAV. Ackoli Uc€inky jednotlivych genli mohou
zaviset na raznych hostitelskych a virovych faktorech, ke kterym pfispiva také imunitni
stav zvifete, geny asociované se zanctlivou reakci organismu vSak cCasto zhorSuji

onemocnéni (Gounder a Boon, 2019).
2.3.2 Zapadonilskd horecka a Zika virus

Flaviviry, jako je Zika virus (ZIKV) nebo virus Zapadonilské horecky (WNV), pokud
napadnou centralni nervovy systém, maji potencial zptsobit zadvaznou neuropatologii. Gen
IFITM3 inhibuje infekci témito viry diky své schopnosti omezit vstup a fizi viru
z pozdnich endozomii. Nékteré studie prokazaly, ze IFN signalizace a indukce downstream

antivirovych efektorovych proteinli (napi. IFIT2, viperin, proteinkinaza R, RNaza L a
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Ifi2712a) omezuji tropismus a Siteni WNV (Samuel et al., 2006; Lucas et al., 2015).
Knockout IFITM3 u mysi zvysil mortalitu zvifat po subkutanni infekci WNV (Gorman et
al., 2016).

Replikace ZIKV muze byt inhibovana jak IFITM1, tak IFITM3, ale IFITM3 vykazuje
ucinnéjsi inhibici nez IFITM1, ke které dochazi v rané fazi po virové fuzi pted jeho ¢asnou
transkripci RNA (Savidis et al., 2016). Nadmérna exprese IFITM3 je navic schopna

zabranit cytopatii zprosttedkované ZIKV, jako je bunétna smrt (Monel et al., 2017).

2.3.3 Onemocnéni zpusobenad filoviry a koronaviry

Interferonem indukovatelné transmembranové proteiny mohou také u€inné omezit filoviry
a koronaviry. Ve srovnani s IAV jsou filoviry citlivgjsi na IFITM1, mysi IFITM5 a
IFITM6. Tyto viry maji spolecny pozdni endocyticky enzymaticky systém, kterym
lysozomalni cysteinova protedza katepsin L zprostfedkovava proteolytické Stépeni fiznich
proteini za ucelem infikovani cilovych bun¢k (Chandran et al., 2005; Huang et al., 2006).
IFITM3, ale i IFITM1 a IFITMZ2, jsou schopny omezit GP1, 2-zprostifedkovany vstup a
nasledné replikaci viru marburgské horecky (MARYV) a viru Ebola (EBOV). Vstup filovira
mize byt také potlacen 1é¢bou IFN. Souhrnné mohou IFITM a IFN inhibovat replikaci viru

omezenim vstupu viru do buiiky (Huang et al., 2011).

Vstup zprostfedkovany proteinem SARS-CoV Sje také omezen IFITM1, IFITM2 a
IFITM3. Bylo zjisténo, Ze mutace ve zbytcich a strukturnich motivech IFITM moduluji
vstup koronavirti. Napiiklad substituce Y20 alaninem nebo Kkyselinou asparagovou
Vv IFITM3 zvySuje vstup SARS-CoV a mutanty IFITM3 Y99A nebo Y99D vykazuji

snizenou antivirovou aktivitu (Zhao et al., 2018).

2.3.4 Proteiny IFITM podporuji infekci SARS-CoV-2

Interferonem indukované transmembranové proteiny mohou omezit virové patogeny, ale u
koronavird byly hlaseny pro- i protivirové aktivity. Uméla nadmérna exprese IFITM
blokuje infekci SARS-CoV-2, ale endogenni exprese IFITM podporuje infekci SARS-
CoV-2 v lidskych plicnich bunikach. Ve studii Prelli Bozzo, C., Nchioua, R., Volcic, M. et
al. 2021 byly provedeny experimenty s proteiny IFITM a dale indukovany interferony
v lidskych plicich, stfevé, srdci a mozkovych buiikédch. Peptidy odvozené od IFITM a
specifické protilatky inhibovaly vstup a replikaci SARS-CoV-2 v plicnich bunkach,
25



kardiomyocytech a stievnich organoidech. Vysledky této studie ukazuji, ze proteiny IFITM
mohou pisobit jako kofaktory ucinné infekce tohoto onemocnéni. SARS-CoV-2 se Sifi
velice rychle, ale v porovnani s koronaviry tézkého akutniho respira¢niho syndromu
(SARS-CoV) a blizkovychodniho respira¢niho syndromu (MERS-CoV) ma niZs§i aimrtnost.
Nejvyssi umrtnost (z téchto tii koronavira) vykazuje MERS-CoV a to ~ 40%, hned po ném
nasleduje SARS-CoV ~ 10%, zatimco onemocnéni virem SARS-CoV-2 ma Gmrtnost
kolem 2 -5 % (Ksiazek et al., 2003; Bermingham et al. 2012; Al-Rohaimi a Al Otaibi,
2020)

Prvni krok pro replikaci SARS-CoV-2 a tedy vstup do cilovych bunék, je zasadni. IFITM1
je lokalizovan na plazmatické membrané, IFITM2 a IFITM3 se nachazeji uvnitt buiiky na
endo-lysozomalnich membranach (Bailey et al., 2014). Proto tyto proteiny mohou ptisobit
na rGznych urovnich vstupu a mohou omezovat nékteré tfidy obalenych virovych
patogend, vcetné viri chiipky A, flavivirt, rhabovird a vir lidské imunodeficience
(Diamond a Farzan, 2013; Huang et al., 2011). Proteiny IFITM inhibuji lidské koronaviry
véetné MERS-CoV, SARS-CoV i SARS-CoV-2 (Huang et al., 2011; Shi et al. 2011), to

znamena, ze tyto proteiny zabraiuji mnoZeni viru v hostitelskych bunkach.

Ve studii Prelli Bozzo, C., Nchioua, R., Volcic, M. et al. (2021) bylo zjisténo, ze nadmérné
exprimované interferonem indukované transmembranové proteiny blokuji, ale endogenni
IFITM podporuji infekci SARS-CoV-2. Tedy nadmérnd exprese proteinit IFITM zabrafuje
vstupu virovych ¢astic pseudotypizovanych spike proteiny SARS- a MERS-CoV/(Huang et
al., 2011; Shi et al., 2011).

2.3.5 Virus lidské imunitni nedostatecnosti

Interferonem indukované transmembranové proteiny byly povaZzovany za neschopné
interferovat s infekci HIV-1, pozdéji se v§ak ukazalo, ze IFITM2 a IFITM3 mohou vstup
viru HIV-1 do bunky omezit (Brass et al., 2009, Lee et al., 2018). Infekce virem lidské
imunodeficience typu 1 (HIV-1) také spousti produkeci interferonu typu I. Plazmocytoidni
dendritické bunky, hlavni producenti interferonu, uvolnuji velkd mnozstvi interferonu a to
castecné diky rozpoznani RNA viru HIV-1 pomoci TLR7 (Francis a Meltzer, 1993; Heil et
al 2004). Infekce HIV-1 zptisobuje postupny pokles poctu plazmocytoidnich dendritickych
bunék a také snizenou kapacitu téchto bun¢k produkovat interferon. Infekce HIV-1 navic

zpusobuje depleci interferonového regula¢niho faktoru 3 (IRF-3), ktery hraje kli¢ovou roli
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v Toll-like receptor-a RIG-I zprostfedkované vrozené imunitni signalizaci (Donaghy et al.,
2001; Doehle et al., 2009; Okumura et al., 2008). Nemén¢ dulezité je, ze HIV-1 koduje
proteiny, které antagonizuji jednotlivé ISG. Piikladem je virovy protein U, ktery ptsobi
proti antigenu stromalnich bunék kostni dien¢ 2 (BST-2) a blokuje uvolnovani viru
Z buné¢ného povrchu (Neil, Zang a Bieniasz, 2008). Dalsim piikladem je faktor virové
infek¢nosti, ktery antagonizuje enzym 3G upravujici mRNA apolipoproteinu B
(APOBEC3G), cytidindeaminazu, kterd zpusobuje hypermutaci HIV-1 cDNA
(Sheehy et al., 2002).

Inhibi¢ni aktivity interferonu, ktery brani vice kroktim replikace HIV-1 v €asné i pozdni
fazi, jsou funkcemi odlisnych ISG. Napiiklad proteinkindza R (PKR) inhibuje produkci
HIV-1 potla¢enim translace proteinu (Nagai et al., 1997). RNaza L degraduje HIV-1 RNA,
¢imz omezuje replikaci HIV-1 (Maitra a Silverman, 1998). Tripartitni motivovy protein 22
(TRIM22) narusuje sestavu Gag (Barr et al., 2008). BST-2 blokuje uvoliiovani ¢astic HIV-
1 z buné&ného povrchu (Neil et al., 2008). ISG15 brani produkci viru HIV-1 tim, ze
zpiisobuje ISGylaci virového proteinu Gag a bunéénych faktort, jako je CHMPS5
(chromatin-modifikujici protein 5). APOBEC3G omezuje replikaci tim, Ze zpusobuje
hypermutaci virové cDNA béhem reverzni transkripce. TRIMS5a z opic Starého svéta se
zameétuje na virové jadro po vstupu HIV-1 a nici virovy reverzni transkripéni komplex.
Ackoli jsou APOBEC3G a TRIMS a konstitutivné exprimovany, jejich hladiny jsou
zvySeny interferonem, ktery zesiluje jejich antivirovou funkci (Malim a Emerman, 2008;
Chen et al., 2006).

2.3.6 DNA viry

Je zndmo, ze proteiny IFITM omezuji spektrum RNA virQ, které zplsobuji vySe uvedena
onemocnéni. Ov§em o jejich antivirovych Gcincich na DNA viry je zatim zndmo jen malo.
Ackoli INF typu I mohou G¢inn€ snizit infekci lidského papilomaviru (HPV), nadmérna
exprese IFITM1, IFITM2 a IFITM3 neni schopna inhibovat infekci lidského papilomaviru
(HPV), lidského cytomegaloviru (HCMV) a adenoviru typu 5 (Ad5) (Warren et al., 2014).
Munoz-Moreno et al. (2016) uvadi, ze proteiny IFITM ovliviuji infekénost viru afrického
moru prasat (ASFV) a vstup ASFV zprostfedkovany endocytézou. Je mozné, ze IFITM2 a
IFITM3 inhibuji vstup ASFV zménou membranové flize a endozomalniho odtoku

cholesterolu (Munoz-Moreno et al., 2016). Nadmérna exprese proteinu IFITM3 navic
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vyznamné omezuje replikaci viru vakcinie (VACV) tim, Ze omezuje vazbu viru a

interferuje s virovym vstupem ve flzi zavislé na nizkém pH (Li et al., 2018).

2.3.7 Neurologické poruchy v souvislosti s genem IFITM3

Uloha genu IFITM3 v centralnim nervovém systému je do zna¢né miry nezndma, ackoli
byla popsana jeho zvySena exprese V mozcich pacientd s neurologickymi a
neuropsychiatrickymi onemocnénimi, jako je schizofrenie, autismus, bipolarni porucha,

Alzheimerova choroba (Ibi et al., 2013).
e Alhzeimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejbézngjsi formou demence. Existuji dva patologické
znaky AD, neurofibrilarni klubka a amyloidni plaky. V patogenezi AD hraje kritickou roli

neurozanét s aktivovanymi astrocyty a mikrogliemi (Hur, 2021).

Exprese mMRNA IFITM3 koreluje s trovni exprese lidského herpes viru 6B (HHV-6B)
v mozcich u lidi s Alzheimerovou chorobou (Hur et al., 2020). O tom, zda infekce mohou
vést k rozvoji Alzheimerovy choroby, jsou vedeny rozsahlé dlouhodobé debaty. Existuji
zpravy, které naznacuji, Ze bakterialni nebo virové infekce mohou zpiisobit Alzheimerovu
chorobu. S poruchou mozku zplsobenou Alzheimerovou chorobou byly spojeny také
herpes simplex virus typu 1 (HSV-1), lidsky herpes virus 6A (HHV-6A) a lidsky herpes
virus 7 (HHV-7) (ltzhaki et al., 1997; Readhead et al. 2018; Tzeng et al., 2018). V
ptipad¢ bakterialni infekce bylo zjisténo, ze s Alzheimerovou chorobou mize souviset také

onemocnéni dasni (Beydoun et al., 2020).

Hur a kolektiv ukazali nové identifikovanou roli IFITM3 u Alzheimerovy choroby
prostfednictvim aktivnich komplext s y-sekretdzou a to ukézalo pfimou souvislost mezi
vzozenou imunitou vici produkci AP. Komplexy IFITM3-y-sekretazy maji také aktivni y-
sekretdzovou aktivitu. Hladiny AB42 a AB40 byly snizeny po vytazeni IFITM3 a naopak
se zvysily, kdyz byl IFITM3 nadmérné exprimovan (Hur Et al., 2020).

Hlavnim rizikovym faktorem pro Alzheimerovu chorobu je starnuti (Hou et al., 2019). V
mozcich starnoucich mysi (28 mésictt) WT byly naméfeny vyssi hladiny proteinu IFITM3,
produkce AP (AP42 a AP40) a mnozstvi aktivni IFITM3- y-sekretazy ve srovnani s mozky

4 mési¢nich mysi (Hur et al., 2020). Lidska kohorta Genotype-Tissue expresion také
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vykazovala vyznamné pozitivni korelace mezi vékem (v rozmezi 20 az 70) a expresi

MRNA IFITM3 v kiife a hipokampu (Hur et al., 2020).

o Autismus u déti

Autismus je zadvazna porucha, ktera je ovlivnéna nejen genetickymi, ale i enviromentalnimi
faktory. Garbett et al. (2008) zaznamenali kritické zmény v transkriptech souvisejicich
s bunéénou komunikaci, diferenciaci, regulaci bunécného cyklu a chaperonovymi systémy.
Metodou Real-Time PCR byly potvrzeny kritické zmény exprese gentt BCL6, CHI3L1,
CYR61, IFI16, IFITM3, MAP2K3, PTDSR, RFX4, SPP1, RELN, NOTCH2, RIT1, SFN,
GADD45B, HSPA6, HSNH1PB8S a SERPI.

Porucha autistického spektra (ASD) je celozivotni pervazivni vyvojova porucha, kterd se
poprvé projevuje pied tietim rokem v€ku. ASD je diagnostikovana na zakladé né€kolika
behaviordlnich dysfunkci, jako je naruSend socidlni interakce, naruSend komunikace,
omezené a opakujici se zaznamy aktivity (Lord et al., 2000). Piesna etiologie autismu neni
dosud znama, ackoli védci piedpokladaji, ze je vysledkem komplexni kombinace
genetickych, environmentalnich a imunologickych faktord (Persico a Bourgeron, 2006).
Je pravdépodobné, ze kromé genetickych faktorl k riziku rozvoje onemocnéni vyznamné
pfispivaji 1 faktory prostredi. Jednd se napf. o prenatalni infekce zardének, antikonvulziva,
antiemetika uzivanad béhem tehotenstvi, perinatalni hypoxie a postnatilni infekce,
reprezentujici faktory identifikované jako piispivajici k rozvoji ASD (Gabett et al., 2008).
Studie dvojcat poskytly odhady dédi¢nosti pro ASD az na 90%, coz naznaluje, ze

genetické rozdily hraji kli¢ovou roli v etiologii tohoto onemocnéni (Tandon et al., 2008).

2.3.8 Nadorova onemocnéni

Indukovany transmembranovy protein 3 (IFITM3) byl identifikovan jako potencidlni
tumorovy marker a byl upregulovan Vv pfipadé¢ nékterych lidskych onemocneni, véetné
rakoviny tlustého stfeva a prsu, astrocytomu a také u ulcerdzni kolitidy. Funkce IFITM
VvV tumorgenezi byla jiz dfive potvrzena. Napiiklad exprese IFITM1 a IFITM3 byla
vyznamné upregulovéna v astrocytomovych bunikdch ve srovnani s normalnimi astrocyty
mysi (Tanaka et al., 2004; Seyfried et al., 2008; Wylie, 2005). Konkrétni funkce a
potencialni mechanismy IFITM3 v patogenezi karcinomu zaludku (GC) jsou vsak nejasné.

HU et al. 2014 ve své studii zjistili, Ze gen IFITM3 je vyznamné spojen s diferenciaci
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nadoru lymfatickych uzlin a vzdalenych metastaz. Béhem vyzkumu exprese IFITM3
pomoci imunohistochemie zjistil, ze IFITM3 byl pozitivné€ obarven v cytoplazmé u vétsiny
vzorkd pacientll s invazivnim staddiem rakoviny a negativné nebo slabé obarven
v sousednich zdravych tkanich. Kromé toho byly hladiny exprese IFITM3 zvyseny v
ptipadech patologickych stadii karcinomu zaludku. Mezi expresi IFITM3 a dalSimi
klinicko-patologickymi charakteristikami jako je vék, pohlavi, lokalizace nadoru a hodnoty

CEA, nebyla nalezena zadna vyznamna kolerace (Hu et al., 2014).
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3 Cile prace
Cilem m¢ bakalarské prace bylo naplnéni téchto bod:

I. Vypracovat odbornou reSerSi zamétenou na strukturu a funkci genu IFITM3 a
popsat jeho klinicky vyznam pro prubéh virovych onemocnéni.

Il. Osvojit si zaklady spravné laboratorni praxe a zvolit vhodné metody k detekci
nékolika klinicky vyznamnych polymorfismt v genu IFITM3.

I1l. Zpracovat vysledky genetickych analyz a zhodnotit procentudlni zastoupeni
zjiSténych  genotypt/haplotyptu V testovaném souboru a porovnat je

S publikovanymi daty.
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4 Prakticka ¢ast

Praktickou cast své bakalaiské prace jsem provedla pod odbornym dohledem vedouci
prace — Mgr. Dagmar Riegert Bystfické, Ph.D. v genetické laboratoiti GENLABS s.r.0.
Po sezndmeni s laboratofi a fadném proskoleni v laboratornich metodéach jsem vykonavala
praktickou cast bakalaiské prace. Soucasti praktické Casti byla izolace DNA z bukalniho
stéru nebo periferni krve, stanoveni koncentrace DNA, PCR reakce, elektroforéza PCR

produktu a vlastni analyza polymorfismt genu IFITM3 pomoci sekvenace.

4.1 Popis souboru

V ramci praktické ¢asti mé bakalarské prace bylo vysetieno celkem 110 vzorkd (70 zen a
40 muza). 27 vzorki pochazelo od pacientd s autismem, nebo jinou formou
neurologickych a neuropsychiatrickych chorob, 83 vzorkli pochdzelo od pacientd, kteti

netrpéli zadnou neurologickou poruchou.

4.2  Preanalytickd Cdst

vyznamné ovlivnit ziskani spolehlivého vysledku. Tato faze zahrnuje veskeré procesy pred
vlastnim analytickym stanovenim, vcetné spravného odbéru biologického materialu, jeho

transportu a identifikace vzorku.

V piipadé bukalniho stéru, ktery si pacient provadi sam, je soucasti preanalytické faze
pouceni pacienta o spravném provedeni odbéru. Spravné odebrany a fadné oznaceny
vzorek svyplnénou laboratorni zadankou a podepsanym informovnym souhlasem
s molekularné-genetickym vysetienim je pfijat do laboratofe. VSechny zkumavky, které
obsahuji vzorek, musi byt oznaceny datem odbéru, jménem a piijmenim pacienta, jeho

rodnym ¢islem a identifikacnim ¢islem.

Odbér periferni byl realizovan ve spolupraci s profesionalnimi odbérovymi laboratofemi a

je popsan v kapitole 4.2.3.
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4.2.1 Materidl

Pro analyzu polymorfismil rs12252, rs34481144 a rs1136853 v genu IFITM3 bylo pouzito
110 vzorki. VSichni pacienti byli pouceni o spravném odbéru vzorku z bukélniho stéru a

podepsali informovany souhlas s genetickym laboratornim vySetfenim.

4.2.2 Bukdlni stér

Pro uspésny prabéh genetického vySetieni je tfeba ziskat dostatecné mnozstvi materialu
k nasledné izolaci DNA, proto je dilezity spravny odbér vzorku. Pacient spolu s
odbérovou sadou obdrzi instrukce k odbéru. Je dulezité, aby pacient 60 minut pied
odbérem neprovadél ustni hygienu, nejedl a pil pouze neslazenou vodu. Pacient by si pied
manipulaci s odbérovou sadou mél umit ruce, aby zabranil jakékoli kontaminaci vzorku.
Dale musi pacient zamezit jakémukoli styku s jinym materidlem nez je bukélni sliznice a to
po celou dobu manipulace s odbérovou sadou. DNA je ziskavana z epiteli pfitomnych
Vv Gstni dutin€. Pacient uchopi odbérovy tampon za nesterilni ¢ast, ktera je tvofena tyCkou a
nasledné si vlozi vatovou tyCinku do ust a dikladné otira vnitii stény tvaii. S tamponem je
tieba otacet, aby byla vyuzita celd plocha odbérového tamponu. Aby pacient ziskal co
nejveétsi mnozsvi materidlu je vhodné, aby vyvijel tlak tamponem na povrch sliznice.
Sliznici je tfeba otirat minimaln€ po dobu 1 minuty. Po takto provedeném odbéru pacient

vlozi tampon do sterilni zkumavky a oznaci ji osobnimi udaji pro naslednou identifikaci.

4.2.3 Periferni krev

Odbér periferni krve provadi vySkoleny pracovnik ve zdravotnickém zafizeni. Pro izolaci
DNA je z loketni jamky pacienta odebirdno 5-10 ml venozni krve do zkumavky
s0,3ml 0,5 molarnim roztokem EDTA, ktera slouzi jako antikoagulacni ¢inidlo.
EDTA (etylendiaminotetraoctova kyselina) vyvazuje Ca* ionty, tim je zajiSténa inaktivace
nukledz. Ty jsou pfitomny v cytoplazmé buiiky a $tépi nukleové kyseliny. To znamena, Ze
pokud by nukledzy zstaly v aktivndm stavu, dosSlo by k rozstépeni DNA a RNA a tudiz by
nebylo mozné provést naslednou analyzu DNA (Kocarek, 2007). Pro genetické vySetieni

pacient nemusi byt nala¢no. V tomto ptipad¢ je DNA izolovéna z leukocyti.
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4.3 lzolace DNA

Prvnim kdfokem pro molekularné genetickou analyzu je izolace DNA, ktera se pro bézné
diagnostické ucely provadi z periferni krve nebo bukalniho stéru. Tento krok genetického
vySetieni je rutinni zalezitosti pouzivanou v molekularni biologii a genetice. Proce izolace
DNA lze rozdélit na dva kroky. Prvnim krokem je lyze bun¢k, kdy dochazi k deformaci
bunéné membrany a tim uvolnéni DNA. Mechanicky pomoci homogenizace nebo pomoci
enzymu (proteinaza) docilime rozbiti bunécnych membran. Pfipadné je mozné kombinovat
oba tyto postupy. Lyzi bunék se uvolnicely jejich obsah a vznika smés, kterd obsahuje
krom¢ samotné DNA i dal$i komponenty jako jsou zbytky bunécnych membran, proteini a
polysacharidi. Druhou c¢asti izolace je preciSténi nukleovych kyselin, kde jsou tyto
komponenty odstranény. Cilem izolace DNA je ziskdni cist¢ DNA bez téchto

kontaminantd. 1zolovanou DNA i RNA je mozné skladovat pii -20°C
4.3.1 lzolace DNA z bukalniho stéru

Pro izolaci DNA jsem pouzila komeréni kit GeneAll ExGene™ Clinic SV mini. Pouzité

reagencie a jejich skladovani jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Seznam pouzitych reagencii pro izolaci DNA z bukalniho stéru.

Reagencie Podminky skladovani

Proteinaza K -20°C
BL pufr
BW pufr
TW pufr RT
AE pufr

Ethanol (100%)

Nejprve jsem z mraziciho boxu vyndala proteinazu K (PK), kterou jsem nechala rozmrazit
pii pokojové teploté. Déle jsem zapnula suchou 14zén na 56°C a na konec i1zolace jsem pro

kazdy vzorek pfipravila 1,5ml mikrozkumavku, kterou jsem popsala.

Do zkumavky, ktera obsahovala bukalni stér pacienta jsem napipetovala 300 pl PBS pufru,
25 pl proteindzy Ka 300 pl BL pufru. Pomoci vortexu jsem zkumavku dikladné
promichala a nasledné vlozila na 10 minut do inkubatoru vyhiatého na 56°C. Pro
odstranéni kapek z vnitini stény vicka zkumavky jsem vzorek kratce stocila. Nasledné

jsem pridala 300 pul 100% ethanolu, vortexovala v pulzech a znovu kratce stocila na
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minicentrifuze. VSechnu smés z mikrozkumavky jsem postupné ve dvou krocich pfeneska
na kolonku. Pomoci mikropipety jsem nabrala maximaln¢ 700 pl smési, tento objem jsem
napipetovala na kolonku. Kolonku jsem zaviela a centrifugovala pti 8000 rpm po dobu 1
minuty. V druhém kroku jsem napipetovala zbytek smési a opét pienesla na kolonku a
centrifugovala. Obsah sbérné zkumavky jsem vylila a na kolonu napipetovala 600 ul BW
pufru. Zkumavku jsem opét nechala centrifugovat po dobu 1 minuty pii 8000 rpm.
Sbérnou zkumavku jsem nahradila novou ¢istou zkumavkou. Na kolonku jsem piidala 700
ul TW pufru a centrifugovala po dobu 1 minuty pti 8000 rpm. Ze sbérné zkumavky jsem
odstranila supernatant a vratila kolonku do sbérné zkumavky. Centrifugovala jsem pfi
nejvyssich otackach po dobu 1 minuty, aby doslo k odstranéni zbytkového promyvaciho
pufru. Kolonku jsem nasledn¢ umistila do nové piedem popsané 1,5ml mikrozkumavky
s vickem. Pfimo na stfed filtru kolonky jsem pfidala 50 ul AE pufru a nechala inkubovat
pfi 56°C po dobu 5 minut. Poté jsem zkumavku nechala centrifugovat pfi nejvyssich
otackach po dobu 1 minuty. Nasledné jsem opakovala posledni krok a pipetovala ziskany
objem z piedchozi centrifugace pifimo na stied kolonky. Kolonku jsem centrifugovala ve
stejné zkumavce pii nejvysSich otackadch po dobu 1 minuty a oteviend vicka jsem
nasmeérovala po sméru toceni centrifugy. Nakonec jsem kolonku odstranila a zkumavku

S izolatem uzaviela.
4.3.2 lzolace DNA z periferni krve.

Izolace DNA z periferni krve se provadi pomoci komréniho kitu GeneAll ExGene™ Clinic

SV Mini. Reagencie, které jsem pouzila, jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5: Seznam pouzitych reagencii pro izolaci DNA z periferni krve.

Reagencie Podminky skladovani

Proteinaza K -20°C
BL pufr
BW pufr
TW pufr RT
AE pufr

Ethanol (100%)

Nejprve jsem nechala vytemperovat proteindzu K na pokojovou teplotu, nasledné jsem
zapla suchou lazen a nechala ji vyhtat na 56°C. Pro kazdy vzorek jsem si pfipravila 1,5 ml

mikrozkumavku, kterou jsem fadné oznacila.
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Do cisté a popsané 1,5 ml zkumavky jsem napipetovala 20 pl proteinazy K, k ni jsem
nasledné ptidala 200 pl vzorku. Dale jsem ptidala 200 pl BL pufru, vzorek jsem dikladné
promichala pomoci vortexu. Nasledn¢ jsem zkumavku umistila do pfedem vytemperované
suché lazn¢ a nechala vzorek po dobu 10 minut inkubovat. Abych odstranila zbytky kapek
Z vnitini stény zkumavky, stoCila jsem vzorek na minicentrifuze. Do zkumavky jsem
napipetovala 200 ul 100% ethanolu, vortexovala v pulzech a opét kratce centrifugovala.
Vzniklou smés jsem v dal§im kroku pfenesla na kolonku a nésledné centrifugovala pii
8000 rpm po dobu 1 minuty. V dals§im kroku jsem starou sbérnou zkumavku nahradila
novou, piidala 600 ul BW pufru a smés opét centrifugovala 1 minutu pti 8000 rpm. Tento
krok jsem opakovala dvakrat. Poté jsem zkontrolovala, zda je supernatant prihledny. Ke
smési jsem pripipetovala 700 ul TW pufru a opét jsem vzorek centrifugovala pti 8000 rpm
po dobu 1 minuty. Ze sbérné zkumavky jsem odstranila supernatant a kolonku jsem do ni
vratila. Pro odstranéni zbytkového promyvaciho pufru jsem smeés centrifugovala pii
nejvysSich otackdch po dobu 1 minuty. Nasledné jsem pifimo na stied kolonky
napipetovala 50 pul AE pufru a tuto smés jsem po dobu 5 minut nechala inkubovat pfi
56°C, nasledné¢ jsem vzorek 1 minutu inkubovala v suché lazni pfi 56 °C. Daéle jsem
opakovala posledni krok a ziskany objem z ptedchozi centrifugace jsem napipetovala opét
pfimo na stfed kolonky. Nakonec jsem centrifugovala vzorek ve stejné zkumavce pti
nejvyssich otackach po dobu 1 minuty. Oteviena vicka jsem nasmérovala po sméru toceni

centrifugy. Kolonku jsem odstranila a popsanou zkumavku s izolatem uzaviela.
4.4  Méieni koncentrace DNA

U vSech vzorkli jsem ihned po izolaci méfila koncentraci DNA. Méfeni koncentrace
izolované DNA jsem provedla pomoci AccuGreen' Broad Range dsDNA Quantitation
Solution (Biotum) a pfistrojem Qubit® 2.0 Fluorometer. Sousasti této sady jsou 0,5ml
PCR mikrozkumavky, které jsou skladované pii pokojové teploté. Reagencie, které jsem

pouzila, jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Reagencie pouzité pro mérené koncentrace DNA ve vzorku.

Reagencie Podminky skladovani
AccuGreen™ Broad Range dsDNA Lednice (< 4 °C),
Quantitation Solution ve tmé
AccuGreen ™ Standard 1 Lednice (< 4 °C)
AccuGreen™ Standard 2 Lednice (< 4 °C)
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Do 0,5ml zkumavky jsem napipetovala 198 ul ptipraveného pracovniho roztoku a k nému
pfidala 2 pl izolované DNA ze vzorku. Smés jsem kratce zvortexovala a stocila na
minicentrifuze, abych odstranila kapky z vnitini stény zkumavky. Vzorky jsem nechala
inkubovat pii pokojové teplot¢ po dobu 2 minut. Mezitim jsem si pfipravila pfistroj pro
méieni koncentrace. Pomoci dotykového displeje jsem volila méfeni pro dsDNA. Dale
jsem zvolila, Ze nebudu provadét kalibraci a pouzila jsem Kalibra¢ni kiivku z pfedchoziho
meéfeni. Po jedné jsem zkumavky vlozila do pfistroje a pomoci tlacitka Read provedla
méieni. Na fluometru jsem pomoci tlacitka Calculate Stock Cone nechala piepocitat
vysledek na 2 ul. Pomoci tlaitka ,,Read Next Sample* jsem provedla méfeni dalsiho

vzorku a vSechny vysledky jsem zaznamenala.

V pfipad€, Ze bych provadéla kalibraci pfistroje, bych nejprve nechala standardy a
kvantifika¢ni roztok vytemperovt na pokojovou teplotu. Piistroj Qubit 2.0 fluorometr se
kalibruje pomoci smési 190 ul kvantifikacniho roztoku a 10 pl jednotlivych standarda | a
Il. Po kalibraci by nasledovalo méfeni koncentrace DNA ve vzorcich podle postupu, ktery

je uveden vyse.
45 PCR reakce

Pomoci metody PCR jsem u vSech vzorkl provedla amplifikaci, diky které¢ jsem z DNA
ziskala pozadovany usek genu IFITM3. Oblast, kterd zahrnuje polymorfismy rs12252, rs
34481144, rs1136853 v genu IFTIM3 jsme amplifikovali pomoci PCR primeri a reakéniho
protokolu, ktery byl ptevzat z prace Zheng et al. (2017) a upraven vzhledem k pouzitému

reakénimu kitu pro PCR. Piislusné primery jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Prehled sekvenci pouzitych primeri.

Primer Sekvence Podminky skladovani
Forward 5'-GGAAACTGTTGAGAAACCGAA-3’ -20 °C
Reverse 5'-CATACGCACCTTCACGGAGT-3’ -20 °C

Pro piipravu PCR reakce jsem pouzila kit 2xPCRBIO Tag Mix Red (BioSystems) dle
doporuceni vyrobce. Reak¢éni mix obsahuje polymerazu, reakéni pufr a nukleotidy. Seznam
pozitych reagencii, mnozstvi pro piipravu 1 reakce a ptepocet pro ptipravu 10 reakci jsem

uvedla v tabulce 8.
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Tabulka 8: : Prehled reagencii a objemii pouzitych pro 1 reakci

a jejich prepocet pro 10 reakct.

1 reakce 10 reakei Podminky
Reagencie Objem (ul) Reagencie Objem (ul) skladovani
Voda 8,25 Voda 82,5 RT
2x PCRBIO Mix 12,5 2x PCRBIO Mix 125 -20 °C
DMSO (100%) 1,25 DMSO 12,5 RT
Forward primer Forward primer
0,5 0,5 -20 °C
(20 pmol) (20 pmol)
Reverse primer Reverse primer
0,5 0,5 -20 °C
(20 pmol) (20 pmol)
DNA 2 DNA 2 -
Celkovy objem 25 Celkovy objem 250

Ptiprava PCR reakce probihala v laminarnim boxu. Nejdfive jsem si z mraziciho boxu
vyndala potiebné reagencie a nechala je rozmrazit. Do chladiciho stojanku jsem si
ptipravila 0,2 pl mikrozkumavky, které jsem si oznacila identifikacnimi ¢isly vzorkd a
jsednu mikrozkumavku jsem ur¢ila pro negativni kontrolu. Pfipravila jsem si jednu
zkumavku o objemu 1,5 ml, do které jsem pfipravila reakéni mix pro pfislusny pocet
vzorku. Nejdfive jsem ptepocitala objem reagencii pro 1 reakci (viz tab. 5) na pfislusny
pocet vzorkl, které jsem zpracovavala. Rozmrzlé reagencie jsem zvortexovala a
zcentrifugovala a nésledné po 23 pul rozpipetovala do oznacenych mikrozkumavek. Vzorky
DNA jsem pted pouZzitim zvortexovala a sto¢ila na minicentrifuze. V ptipad¢, Ze vzorky
DNA byly uchovany v mrazicim boxu, bylo potieba je pfedem nechat rozmrazit a
zvortexovat a stocit. Nasledné jsem do mikrozkumavek piidala 2 pl odpovidajiciho vzorku
DNA. K negativni kontrole jsem pfidala 2 pl vody. Vyslednou smés reakéniho mixu a
DNA, ktera méla vysledny objem 25 ul jsem zvortexovala a zcentrifugovala. Zkumavky,
které jsem takto pfipravila, jsem umistila do termocycleru (MultiGene™ OptiMax Termal
Cycler). Na termocycleru jsem zvolila pfedem nastaveny PCR reakéni protokol pro gen

IFITM3, ktery jsem shrnula v tabulce 9.
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Tabulka 9: Reakcni protokol PCR reakce.

Krok programu Denaturace Amplifikace Melting Chlazeni
Pocet cykla 1 35 1 1
Cilova teplota (°C) 95 95 60 72 72 4
Doba extenze 00:03:00 00:00:30 00:00:45 00:01:00 00:05:00 -

4.6 Gelova elektroforéza

Produkty PCR bylo potieba zkontrolovat pomoci gelové elektroforézy. Diky gelové
elektroforéze je mozné ovétit, zda PCR produkty maji odpovidajici délku 325 bp. Pro tuto

metodu je nutné si nejprve pripravit 4% agardzovy gel.
4.6.1 Priprava gelu

Pied provedenim samotné elektroforézy jsem si pfipravila 4% agardzovy gel. Seznam

reagencii je shrnut v tabulce 10.

Tabulka 10: Prehled pouzitych reagencii pro pripravu gelu.

Reagencie Podminky skladovani
TBE pufr RT
Agar6zové tablety RT
Barva EIiDNA™ PS GREEN RT

Do elektroforetické formy jsem umistila hiebeny pro vytvofeni budoucich jamek pro
vzorky. Do plastové kadinky jsem si odlila 50 ml pfedem ptipraveného 1xTBE pufru a
k nému jsem piidala 4 agardzové tablety. Tablety jsem nechala rozpustit. Kadinku jsem
umistila do mikrovInné trouby, ve které jsem cca 3 minuty ohfivala roztok pfi maximalnim
vykonu. Pfi ohfevu jsem pozorovala a kontrolovala obsah kadinky, aby mi pfi vybublani
neptetekl jeji obsah, v pfipadé¢ potieby jsem kadinku vyndala z mikrovinné trouby a
krouzivym pohybem promichala jeji obsah. Po provateni jsem tento prithledny gelovy
roztok nechala mirn& zchladnout a poté jsem pridala 15 pl fluorescenéni barvy ENDNA™
PS GREEN. Do pfedem pfipravené formy jsem nalila hotovou smés a Spachtli¢kou jsem
odstranila veskeré bubliny, které by mohly negativn€ ovlivnit pritb¢h elektroforézy. Po

ztuhnuti gelu jsem zng vyndala hiebeny. Gel jsem umistila do elektroforetické vany
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s 1IXTBE pufrem, kterého jsem dolila tolik, aby byl gel cely ponofeny. Schéma gelové

elektroforézy je znazornéno na obrazku 9.
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Obrazek 9: Schéma gelové elektroforézy (prevzato z

https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz).
4.6.2 Aplikace vzorkii na gel
Seznam pouzitych reagencii pro pribéh gelové elektroforézy je uveden v tabulce 11.

Tabulka 11: Prehled reagencii pouzitych pro gelovou elektroforézu.

Reagencie Podminky skladovani

FastGene® 100 bp DNA Ladder H3 RTU RT

Aby bylo mozné odecist velikost PCR produktt, jsem do prvni jamky gelu, ktery byl
umistény v elektroforetické vané, napipetovala 5 ul markeru FastGene® 100 bp DNA
Ladder H3 RTU. Vzorky jsem napipetovala do dalSich jamek po 5 ul. Elektroforéza
probihala po dobu 15 minut pfi 135 V. Poté byl gel pienesen na UV detekéni systém
(FastGene® GelPic LED Box), kde jsem provedla kontrolu PCR produktd. Ocekavana
délka PCR produktu byla 325 bp. V ptipadé potieby jsem gel vratila zpét do
elektroforetické vany, kde jsem nechala probihat elektroforézu jesté nékolik minut. Pomoci
detek¢niho systému jsem gel vyfotila a jeho fotografii ulozila na pamétovou kartu. Piiklad

vyfoceného gelu je uveden na obrazku 10.
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MARKER VZOREK

500bp —>

Obrdazek 10: Priklad detekce PCR produktu amplifikovaného genu IFITM3 na gelu.
Na gelu vidime hmotnostni marker s definovanymi délkami jednotlivych fragmentii

a PCR produkt o velikosti 325 bp.

4.7 Sekvenace

Analyza polymorfisma v genu IFITM3 byla provedena metodou ptime sekvenace PCR
produktii. Sekvenace byla realizovan formou sluzby firmou SEQme s.r.o. Firma SEQme

vyuziva sekvenatory od firmy Applied Biosystems.

Je dulezité produkty pied sekvenovanim piecistit, abychom odstranili zbytky kratkych
sekvenci, primert a nevyuzitych nukleotidi. Pokud bychom tento krok vynechali, ptimésy
by negativné ovliviiovaly proces sekvenovani. Firma SEQme s.r.0. vyZaduje pro sekvenaci
useku 0 velikosti < 500 bazi mnozsvi 50 ng precisténého PCR produktu a 25 pmol

ptislusného primeru v celkovém objemu 10 pl.

Ke vzorku vzdy ptidavame pouze jeden z primeri, ktery zvolime podle potieby. Pokud je
potieba vzorek osekvenovat z obou stran, je nutné stejny PCR produkt sekvenovat
z forward i reverse primeru ve dvou oddélenych reakcich. V ptipad¢ genu IFITM3 staci
pfidavat pouze reverse primer. Proto byla pro kazdy vzorek pfipravena a odesldna

k sekvenaci pouze jedna zkumavka.
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4.7.1 Precisténi PCR produktu

Pro precisténi PCR produktu jsem pouzila kit SAP-Exo DNA Cleanup dle doporuéeni
vyrobce Jena BioScience, Tento Kit obsahuje dva hydrolytické enzymy, rekombinantni
alkalickou fosfatdzu (rSAP) a exonukleazu I (Exo I). Tyto enzymy zajistuji defosforylaci
dNTP a degradaci zbytkovych primert. Reagencie pouzité k precisténi PCR produktu jsou

uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Seznam pouzitych reagencii pro precisténi PCR produktu.

Reagencie Podminky skladovani

SAP-Exo DNA Cleanup Jena BioScience -20 °C

Pro kazdy PCR produkt jsem si pfipravila 0,2 ml mikrozkumavky, které jsem stejné jako
v predchozich krocich popsala identifikaénimi ¢isly vzorkd. Do mikrozkumavky jsem
napipetovala 2 pul PCR produktu a 5 ul SAP-Exo DNA Cleanup reagentu. Zkumavky jsem
nechala stoCit na centrifuze a nasledn¢ je umistila do termocycleru a spustila ptisluSny

reak¢ni protokol uvedeny Vv tabulce 13.

Tabulka 13: Reakcni protokol pro precisteni PCR produktu.

Krok programu Degradace primeri a )
Inaktivace reagentu Chlazeni
nukleotidi
Cilova teplota (°C) 37 80 4
Doba extenze 00:10:00 00:10:00 -

4.7.2 Priprava vzorki pro sekvenaci

Jesté pred tim nez je precisteny PCR produkt odeslan na sekvenaci do firmy SEQme s.r.o.,
musi byt pfipraven dle instrukci firmy SEQme s.r.o. Je nutné k vzorkiim o poZadované
koncentraci ptidat ptislusny primer a vodu. V ptipadé genu IFITM3 byl pouzit reverse

primer. Reagencie, které jsem pouzila, jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Seznam pouzitych reagencii pro pripravu vzorku pro sekvenaci.

Reagencie Podminky skladovani
Deionizovana voda RT
IFITMS3 reverse primer (20 pmol) -20 °C
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Do laminarniho boxu jsem si pfipravila 0,2 ml mikrozkumavky, které jsem si opét oznacila
identifika¢nimi ¢isly vzorki. Protoze pruhy na gelu pti gelové elektroforéze byly vétSinou
dobfe viditelné, stacilo zvolit mensi mnozstvi reagencii. Pro kazdy vzorek jsem pouzila 8,5
ul injek¢ni vody, 0,5 ul reverse primeru a 1 pl PCR produktu. Vysledny objem reakce byl
10 ul. Sekvenovani firmou SEQme s.r.o. bylo velmi rychlé a vysledky sekvenace byly

dodany do dvou pracovnich dni.

4.7.3 Vyhodnoceni sekvenacnich reakci

Pomoci freewarového programu Chromas jsem mohla v pocitaci analyzovat vysledné
sekvenacni reakce. Pro hodnoceni jsem nejprve pievedla vysledné sekvence na reverzni
komplementarni sekvence (ptikaz reverse + complement). V programu jsem vymazala
neCitelné Sumy ze zacatku a konce kazdé sekvence, tu jsem nasledné prohlédla a
zkontrolovala z hlediska ¢itelnosti. Soubor jsem exportovala a ulozila ve formatu FASTA.
Takto upravené sekvence jsem mohla porovnat s genovou databazi NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Sekvence jsem porovnavala pomoci nastroje BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Zadny z vySetfovanych jedincti nemél mutace na
jinych mistech genu, neZ v analyzovanych polymorfismech rs34481144, rs1336853 a
rs12252, tyto sekvenacni shody a zjisténé genotypy jsem zaznamenala do tabulky 22
v piiloze 1. Na obrazcich 11, 12, 13, 14 a 15 jsou uvedeny sekvence elektroforetograma,
v nichz jsou uvedenypiiklady vysledkt sekvenace v polymorfismech genu IFITM3 pro
vsechny haplotypy, které se v analyzované skupiné vyskytovaly. V ¢ervenych rameccich
jsou vyznaceny obklopujici sekvence a Sipkou jsou oznaceny konkrétni pozice. Mezi 70 bp
a 80 bp lezi polymorfismus rs34481144, ktery se vyskytuje mezi triplety ACC a CCG.
Misssence polymorfismus rs1136853 se vyskytuje kolem 100 bp mezi triplety TCA a
ACT. Posledni polymorfismus vyskytujici se v délce 140 bp, je rs12252 a nachazi se mezi
triplety CAG a GGC.
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Obrazek 11: Vysledek sekvenace ukazujici pritomnost alel GIA, CIAa TIC
v polymorfismech rs34481144, rs1136853 a rs12252 (zdroj: viastni).
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Obrdzek 12: Vysledek sekvenace ukazujici pritomnost wild type alel G/G, C/C a T/T
v polymorfismech rs34481144, rs1136853 a rs12252 (zdroj: viastni).
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Obrazek 13: Vysledek sekvenace ukazujici pritomnost alel A/A, C/C a T/T
v polymorfismech rs34481144, rs1136853 a rs12252 (zdroj: viastni).
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Obrazek 14: Vysledek sekvenace ukazujici nejcastéjsi haplotyp ve vysetrované skupiné
G/A, C/C a T/T v polymorfismech rs34481144, rs1136853 a rs12252 (zdroj: viastni).
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Obrazek 15: Vysledek sekvenace ukazujici pritomnost alel G/G, C/A a T/C v
polymorfismech rs34481144, rs1136853 a rs12252 (zdroj: viastni).
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5 Vysledky

Pro experimentalni cast mé bakalarské prace jsem pouzila vybrany soubor pacientl
z genetické laboratoie GENLABS s.r.0. V obdobi od biezna 2018 do konce roku 2021 bylo
Vv této laboratofi analyzovano celkem 110 vzokd na pfitomnost polymorfismi rs34481144,
rs1136853, rs12252 v genu IFITM3. Z tohoto poctu respondentli bylo 70 Zen a 40 muzi
(ptiloha 1; tabulka 22).

5.1 Zjisténé varianty v genu IFITM3

Celkem bylo analyzovano 110 sekvenacnich reakci a byly vyhodnoceny jednotlivé
genotypy pro vybrané SNP. Soubor byl zhodnocen celkové a v dalsi fazi jsem tento soubor
rozdélila na dvé skupiny klientd, bez diagnézy (prevazné dospéli klienti; soubor 1) a détsti
pacienti s diagnézou typu ADHD, PAS apod. (soubor 2; tabulka 23). Rozdé&leni

analyzovaného souboru podle stavu pacienta je uvedeno v tabulce 15.

Tabulka 15: Rozdéleni analyzovaného souboru podle stavu pacienta.

Soubor Pacientova diagnéza Pocet vzorki Tabulka
Soubor 1 Pacienti bez diagnozy 83 Tabulka 22
Soubor 2 Pacienti s diagnézou 27 Tabulka 23

Soubor 1 + 2 Vsichni pacienti 110 Tabulka 22

V souboru vSech respondentii bylo zjisténo celkem 26,36 % pacientl, kterym nebyla
zjiSténa Zadna mutace v tomto genu a méli haplotyp TTCCGG. Nej€etnéjsi haplotyp v této
skupiné byl TTCCGA, celkem 51,82 % respondenti mélo variantni alelu G/A
v polymorfismu rs34481144. Dalsi skupina 17,27 % pacientd méla haplotyp TTCCAA, u
nich se vyskytovala homozygotni variantni alel A/A. Jen 1,82 % respondentti mélo vysoce
variantni haplotyp pro vSechny sledované alely: TCCAGA (variantnim heterozygoti T/C
pro rs12252, variantni heterozygoti C/A pro rs1136853 a variantni heterozygoti pro
rs34481144 G/A). Poslednim nalezenym haplotypem, byl haplotyp TCCAGG zastoupen v
2,73 % pripadl. Tito respondenti méli variantni alelu T/C v rs 12252 a C/A v rs1136853.
Jednotlivé cCetnosti haplotypti jsou uvedeny v tabulce 16 a graficky zndzornény na
obrazku 16.
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Tabulka 16: Tabulka cetnosti haplotypii pro SNP rs34481144, rs1136853 a rs12252 genu
IFITM3 v souboru 1 + 2, variatni alely jsou oznaceny cervene.

Haplotyp Pocet Procentualni zastoupeni Riziko

TTCCGG 29/110 26,36% Bez rizika.
TTCCGA 57/110 51,82% Mirné riziko, 1 variantni alela.
TTCCAA 19/110 17,27% Vysoké riziko, 2 variantni alely.
TCCAGG 3/110 2,73% Vysoké riziko, 2 variantni alely.
TCCAGA 2/110 1,82% Vysoké riziko, 3 variatni alely.

RozloZeni haplotypu

u TTCCGG; 26,36 %
mTTCCGA; 50,91 %
TTCCAA; 17,27 %
ETCCAGA; 1,82 %
mTCCAGG; 2,73 %

Obrazek 16: Rozlozeni jednotlivych haplotypu pro SNP rs34481144, rs1136853 a rs12252
genu IFITM3 v souboru 1 + 2 (vsichni testovani jedinci).

Po odstranéni pacientd s autismem ze zakladniho souboru, bylo mozné spocitat cetnosti
genotyptl u pacientii bez neurologického onemocnéni (soubor 1). V tomto souboru se
vyskytovalo 26,51 % haplotypem TTCCGG, kterym nebyla zjisténa zadna variantni alela. |
vV tomto pfipadé byl haplotyp TTCCGA nejcetngjsi a vyskytoval se u 53,01 % pacientd.
Treti nejpocetnéjsi haplotyp TTCCAA mélo 14,46 % pacientd. Variantni alelu
v rs34481144 C, rs1136853 A i rs12252 A Vv heterozygotnim stavu mélo 2,41 % pacient
s haplotypem TCCAGA. Haplotyp TCCAGG byl zastoupen u 3,61 % pacientl. Tyto

cetnosti genotyptl jsou uvedeny v tabulce 17 a graficky znazornény na obrazku 17.
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Tabulka 17:Tabulka cetnosti haplotypii pro SNP rs34481144, rs1136853 a rs12252
genu IFITM3 v souboru 1 (pacienti bez neurologické diagnozy),
variatni alely jsou oznaceny cCervené.

Haplotyp Pocet Procentualni zastoupeni Riziko

TTCCGG 22/83 26,51% Bez rizika.
TTCCGA 44/83 53,01% Mirné riziko, 1 variantni alela.
TTCCAA 12/83 14,46% Vysoké riziko, 2 variantni alely.
TCCAGG 3/83 3,61% Vysoké riziko, 2 variantni alely.
TCCAGA 2/83 2,41% Vysoké riziko, 3 variatni alely.

RozloZeni haplotypu

B TTCCGG; 26,51 %
mTTCCGA; 53,01 %
TTCCAA; 14,46 %
BETCCAGA; 2,41 %
mTCCAGG; 3,61 %

Obrazek 17: RozlozZeni jednotlivych haplotypii pro SNP rs34481144, rs1136853 a rs12252
genu IFITM3 v souboru 1.

V druhém analyzovaném souboru byli testovani pievazné détsti pacienti s autismem i
jinymi neurologickymi poruchami. Diagnozy téchto pacienti jsou uvedeny v tabulce 23
v piiloze 2. Tabulka 23 obsahuje identifika¢ni ¢islo pacienta, které odpovida cislu
z tabulky vsech vySetfovanych pacientid (pfiloha 2, tabulka 23), dale pohlavi pacienta,
diagnozu a genotypy pro polymorfismy rs34481144, rs 1136853 a rs12252.

V této skupiné se bylo 25,93 % pacientii bez variatni alely, ktefi méli haplotyp TTCCGG.
Genotyp TTCCGA byl i v této skupiné nejpocetnéjsi a vyskytoval se u 48,15 % jedincu.
Poslednim vyskytujicim se haplotypem ve skupiné pacienti s autismem byl v 25,93 %
haplotyp TTCCAA. Dalsi haplotypy se v tomto souboru nevyskytovaly. Cetnosti genotypt

pacientt s autismem. Jsou uvedeny v tabulce 18 a graficky znazornény na obrazku 18.
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Tabulka 18: Tabulka cetnosti haplotypii SNP rs34481144, rs1136853 a rs12252 genu
IFITM3 v souboru 2 (pacienti s autismem).

Haplotyp Pocet Procentualni zastoupeni Riziko

TTCCGG 1127 25,93 % Bez rizika.

TTCCGA 13/27 48,15 % Mirné riziko, 1 variantni alela.

TTCCAA 7127 25,93 % Vysoké riziko, 2 variantni alely.
RozloZeni haplotypu

m TTCCGG; 25,93 %
mTTCCGA; 48,15 %

uTTCCAA; 25,93 %

Obrazek 18: Rozlozeni jednotlivych haplotypu pro SNP rs34481144, rs1136853 a rs12252
genu IFITM3 v souboru 2.

5.2 Frekvence jednotlivych genotypii v souboru 1 + 2

Ze vsech vyhodnocenych dat jsem posuzovala frekvence genotypi pro jednotlivé
polymorfismy. V analyzovaném souboru vSech vySetiovanych pacientt (soubor 1 + 2) byla
pro polymorfismus rs34481144 zjisténa frekvence alel wild type homozygoti G/G u
celkem 29,09 % pacientd. Dalsich 52,73 % pacienti bylo urCenych jako variantni
heterozygoti G/A a frekvence alel variantnich homozygoti A/A se vyskytovala u 17,27 %
pacientll. Frekvence alel a jejich procentudlni zastoupeni je uvedeno v tabulce 19 a

graficky zndzornéno na obrazku 19.

Tabulka 19: Tabulka frekvence genotypii pro rs 34481144 genu IFITM3 v souboru 1 + 2,

Procentualni
Polymorfismus Alela Pocet
zastoupeni
GG 32 29,09
rs34481144 GA 59 52,73
AA 19 17,27
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Pro polymorfismus rs1136853 byla zjisténa frekvence alel wild type homozygoti C/C
celkem u 94,55 % respondentii. V souboru pacienti laboratoie se vyskytlo 4,55 %
variantnich heterozygoti C/A. Homozygotni jedinci A/A se Vtestovaném souboru
nevyskytovali. Frekvence alel a jejich procentualni zastoupeni je uvedeno v tabulce 20 a

graficky zndzornéno na obrazku 19.

Tabulka 20: Tabulka frekvence genotypii pro rs 1136853genu IFITM3 v souboru 1 + 2,

Procentualni
Polymorfismus Alela Pocet
zastoupeni
CC 104 94,55
rs1136853 CA 5 4,55
AA 0 0

Pro polymorfismus rs12252 byla zjisténa frekvence alel wild type homozygota T/T
celkem u 94,55 % pacientt, rekvence variantnich heterozygoti T/C u 5,45% pacientt,
homozygotni jedinci AA se v analyzovaném souboru nevyskytovali. Frekvence alel a
jejich procentuadlni zastoupeni je uvedeno v tabulce 21 a graficky znazornéno na

obrazku 19.

Tabulka 21: Tabulka frekvence genotypii pro rs 12252 genu IFITM3 souboru 1 + 2.

) Procentualni
Polymorfismus Alela Pocet
zastoupeni
TT 104 94,55
rs12252 TC 6 5,45
CcC 0 0
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Obrazek 19: Grafické zndzornéni frekvenci jednotlivych genotypii pro polymorfismy
rs34481144, rs1136853 a rs12252 genu IFITM3 v testovaném souboru 1 + 2.

5.3 Dotaznikové Setieni

U pacientit vySetfovanych na polymorfismy v genu IFITM3 bylo provedeno dotaznikové
Setfeni, ve kterém bylo respondentim polozeno celkem 12 otazek. Struktura dotazniku je
uvedena v priloze 3, obrazek 26. Toto Setfeni bylo provedeno pomoci internetového
serveru SURVIO. K identifikaci pacienta slouzila prvni otdzka. Zbylych 11 otdzek se
tykalo pribéhu prodélanych virovych onemocnéni typu sezonni chiipka a Covid-19,
ockovani atd. Z celkového poc¢tu 110 oslovenych pacientd se podafilo ziskat celkem 35
vyplnénych dotaznikl. Nasledujici ¢ast bude zamétfena na vyhodnoceni a rozbor vysledki
dotaznikového Setfeni. Z dlivodu malého poctu respondentii nebylo mozné ziskana data

statisticky zhodnotit.

V ptipad¢ otazek ohledné virového onemocnéni sezonni chiipky se v grafech neukazala
zadna zajimava data, jelikoz vétSina respondentt tvrdila, Ze sezonni chiipku neprodélala. U
virového onemocnéni Covid-19 to bylo zajimavéjsi, protoze vSichni odpovidajici jedinci
diky ploSnému testovani védéli, zda toto onemocnéni prodélali nebo ne. Jednotlivé
ptiznaky prubéhu onemocnéni Covid-19 jsou procentudlné zaznamenany v grafu na

obrazku 24. Dokonce se u né&kterych jedincl projevily 1 pfiznaky postinfekéniho
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syndromu, nejcastéji to byly poruchy soustfedéni, inava a celkova slabost. Ptiklady

hodnoceni jednotlivych odpovédi jsou uvedeny na obrazcich 20 — 25.

2. Prodélal/a jste sezénni chfipku?

82,9%

171%

Obrazek 20: Grafické znazornéni odpovédi na druhou otdazku dotaznikového Setieni

(zdroj: https://www.survio.com/cs/).

3. Jak zavazny byl prdbéh sezénni chiipky?

@ neprodsialfajsem ...
@  Stiedné tézky (bol..
Lehky (bolest svald...

Tézky (vysoks hor...

Obrazek 21: Grafické znazornéni odpoveédi na treti otazku dotaznikového sSetieni

(zdroj: https://www.survio.com/cs/).
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8. Prodélal/a jste onemocnéni Covid-19?

® ano

Ne

Obrazek 22: Grafické zndzornéni odpovédi na osmou otdzku dotaznikového Setieni
(zdroj: https://www.survio.com/cs/).

9. Jak zdvazny byl prib&h onemocnéni Covid-19?

@ Lenky
@ Neprodélal/a jsem ..
Stiedné tezky

Tézky

Obrazek 23: Grafické zndzorneni odpovédi na devatou otdazku dotaznikového Setieni
(zdroj: https://www.survio.com/cs/).

10. Jak v vas probihalo onemocnéni Covid-19?

19,4%

15,3%
139%  13,9%
9,7% 9,7% 97%
6,9%
1,4%
0% 0%

Obrazek 24: Grafické znazornéni odpovedi na desdtou otazku dotaznikového Setreni
(zdroj: https://www.survio.com/cs/).
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11. Trpite postinfekénim syndromem?
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Obrazek 25:Grafické zndazorneéni odpovédi na jedendactou otazku dotaznikového Setieni
(zdroj: https://www.survio.com/cs/).
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6 Diskuze

Jednonukleotidové polymorfismy genu IFITM3 jsou povazovany za kliCové faktory
antivirové kapacity a mohou modulovat uroven exprese nebo integritu proteinu IFITM3
(Yanéz et al., 2020). Tyto polymorfismy jsou také spojovany s protilatkovou odpovédi na
vakcinu proti chfipce a mohou branit infekci bunék (Lei et al., 2020). Genetické
polymorfismy jsou definovany jako vyskyt vice alel v lokusu a mohou se projevit ve
struktute a funkci proteinu. V nasi populaci neni dostate¢n¢ prozkoumano genetické riziko
ovliviiyjici pritbéh virovych onemocnéni, coz by se podle mého ndzoru mélo zménit a

tomuto genu by mélo byt vénovano vice pozornosti.

V genu IFITM3 bylo detekovano celkem tfinact polymorfismt, z nichz pro sedm jiz byly
provedeny vyzkumy (David et al., 2018). Frekvence variatni alely A v SNP rs34481144 je
v asijské a africké populaci témét nulova. Naopak v evropské populaci se frekvence alel
AJA vyskytuje u 22 %. Kombinace alel G/A se nejvice vyskytuje v evropské populaci, a to
u 49 % jedinci. Podobné frekvence genotypu G/A jsme zaznamenali i v naSem souboru
(52,73 %). Pritomnost genotypu G/A je v Asii 0 % a v Africe 10 %. Frekvence vyskytu
alel G/G v rs34481144 je v Evrop¢ piekvapivé nizka a tento genotyp byl detekovan u 29
%, stejn¢ jako v nasem souboru (29,09 %). Naopak v africké a asijské populaci se jeho
vyskyt pohybuje od 90% do 100 % (David et al., 2018). V Americe je zaznamenan také
vyssi vyskyt genotypu rs34481144 G/G (Wellington et al., 2019). Genotyp A/A se v nasem
souboru vyskytoval u 17 % pacientl, v Evropké populaci je zastoupen u 22 %
(David et al., 2018).

Rs12252 je nejvice prostudovanym jednonukleotidovym polymorfismem, protoze je ¢asto
spojovan s vaznymi nasledky infekce viru chiipky A. Z vyzkum vyplyva, Ze variantni
genotyp zpisobuje neschopnost inhibovat infekei virem chiipky A (Everitt et al., 2012).
Everitt et al., 2012 ve své studii uvadi, ze homozygotni genotyp C/C a heterozygotni
genotyp C/T maji vyznamné vyssi frekvenci v asijské nez v evropské populaci. Toto
tvrzeni potvrzuje vyzkum David et al. (2018), ktery uvadi 30% vyskyt genotypu C/C
v Asii, asi 6% vyskyt v africké populaci a nulovy vyskyt v Evropské populaci. Pro genotyp
C/T je uvedena frekvence v Asii 38 % a v Evropé pouze 7 %. V Africe se tyto alely
vyskytuji u 36 % (David et al., 2018). V Americe je stejné jako v Evropé nejvyssi vyskyt
genotypu T/T (Wellington et al., 2019), v Evropé je to konktrétné 93 %. V africe se tyto
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alely vyskytuji u 36 % jedinct. Velmi podobné frekvence genotypti jsme detekovali i
V nasem souboru (94,55% TT; 5,45% TC a 0% C/C).

Vyskyt genotypu A/A vrs1136853 je ve vSech populacich studie Davit et al. (2018)
nulovy. Pro genotyp A/C je frekvence vyskytu 4 % v Evropé, 12 % v Africe a v Asii se
tato varianta nevyskytuje. Vyskyt wild type genotypu C/C je v Asii 100 %, v evropské
populaci se vyskytuje u 95 % a v Africe u 87 % jedincu (David et al., 2018). I pfes to, ze
se vysledky populaéni genetiky vyzkumu Wellington et al., 2019 o par procent li§i od
vysledkii David et al. 2018, je mozné vyvodit stejné zavéry. V ptipadé rs1136853 jsme
V nasem souboru opét zaznamenali velmi podobné frekvence genotypti (CC v 94,55 %;
CA V455 % a AA v 0 % piipadech). Vysledné frekvence vsech testovanych genotypt
V nasem souboru téméf presné odpovidali publikovanym popula¢nim studiim. Jiné mutace
nebo polymorfismy smoznym funkénim vlivem na produkci ezymu IFITM3 se

v analyzované ¢asti genu nevyskytovali ani u jednoho pacienta.

Cilem mé bakalarské prace bylo pomoci metod molekularni biologie vysetfit zastoupeni
haplotypu a genotypové frekvence vySetfovanych polymorfismi u pacientl genetické
laboratore GENLABS s.r.o. Pro tuto praci bylo pomoci PCR reakce a metody Sangerovy
sekvenace zpracovano 110 vzorku, z nichz se u 27 pacientli vyskytoval autismus nebo jina
neurologicka porucha. Vysledné genotypy pro jednotlivé SNP jsem pievedla na haplotypy,
Z ditvodu lepsiho pochopeni soubézného vyskytu vice variantnich alel, které mohou funkci
genu IFITM3 ovliviiovat komplexn€. V celém analyzovaném souboru se vyskytovalo 5
raznych haplotypt. Ve vSech souborech byl nejvice zastoupen haplotyp TTCCGA, druhy
nejcastejsi byl wild type haplotyp TTCCGG. Haplotyp TTCCAA mélo 17,27 % pacient.
Haplotypy TCCAGA a TCCAGG byly zastoupeny ve vSech souborech nejméné. Pies maly
pocet pacientd v souboru 2 — dé&tsti pacienti s neurologickou diagndzou se objevily
zajimavé vysledky. U autistickych pacientii se nevyskytovaly genotypy TTCAGA,
TCCAGA a TCCAGG, ale byl zde vyznamnéji zastoupen haplotyp TTCCAA (25,93%) se
dvémi variantnimi alelami a vysokym rizikem pro tézky prub¢h virovych onemocnéni, coz

muze souviset s jejich diagnézou autismu.

Pfes maly pocet respondenti (pouze 35), jsem se pokusila zpracovat vyse uvedené
dotaznikové Setfeni, které melo byt zaméfeno na souvislost polymorfisma genu IFITM3
s prubéhem virovych onemocneni. V ramci vyhodnoceni odpovédi z dotaznikd jsem

zjistila, ze pacienti, ktefi se nechali oCkovat proti onemocnéni Covid-19, toto onemocnéni
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neprodélali anebo méli pouze lehky prubéh. Vliv jednotlivych genotypt nebo piimo
haplotypti na pribéh virovych onemocnéni nebylo mozné hodnotit pro maly pocet

odpovédi.

Vysledky ziskané v praktické ¢asti této prace zcela odpovidaji jinymi svétovymi studiim,
ze kterych jsem Cerpala data nejen pro porovnani frekvenci jednotlivych genotypu, ale i
pro vypracovani teoretické casti této prace. Gen IFITM3 a jeho geneticka variabilita by
mély byt dale zkoumany, nejen protoze do zna¢né miry svymi mechanismy ovliviuje
prubéh virovych, ale zfejmé I neurologickych a dalSich onemocnéni. Vyznam genetické
analyzy tohoto genu by mohl spocivat piedev§im v lepsi ochrané predisponovanych
jedinct a také ve vybéru vhodnych preventivnich opatieni, pfedev§im v obdobi virovych

epidemii ¢i pandemii.

58



7 Zavér
Jednim z cilt mé bakalaiské prace bylo vypracovat odbornou reSersi tykajici se struktury,
funkce a klinického vyznamu genu IFITM3 a jeho nejvyznamngj$ich polymorfisma.

Vybrané polymorfismy mohou zdsadné ovlivnit pribeh virového onemocnéni. Tato reSerSe

je zpracovana v ramci uvodu a teoretické Casti této bakalarské prace.

V praktické ¢asti byl analyzovany soubor (110 pacientd) otestovan metodou PCR a
nasledn¢ osekvenovan Sangerovym sekvenovanim. Diky této metodé bylo mozné
vyhodnotit jednotlivé genotypové frekvence ve vysetfovanych polymorfismech. VSechny
sekvenacni reakce byly hodnotitelné u vSech pacientl byly ziskany genotypy i haplotypy
pro tf1 vybrané SNP. Nasledné bylo zjisténo procentudlni zastoupeni genotypt/haplotypi a
vysledna data byla porovnana s jinymi popula¢nimi daty, kdy byla nalezena pritkazna
shoda v genotypovych frekvencich ve vSech polymorfismech. Pacienti byli také
retrospektivné pozadani o vyplnéni on-line dotazniku. Dotaznikového Setfeni se zucastilo
pouze 35 respondenti a ptoto nebylo mozné statisticky zhodnotit dotaznikova a tomu
odpovidajici geneticka data, kterd by ndm pomohla objasnit vliv genovych polymorfism

na tézky pribéh virovych onemocnéni.

Na zavér je tfeba podotknout, ze vysetfeni genu IFITM3 nepatii mezi rutinni vySetfeni,
jelikoz mechanismy omezeni virG timto genem musi byt jeSté pln¢ objasnény. Jsem
zastancem toho ndzoru, ze by tomuto genu a jeho polymorfismim méla byt vénovana vétsi
pozornost, ackoli mutace v polymorfismech tohoto genu maji stale nejasny diagnosticky

vyznam a jsou pfedmétem mnoha studii.
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8 Prilohy

Priloha 1; Tabulka 22:
Tabulka pacientii genetické laboratore GENLABS s.r.o. vysetfenych na polymorfismy
v genu IFITM3 a jejich zjistené haplotypy.

pacient | Pohlavi rs12252 rs1136853 rs34481144 | Sekvenéni
wtT/mut C wtC/mutA wtG/mutA shoda
1 Z TT ccC GA 99%
2 Z TC CA GA 99%
3 Z TT ccC GA 99%
4 Z TC ccC GA 99%
5 7 TT cc GG 99%
6 Z TT cc GG 99%
7 Z TT cc AA 99%
8 Z T cc GA 99%
9 Z TT cc GA 99%
10 Z TT cc AA 99%
11 V4 TT cc GA 99%
12 Z TT cc AA 99%
13 Z TT cc GA 99%
14 V4 TT cc GA 99%
15 M TT cc GA 99%
16 Z TC CA GG 99%
17 Z TT cc GG 99%
18 Z TT cc GG 99%
19 Z TT cc GA 99%
20 7 TT cc GA 99%
21 Z TT cc GA 99%
22 Z TT cc GA 99%
23 7 TT CA GA 99%
24 Z TC CA GG 99%
25 Z TT cc GG 99%
26 7 TT cc GA 99%
27 M TT cc GG 99%
28 Z TT cc GA 99%
29 7 TT cc GA 99%
30 Z TT cc GA 99%
31 M TT cc GG 99%
32 M TT cc GA 99%
33 M TT cc GA 99%
34 M TT cc GA 99%
35 M TT cc GA 99%
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36 M TT cc GG 99%
37 M TT cc GA 99%
38 Z TT ccC GA 99%
39 M TT cc GG 99%
40 7 TT cc GA 99%
41 Z TT ccC GG 99%
42 7 TT cc GA 99%
43 M TT cc GG 99%
44 Z TT ccC GA 99%
45 7 TT cc AA 99%
46 M TT cc GG 99%
47 Z TT ccC GA 99%
48 M TT cc GA 99%
49 Z T cc AA 99%
50 Z TT cc GG 99%
51 M TT cc GA 99%
52 7 TT cc GG 99%
53 M TT cc GG 99%
54 Z T cc GA 99%
55 M TT cc GA 99%
56 Z TT cc AA 99%
57 7 TT cc GG 99%
58 M TT cc GA 99%
59 Z TT cc GA 99%
60 Z TT cc GG 99%
61 7 TT cc GA 99%
62 Z TT cc GA 99%
63 Z TT cc GG 99%
64 7 TT cc GG 99%
65 M TT cc GA 99%
66 M TT cc AA 99%
67 7 TT cc GA 99%
68 Z TT cc GA 99%
69 M TT cc GA 99%
70 7 TT cc GA 99%
71 Z TT cc GA 99%
72 7 TT cc AA 99%
73 M TT cc GA 99%
74 Z TT cc GG 99%
75 7 TT cc GG 99%
76 7 TT cc AA 99%
77 Z TT cc GA 99%
78 M TT cc GG 99%
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79 Z TC CA GG 99%
80 7 TT cc GA 99%
81 Z TT cc AA 99%
82 M TT cc GG 99%
83 M TT cc GG 99%
84 Z TT cc AA 99%
85 7 TT cc GA 99%
86 M TT cc GA 99%
87 M TT cc GA 99%
88 Z T cc AA 99%
89 M TT cc GG 99%
90 Z TT cc GA 99%
91 Z T cc AA 99%
92 M TT cc GA 99%
93 Z TC CA GA 99%
94 Z T cc AA 99%
95 M TT cc GG 99%
96 Z TT cc GA 99%
97 M TT cc AA 99%
98 M TT cc AA 99%
99 M TT cc AA 99%
100 Z TT cc GG 99%
101 M TT cc AA 99%
102 V4 TT ccC AA 99%
103 M TT cc GA 99%
104 M TT cc GA 99%
105 Z TT ccC GA 99%
106 M TT cc GA 99%
107 M TT cc GA 99%
108 M TT cc GA 99%
109 M TT cc GG 99%
110 M TT cc GG 99%
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Priloha 2; Tabulka 23:

Tabulka autistickych pacientii genetické laboratore GENLABS s.r.o. vySetrenych na
polymorfismy v genu IFITM3 a jejich zjistené haplotypy. Tabulka obsahuje diagnozu a

popis stavu pacienta. Cisla pacientii odpovidaji ¢isliim z piilohy 1.

Pacient | Pohlavi | Diagnoza/stru¢ny popis stavu pacienta IFITM3 haplotyp
97 M ADHD, détsky autismus, regres po HEXA a MMR, TT/CCIAA
po fekalni transplantaci
98 M F-90, F-84, ADHD, ADD, vady fe¢i, ment. omezeni, poskozeni TT/ CCIAA
HEXA, MMR
66 M diagnéza nebyla k dispozici TT/CCIAA
72 Z diagnoza nebyla k dispozici TT/ CCIAA
99 M | détsky autismus, ADHD, po HEXA a MMR regres TT/ CCIAA
101 M ADHD, PAS, DY sfazie, SPD-sensory processing dysorder TT/ CCIAA
102 V4 diagnéza nebyla k dispozici TT/ CC/IAA
103 M II?AIK/II?QD, ADD, téZka forma autismu, poskozeni po vakcinaci TT/ CC/GA
48 M Fragilni X syndrom, ADHD, ADD TT/CCIGA
55 M ment. retardace, ADHD, ADD, poskozeni z HEXA TT/ CCIGA
104 M détsky autismus, ADHD, ADD, poskozeni HEXA, MMR TT/ CCIGA
71 V4 ADHD, dysfazie, vady fe¢i TT/ CC/IGA
73 M lehka forma ADHD TT/CCIGA
ADHD, détsky autismus, nemluvi, F-90, F-84,
86 M poskozeni po HEXA a MMR TT/CCIGA
87 M K}Ael\r/ll(g)ateralm syndrom, mentalni retardace, F-90, regres po TT/ CC/GA
92 M ADHD, Autismus, ment. retr., poskozeni po MMR TT/ CCIGA
105 V4 détsky autismus, ADHD, po HEXA a MMR regres TT/ CCIGA
106 M PAS, zpozdény vyvoj TT/CCIGA
107 M podezieni na PAS a ADHD TT/ CC/IGA
108 M diagndza nebyla k dispozici TT/CCIGA
63 z Détsky autismus, ADHD, nemluvi, histamin, Histony. TT/ CCIGG
82 M ADHD, détsky autismus, nemluvi, F-90, F-84 TT/ CCIGG
83 M mentalni retardace, ADHD, nemluvi, gastro potiZe. TT/ CCIGG
89 M ADHD, détsky a}ltlsmus, regres po HEXA a MMR, tézka forma TT/ CC/GG
autismu, nemluvi
109 M diagndza nebyla k dispozici TT/ CCIGG
46 M NGS, détsky autismus, ADHD, neoc¢kovan TT/ CCIGG
110 M PAS, Yelke zazivaci potize, zpozdeény vyvoj, TT/ CC/GG
fekalni transplantace
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Priloha 3; Obrazek 26: Struktura dotazniku.

1 Prosim vypliite Vase jméno a pfijmeni:

|
2 Prodélal/a jste sezénni chripku?

Napovéda k otazce: Viderte jednu odpovéd

Omo O ne

3 Jak zavazny byl pribéh sezonni chfipky?

Napovéda k otazce: Viderte jedmu odpovéd

Neprodélal/a Lehky (bolest svald, Stiedné tézky (bolest svald, kloubd, Tézky (vysoke horecky, déle nez
jsem sezénni O kloubd, hlavy; ryma; O hlavy; inava; zvySena teplota; ryma; O tyden; kieCe; dusnost; silné

chfipku. kasel) kaSel) bolesti hlavy)

4 Nechavate se ockovat proti sezonni chfipce?

Napovéda k otazce: Viderte jednu odpovéd

O Ne O Ano - kazdy rok O Ano - ne kazdy rok
5 Jak u Vas probihalo onemocnéni sezdnni chfipky?

Népovéda k otazce: Viderte jednu nebo vice odpoved/

Neprodélal/a Bolest svalil a Ryma,
jsem sezénni D Unava |:| Kloubi D Bolest hlavy ucpany
chfipku nos
D Bolest v krku D Kadel I:l Dudnost D Zimnice/poceni/dehydratace D tZ:;lE;;a
Zafivaci potie (prijem ) . . ,
. i ) ! Onemocnéni Onemocnéni trvalo déle ne? Zanét
D Vysoké horecky D zvracem,ma%amost, D trvalo 5-7 dni D tyden priidulek
nechutenstvi)
. ’ . - Byl/a jsem
Zapal pli Zanét dut
D papic D anet dutin D hospitalizovan/a
6 Trpite postinfek¢nim syndromem?
Népovéda k otazce: Viderte jednu nebo vice odpovedi
D Neprodélal/a jsem [l NE D Kadel, dudnost a zadychavani D Zvysend nava a slabost
sezonni chfipku y Y
D Bolesti hlavy [l E?lzs;!kzada D Ztrdta tichu a/nebo chuti D Nespavost
uaniku
D Poruchy soustfedéni, D Uzkost a D Zativaci obtize (prdjem, Zhoreni stavajiciho onemocnéni
zapomnétlivost deprese 7acpa, nechutenstvi) (hypertenze, diabetes, ..)
D Jina.. ‘ l
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7 Jste oCkovan/a proti onemocnéni Covid-197

Napovéda k otazce: Vierte jednu odpovéd

O e O mo-1divka O ao-2davky O mo-3divy (O Ao - 4 divky

8 Prodélal/a jste onemocnéni Covid-19?

Napovéda k otazce: Viperte jedny odpovéd

O Ano O Ne

9 Jak zavazny byl priibéh onemocnéni Covid-19?

Napovéda k otazce: Viperte jedny odpovéd

O Neprodélalajsem Covid-19 (O Letky O stredntezy () Teéiky

10 Jak u vas probihalo onemocnéni Covid-19?

Napovéda k otazce: Viderte jednu nebo vice odpovedi
Neprodélal/a jsem Zvydend . .
Covid-19 D teplota D Kagel D Dusnost D Bolest svalii a kloubl

- . Vysoké Vysoka Byl/a jsem Byl/a jsem hospitalizovan/a a napojen/a
D Ztréta Cichu/chuti D horetky D dudnost D hospitalizovan/a na podplrné pfistroje

D Prodélala jsem lehky
priibéh Covid-19

11 Trpite postinfekénim syndromem?

Napovéda k otazce: Viderte jednu nebo vice odpovedi

D Nep_rodélal/alsem D NE D Kael, dudnost a zadychavani
Covid-19
) Bolesti zad a — ;
D Bolesti hlavy [l hrudniku D Ztrata Cichu a/nebo chuti
D Poruchy soustfedéni, D Uzkost a D Zativaci obtiZe (prajem,
zapomnétlivost deprese zacpa, nechutenstvi)
D Jina.. ‘

12 Trpite autoimunitnim onemocnénim?

Napovéda k otazce: Viberte jedny nebo vice odpovedi

DNP DAnrJ

D Pokud ano, jakym anemocnénim? ‘
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D Zvyiena tinava a slabost

D Nespavost

Zhordeni stavajiciho onemocnéni
(hypertenze, diabetes, ...)
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Adenovirus 5

Afrika

Aminokyselina

Amerika

Porucha autistického spektra
Virus afrického moru prasat
Amyloid B

Basic Local Aliganment Search Tool
Péry bazi

Komplementarni DNA
Karcinoembryonicky antigen
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonukleosidtrifosfat
Dengue virus

Dvouvldknova RNA

Vychodni Asie

Ebola virus

Kyselina ethylendiamintetraoctova
Evropa

Exonukleaza I

Karcinom zaludku

Virus chiipky A subtypu HINI

Hemaglutinin
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HCMV
HHV
HIV-A
HPV
HSV-1
CHMP5
IAV

IFN

IFNAR
IL-18

IL-1B

IRF3

IRF-3

1SG

1SG15
MARV
MAVS
MERS-CoV
NCBI

NF- «B

NLRP3

PCR
pDC
PK

PKR

PRR

Lidsky cytomegalovirus

Lidsky herpes virus

Virus lidské imunitni nedostatecnosti typu A
Papilomavirus

Herpes simplex virus typu A
Chromatin-modifikujici protein 5

Virus chiipky A

Interferon

Interferon-alfa/beta receptor

Interleukin 18

Interleukin 11

Interferonem regulacni faktor 3
Interferonovy regulacni faktor 3
Interferonem stimulované geny
Interferonem stimulovany gen 15

Marburg virus

Mitochondrialni antivirovy signalni protein
Blizkovychodni respiracni syndrom
National Center for Biotechnology Information
Nuklearniho faktor-kB

Cytoplazmaticky senzor mikrobialnich produktl i endogennich
signalt nebezpeci

Polymerazova fetézova reakce
Plazmocytoidni dendritické buiky
Proteindza K

Proteinkinaza R

Receptory pro prozpoznavani bunéénych vzort
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PS1
RNA
rs
rSAP
RSV

RT

SARS-Co-V

SAS
SNP
SSRNA
TLR3
TLR7
TRIM22
VACV
v-ATPazy
VRNA
VSV
VzZVvV
WNV
WT

ZIKV

Anti-presenilin 1
Ribonukleoridova kyselina
Reference SNP

Rekombinantni fosfataza
Respiracni synycialni virus
Pokojova teplota

Koronavirus té¢zkého akutniho respiracniho syndromu
Jizni Asie

Jednonukleotidovy polymorfismus
Jednovlaknova RNA

Toll-like receptor

Toll-like receptor 7

Tripartitni motivovy protein 22
Vaccinia virus

Vakuolarni ATPaazy

Virové ribonukleotidy

Virus vezikuldrni stomatitidy
Varicella zoster virus

Virus zapadonilské horecky

Wild type

Zika virus
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