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Annotation:

Human cells of neuronal origin represent an exoelteol for the investigation of
neuropathogenesis of TBE. The maturation, repbocafirocess of tick-borne encephalitis
virus (TBEV) and ultrastructural changes inducedridgction in the neuroblasts cell line
(UKF-NB-4) was studied by electron microscopy. Impared electron microscopical
aspects (appearance) of TEM images of neurobladts pgrepared by (1) conventional
chemical fixation, resin-embedding and section®);répid freezing of cell monolayers at
high pressure and sectioning of freeze substitg@muples. The most interesting fact,
however, is that vitrification preserves the callciose to native state, whereas chemical
fixation and dehydration can not take place withextensive intra- and intermolecular
cross-linking and aggregation. The appearancehefcytoplasm and nucleoplasm of neu-
roblasts cells were different in conditions (1) g8yl The excellent ultrastructure of the
cytoplasmic and nuclear membranes and organelewfohblasts cells processed by (2)
confirmed the potentional of the method for preagon of cellular fine structures. The
infection of neuroblastoma cells was associatedh wmimber of major morphological
changes, including proliferation of membranes & tbugh endoplasmic reticulum and
rearrangement of cytoskeletal structures. The \peaticles were located mainly in the
cisterna’s of ER but also in the cytoplasm. In tlyeoplasm | observed virions in the
associations with microtubules and neurosecreterysé core vesicles. The transport of
viral particles inside of the transport vesiclessvadsereved from ER to Golgi apparatus.
Free nucleocapsids were not confirmed. The obsegpatteérn corresponded to bdtlans
andcis type of maturation. The TBEV-infected neuroblaslscexhibited either apoptotic
or necrotic morphological changes. | observed tipoptotic signs (condensation,
margination and fragmentation of chromatin in nusjeand other alterations, such as
disorganisation of cytoplasm, presence of the viesuand high density of cytoplasm. This
report also describes scanning electron microscsipdy of the surface features of
neuroblasts cells. We observed virus-mediated eytop effect. The cells infected with
TBEV were rounded with rough and rugged topography.



Magisterska diplomova prace byla financovana z tgraBAAV KJB600960906, z vy-
zkumného zarru Ministerstva Skolstvi, mladeze davychovy CR 6007665801 a z vy-
zkumného centra LC 06009.

ProhlaSuiji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypradaveamostatf) pouze s pouzitim cito-
vané literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakerl1/1998 Sb v platném &mi souhlasim se zve-
fejnénim své magisterské prace, a to v nezkracené goétibodowdeckou fakultou elek-
tronickou cestou ve vejr¢ pristupnécasti databaze STAG provozované diskou uni-

verzitou vCeskych Budjovicich na jejich internetovych strankéach.

V Ceskych Budjovicich, 29.4. 2010
Tegava Martina



Podtkovani

Dékuji vedouci mé diplomové prace, Ing. datebeséove, CSc., dale Prof. RNDr.
Liborovi Grubhofferovi, CSc. a Skoliteli, RNDr. Deelu RiZkovi, PhD. za jejich neustalé
podporovani, fispivky a cenné rady, kterymi nefigt a byly pro né¢ dobrou motivaci.
Zvlastni podkovani pati mé Skolitelce, RNDr. Marii Vancove, Ph.D. za odiz vedeni
prace, jeji obrovskou tgtivost, rady, pedané zkuSenosticas, ktery mi ¥novala pocelou
dobu mého magisterského studia. &myani paii i ¢clenim laboratde elektronové mikro-
skopie, kté byli vzdy napomocni a vytiali skwlé podminky v pibéchu mé diplomoveé
prace. Jmenowitdeékuji Pete Mas#ové a Bc. Lence Riinské za pomocipzpracovani
materialu a praktické rady. Mgr. Janu Langhans@kug za pomoc s finalni Upravou a
tiskem préace.



Seznam pouZitych zkratek

BSA
CNS
CPD
CPE
DAPI
DNA
EM
ER
ERGIC
FCS
FITC
FS
GA
HPF
IMDM
KE
LM
NGS
NS
ORF
PB
PBS
PCD
PDI
pGm
PLT
PS
RER
RNA
RTS
SEM
SMS
TEM
trans-GA
TRITC

bovinni sérovy albumin

centralni nervovy systém

,critical point drying“ - metoda kritickéhadu
cytopaticky efekt

4’, 6-diamidino-2-phenylindole

deoxiribonukleova kyselina

elektronova mikroskopie

endoplazmatické retikulum

oblast mezi endoplazmatickym retikulem agBa aparatem
fetalniho teleci sérum

fluoresceami zna&ka-fluorrescein isothiocyanate
freeze substitution, mrazova substituce

Golgiho aparat

rychlé mrazeni za vysokého tlaku, high presgeezing
Incovo upravené Dulbecovo médium

klis*ova encefalitida
swételnd mikroskopie

kozi sérum

nestrukturni (non structural)

“open reading frame “ - ot@ny¢teci ramec

fosfatovy pufr

fyziologicky fosfatovy pufr sifflavkem 0,15 M NacCl
programovana b&ma smrt

proteinova disulfidova izomeraza

pre-Golgiho elektron-denzni osmiofilni menibukt
kryometoda-progresive lowering temperature

pras# ledvina

drsné endoplazmatické retikulum

ribonukleova kyselina

rychla transportni jednotka-gast gristroje LEICA EM PACT2
skenovaci elektronovy mikroskop

jemné membranoveé struktury

transmisni elektronova mikroskopie

trans-Golgiho aparat

fluorescetini zna&ka-tetramethyl rhodamine iso-thiocyanate



Obsah

I I (=T =T L o = 1] =T o U 1
1.1. Virus kli§oveé encefalitidy (KE) .......cc.uuuuiiiiiiiiiirmmiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeaeaaessannnns 1
1.2. Struktura Virionu @ VIrOVE ProteINY ......ccceeeeevruruurriiiieaeeeeeeeeeesseeeesesssrnnnnnnesnnnne 1
1.3. Genom viru Kligoveé encefalitidy (KE).........uuuuiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiiiiiieeeeee e 2
1.4. Replik@ni StrategidlaVviVirii............coeuuuuuiiiiiiies e 3
1.5, MAtUIACEIAVIVII L. ... i 4.

1.5.1. Strukturni rozliSertiis atrans maturujicichflavivire ...........cccoovvvviiicciineneeenn. 4

1.6. Nervoveé a nadoroVe ikl CNS ........oooviiiiiiiiiieiceec e eeee e e e e e 5
1.7. Klig'ova encefalitida a KIINICKE ProjeVY ........oicceeeeiiiieii e 6..
1.7.1. RIZNAKY @ PrOJEVY .eveeeiiiiiiieieeeeee e e e e e et e e e e e e e e e e e sesaateebeaeeeeeeeeeenennnnnns 6
1.8. Morfologické zminy burek CNS infikovanych virem KE .................ovmmmmmeeeeeeennn. 6
1.8.1. Cytopaticky efekt (CPE).......uuuiiiii ettt 7
IR S T2 AN o [0 o (o .- VR 7
1.9. VezZIKUIAINT tranSPOIT ... ...cooii it et e ettt e e e e e e e e e e e eenssnnneeeeaeneees 9
1.9.1. SEKrENi drahna ..........uuviiiiiiiiiiiii e 10
IR B =1 0o [ 1oV (0 4= LSRR 10
1.10. Riprava biologickych prepar@pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) ..
............................................................................................................... 11
Priprava prepar@tchemickou CeStOU:............uvviiiiiiii i 11

1.10.1. Fyzikalni metodatipravy prepardtpro TEM........cvveviieiiiiiiiiiiiiie 11
1.10.1.1. Kryofixace (Mrazova fiXace) ........cccceeeeeiiiiiiieeiicierr e 11
1.10.1.2. Vlastnosti vody a proces nukleace (tURINUL............cccevvveeeviiiiiiieneennn. 12
1.10.1.3. Rychlé zmrazeni prepdraa vysokého tlaku ,high pressure freezing"
(G121 = TSRO 13

FZ O 1 I o = Lo = 15

3. MAteriAlY @ MELOAY.......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e eeeeas 16
3.1. Virus KE a Neuron@lni BKY .............oooviiiiiiiiiiiee et 16
3.2. Infekce tkaovych kultur aiist viru KE v neuroblastech .............ccccoeeveeenninnnn, 16
3.3. Riprava preparétpro elektronovou mikroskopii (EM) .........cccccceeeeeevviiveieinnnns 16

3.3.1. Skenovaci elektronovy MIiKroSKOp (SEM) weeeveveeeiiiiiiiiiiiiiieeieeeiiiiieiinns 16

3.3.2. Transmisni elektronovy MIiKroSkop (TEM) e oeeeieiveeeee e 16

3.3.3. Kryofixani metoda (rychlé mrazeni neurobtggtiomoci HPF....................... 17

3.3.4. Mrazova SUDSHIUCE (FS)......uuuuuuuimmmmmmm e 18

3.4. Imunolokalizace virového proteinu E, ER a maikbularnich vidken pomoci
fluorescerini a konfokalni MIKroSKOPIE .........vieii i i 19

YA £S [= o | RS PPPPP 21
4.1. Studium ultrastrukturnich 2m neuroblast po infekci virem KE pomoci transmisni
eleKtronOVE MIKIOSKOPIE ....cciiiiieeieie i eeeeee ettt rreeee e e e e e e e e 21

4.1.1. Metoda dvoustupvé chemické fixace pomoci 2,5% glutaraldehydu a 2%

@ 5] PSPPI 21
4.1.1.1. Ultrastruktura neurobléshfikovanych virem KE po chemickeé fixaci.... 21
4.1.1.2. Morfologické zrny neuroblast infikovanych virem KE ........................ 21
4.1.1.3. Intracelularni vyvoj viru kifdve encefalitidy............cccovvvviiviiiiiiemeeee.. 22
4.1.1.4. Ultrastruktura neinfikovanych neurobligsbd chemicke fixaci................. 22

4.1.2. Kryofixa&ni metoda ,high pressure freezing” a nasledna nuasabstituce

=0 23
4.1.2.1. Ultrastruktura neurobléshfikovanych virem KE po kryofixaci............. 23

4.1.2.2. Morfologické zrny neuroblast infikovanych virem KE ........................ 23



o0 ~N O

4.1.2.3. Intracelularni vyvoj viru kifdve encefalitidy............cccovvvvviiiiiiiiemeeen.. 24
4.1.2.4. Ultrastruktura neinfikovanych neurobilgst kryofixaci.......................... 24
4.2. Studium morfologickych z&n neuroblast po infekci virem KE pomoci skenovaci

eleKtronOVE MIKIOSKOPIE .....ciiiiieeeeiei e eeeeee ettt s rneeee e e e e e e e e 25
4.3. Imunolokalizace virového proteinu E v ER asv@aci su-tubulinem pomoci
fluorescerni a konfokalni MIKroSKOPIE ..........cooiiiieememiiieeeeee e 25
4.3.1. Detekce virového proteinu E v ER pomoci PBLilatky .............ccccceeeeieeennnn. 25
4.3.2. Detekce virového proteinu na mikrotubuldnnidknech........................o....l. 26
DISKUZE ...ttt e e e 27
5.1. Studium ultrastrukturnich Zm neuroblast po infekci virem KE pomoci transmisni
€leKtronOVE MIKIOSKOPIE ... ..ciiieiie e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ennnneenenennnnnns 27
5.1.1. Extrakce a agregovany vzhled ultrastruktury.................ccoeeeiiiviiinnnnnen. 21.
5.1.3. Intracelularni vyvoj viru kif®vé encefalitidy.............ccceeiiiiiiiiiiicceens 29
5.1.4. Morfologické zrny infikovanych neuroblagtvirem KE ............ccccvvvvivnenennn. 32

5.2. Studium morfologickych z&n neuroblasi po infekci virem KE pomoci skenovaci

eleKtronOVE MIKIOSKOPIE .....civiieeeiei e i eeeeee ettt reeee e e e e e e e e 33
-\ < VPSR 34
. SEZNAM POUZILE IEIALUNY.....uiiiiiiiiiiiieieie e e e e e e e e e e e e e s eeees 37
. ODbrazove FlONY .......cco oo 43



1. Literarni prehled

1.1. Virus klistové encefalitidy (KE)

Virus Kkli&ové encefalitidy pat mezi zastupce rodElavivirus, ¢eledi Flaviviridae.
VétSinaflaviviri z epidemiologického hlediska tiforelkou podskupinu p&ti mezi abo-
viry (Ragani aCaimpor, 2006). Ozrini ,arbovirug se pouZiva pro viry fenasené speci-
fickym zpisobem pomoci klf&t a komak. Samotné slovgarbovirus® vzniklo jako
zkratka z anglickych slov ,arthropod-borne-virusesiZz znamena ,viryignasSenélenov-
ci“. Krom¢ viru KE je do rodu z@zeno asi 70 Mir, z nichZ ¥étSina je penasSena komary
(viry dengue, Zluté zimnice, encefalitidy Murray Mg, encefalitidy St. Louise atd.),
klistaty (viry KE, Powassan, Langat atd.) adkalika flaviviri nebyl vektor dosud identi-
fikovan (Calisher a Gould, 2003).

Viry KE mazeme rozdlit podle typu hostitele do dvou skupin:
» infikujici savce
» infikujici morské ptaky
Virus KE je klasifikovan mezi s&v skupinu a zahrnuje 3 podtypy podle vyskytu:
» Evropsky
» Sibitsky
» Dalr¢-Vychodni (Lindquist a Vapalahti, 2008)

V Evrops byl virus KE poprvé izolovan v roce 1948 v byvalémskoslovensku (Da-
niel a kol., 2008; Kz a kol., 2009). Pozgl se virus a samotné onemaan klis'ova ence-
falitida objevila téndt v celé Evrop a posléze i na Dalném Vycho@ina a Japonsko).

1.2. Struktura virionu a virové proteiny

Flaviviry jsou RNA viry obalené lipidovym obalem, které digjg pouze iti raizné
strukturniproteinyC, M a E Samotny virion se sklada e (nukleokapsidy) a membra-
nového obalu. Velikost partikul viru KE (virionu) bunkdch mozku kligat se pohybuje
mezi 50-60 nm (GreSikova a Nosek, 198otein Cvytvari sférickou kapsidu, jakousi
.Krabicku“, ve které je uzaena virovA RNA a spote¢ zaujimaji velikost 30 nm (Lin-
dquist a Vapalahti, 2008; Dumpis a kol., 1999).9bptoteiny M a Einteraguji s obalovou
membranou (z angl. "envelope" = obal), do kterégly glykoprotein EzabalenProtein E
je nejvyznamajSim proteinem virionu, protoZe jgipmo odpo¥dny za vazbu na bgdny
receptor a tim tedy za penetraci viru do hostitelsliky (Helenius, 1995; Holzmann a
kol., 1995). JelikozZ sprotein Evaze na butné receptory, funguje tedy jako hlavni anti-
genni determinanta virionu a je zodpdmy za tvorbu protilatek a indukci imunitnich re-
akci v infikovaném organismu. Kranproteinu Eje také sotésti virového obalu mem-
branovyprotein M Jedn& se o menSi protein o velikosti 7 kDa, kseryyskytuje jen na
zralych extracelularnich virionech a je spiSe pamyat proteinemProtein Mvznika S¢-
penimprekurzoru prMo velikosti 26 kDa (R&fni aCiampor, 2006; Votava a kol. 2003).
Nezrala formgrM brani konformani zmén¢ proteinu Eindukované nizkym pH, ktera je
nevratna a ke které by doSlo veceigh trans-Golgiho aparatu (Allison a kol., 1995;
Guirakhoo a kol., 1989; Stiasny a kol., 1996). Teboforma&ni zména vede k odhaleni
hydrofobnich domémproteinu Ea ma za nasledek fuzi membran (Rey a kol., 1996e
membran je dlezita @i infekci buiky tim, Ze umozni virionu (resp. nukleokadidpustit
endocyticky véek a dostat se tak do cytoplazmy (Nawa, 1998). @vgekud by k této



zmeéné doSlo uz p uvolhovani no¥ vzniklych virioni z infikované biiky, kdy je virion
transportovan k povrchu bky ve vacich trans-Golgiho aparatu (uvhiiizké pH), dostal
by se tento virion zfi do buiky, ve které byl vytveéen, a nerdl by Sanci tuto biikku opus-
tit. Praw protein prMtéto zngné brani. Kratce fed vlastnim uvolénim virionu z buiky je
protein prMendoproteolyticky $pen za vznikiproteinu M, ktery uz tuto ochranou funkci
nema (Stadler a kol., 1997). Ta by se po wmirvirionu stala nezadouci, pavadz by
branila penetraci virionu do dalSitky (Heinz a kol., 1994). Schéma struktury virionk K
a virovych proteid je znazortno na obr. 1.

vhitrobunécny wirion mimobunécny virion

nukleckapsid

Obrézek 1: Schéma virionu KE.

Virovy obal tvai lipidova dvojvrstva, ve které se nachghikoprotein Ea membranovyrotein M(respekti-

ve jehoprekurzor prM. Mimoburgéné ¢astice maji v obaluipvazig protein M (ale i na&tpeny prM), vnit-
roburgé¢né ¢astice maji v obalu jen prekurzproteinu M Uvnitt ¢astice se nachazi nukleokapsid. Upraveno
podle Rajani aCiampor (2006).

1.3. Genom viru kli¥ove encefalitidy (KE)

Virova jedndetézcova RNA koduje kromtii strukturnichprotein: (C, prM aE) jes-
t¢ 7 nestrukturnich (non structural; Nfotein: (NS1, NS2A NS2B NS3 NS4A NS4Ba
NS5. Tyto nestrukturni proteiny jsou syntetizovanylgpné se strukturnimi proteiny a
tvoii velky polyprotein, ktery obsahuje vice jak 140@imokyselin (Rajani aCaimpor,
2006). To vyplyva z replikai strategie viru KE a virionova +RNA je po uvéim do
cytoplazmy ihned translatovana do jediného polygmi Ten je dale &en za pomoci
virovych a hostitelskych signaldz &pre i jinych hostitelskych protedz za vzniku vSech
deseti virovych proteiin (Westaway, 1987, Chambers a kol., 1990a, b).
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Obrazek 22 Genom viru klisStové encefalitidy.

Schéma organizac# strukturnich C, E, prM) a sedmi nestrukturnictNE1, NS2A NS3 NS4A NS4B NS5
proteini v genomulaviviru (C. M. Fauquet a kol., 2005. Virus taxonomy. 8th &dsevier, pp. 990, uprave-
no).

1.4. Replikatni strategieflavivir i

U flaviviriz probiha proces replikace viru v cytoplazniento fakt nebyl dosud vy-
vracen, ale bylo zjigho, Ze virové protein€ a nestrukturnprotein NS4Bse Ehem pozd-
ni vaze latentni periody dostavaji do jadra. Dogiak nebyl objasim vyznam této jaderné
lokalizace (Westaway a kol., 1997a).

Infekce kli¥ové encefalitidy (KE) zfisobena virovogastici z&ina vazbou na hosti-
telsky receptor (cytoplazmatickou membranu). Virgaatice vstupuje do hostitelskémbu
ky procesem zvanym ,endocytéza“, kdy dochazy k givaci cytoplazmatické membrany
v misg€ vazby virionu na receptor a ke vzniku endocytiekgiku s uzayenym virionem.
Bunéénymi mechanismy je zaji&o, ze v endocytickém wku dojde ke snizeni pH, které
dale indukuje vySe zménou konformani zménu hlavniho obalovéhproteinu E ktery se
vzty¢i a odhali tak své hydrofobni domény (Helenius,5199olzmann a kol., 1995). To
ma za nasledek fuzi membrany endocytickéhtkwgendosomu) s obalovou membranou
virionu a uvolrini nukleokapsidy (nahy virion bez obalu) do cytaptg. Mechanismus
rozloZeni virové nukleokapsidy a uveéim RNA neni dosud zcela objasn V dalsi fazi
probiha replikace a translace virové RNA, kdy vanilelky polyprotein (Chambers a Rice,
1987).

Ke skladani virovychéastic dochazi na membranach endoplazmatickéhouletik
(ER), se kterymi jsou asociované vSechny virovétging (protein C je v komplexu
s virovym genomem). Viriony dozravaji na membranéadvozenych z ER a odtud jsou
uvolovany péenim do lumen ER, kde jsou ve spojepirgteiny prMaE a spoléné vy-
tvéii neobaleny (nahy) virion (R&ni aCiampor, 2006). Neobalené virow@stice jsou
pak dale transportovany exocytickou cestou, kdytein prM je rozstipnut hostitelskou
furinovou protedzou v trans-Golgiho aparatugpshi proteinu prM a rozpudini prM
Z virovécastice zjisobuje konformeéni zmenu virového obalovéhglykoproteinu Ea ma-
turaci virovych¢astic. Vzniklé virov&astice s obalem (zralé viriony) jsou naskedmol-
nény ven z biiky procesem exocytozy.
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Obrazek 3: Replikaéni cyklus flavivir .

A) Viriony navazané na povrchové receptory hostkélbuiky vstupuji do biiky endocyt6zouB) Acidifi-
kace (pH) endozomalniho &&u zpisobi konformani zmeEnu proteird virionu, fazi virové a bu&né mem-
brany hostitelské hiky a rozbaleni virionu. C) Jakmile je virovy prataivolnin do cytoplazmy, +RNA je
translatovana do jednoho polyproteinu. D) K remdikaru RNA dochazi v ER uvriitnebo na membr&rER.
E) Strukturni proteiny a néwsyntetizovana +RNA piil do cisterny ER. F) Neinfeki, nezralé virové a sub-
virové ¢astice jsou dale transportovany trans-Golgiho apardTGN). Nezralé viriony jsourinknuty hosti-
telskou protedzou za vzniku zralych virovy@stic. G) Zralé viriony a subvirovw@stice jsou postugruvol-
novany ven z biky exocytézou(http://jiang.bio.purdue.edu/ research.php; uprayen

1.5. Maturaceflavivir i

Flaviviry mazeme rozdlit do dvou skupin podle Zobu jejich maturace
v hostitelské biice: cis a trans (Senigl, 2000a, b; Senigl a kol., 2006). Vlastrdtanaci
viru piredchazi penetrace virionu do hostitelskékyua zpisob, jakym virion do nitra b
ky vnika se zda byt shodny pro cekrled Flaviviridae.

1.5.1. Strukturni rozliSenicis a trans maturujicich flavivir i

U vétSiny vird probiha maturace #apobemtrans a obalené (zralé) viriony se shro-
mazl’uji v cisternach ER. Mezransmaturujici viry pat nag. viry Japonské encefalitidy,
viru zdpadniho Nilu, encefalitidy Murray Valley, agfalitidy St. Louis a kmen New Gui-
nea C viru dengue-2 (Zhang a kol., 1993; Hase a k887b; Ng, 1987; Ng a Hong, 1989).
Uvniti cisteren ER, které jsou hypertofované a dilatovaeépozdji zatnou spoléncg
s charakteristickymi wky (tzv. jemné membranové struktury, z angl. ,srhomtembrane



structures®) objevovat viriony. Povrch viridre jiz pokryt membranovym obalem a virio-
ny putuji do Golgiho aparatu (GA), kde probih&a mate viru. Z GA jsou transportovany
ve v&cich do trans-Golgiho aparatu (trans-GA). Odtud g@tuji k burééné membrag

se kterou splynou a viriony jsou uvetty do extracelularniho prostoru. Pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) bylo zji§to, Ze Ize vidt uz hotové obalené viriony (zra-
l€) uvnitt ER, aniZz by byly v cytoplazénnebo jinych vnitrobu&nych kompartmentech
pozorované neobalené ,nahé* nukleokapsidy (nezalény) (Filshie aReh&ek, 1968).
Jakym zfisobem viriony ziskavaji sy membranovy obal neni dosud jasné. Pozorovani
puceni virioni do cisteren RER se zatim nepbldazachytit pomoci TEM.

U cissmaturujicich viti je situace odliSna. Neobalené nukleokapsidy (h&zxigony)
jsou skladany v cytoplazira nasled& putuji k buréné membra#y pres kterou péi a tak
ziskavaji swj obal. Viriony pozorované n#pu klisgcich burk infikovanych virem KE
jsou poté uvoliny z buiky ven exocytézou (Senigl, 2000a). ER neni hypééno, ale
naopak dochazi k jeho fragmentaci a vzniku mnoltkivdNa membranach ER dale do-
chazi k disociaci ribozoim Mezi cis-maturujici viry a jim odpovidajici vySe popsanyizp
sob maturace patkmen PR-159 viru dengue-2 (Hase a kol., 1987a).

Razné kmeny viru dengue mohou vykazovat charaktekisti maturaci typeis nebo
trans U burek linie J-111 infikovanych virem kmene MochizukibweHawaii 32748 viru
dengue-1 byly pozorovany znaky obou itymaturace saiasré. Senigl a kol. (2006) ve
své studii pozoroval u linie bgk PS (prasé ledvina), které byly infikovany virem KE,
maturaci typurans. Naopak linie kligtcich burk (IDE2) infikovanych virem KE proje-
vovala znaky maturace tymis. MaZzeme tedyici, Ze siflaviviry vyvinuly raizné zpgisoby
maturace, které zavisi na komplexni interakci aitwostitelské hiky (Senigl, 2000a, b).

1.6. Nervové a nadorové biiky CNS

Nervové buky (neurony) pat mezi zakladni stavebni jednotku nervové soustavy.
Nervove vykzky (dendrity) gijimaji podréty a pomocidchto tenkych vybzka se buiky
navzajem dotykaji zvlaStnim zak@amim zvanym nervové synapse. Tyto synapse amoz
ji vzajemné propojeni neurdn

/7 vybézky pfijimajici podnéty (dendrity)
I

télo buriky
s jadrem

vybéZek (axon) "
vybézky
predavajici
nervové vzruchy

Obrazek 4: Stavba nervové buiky (neuronu). (http://www.zsmysl.zlinedu.cz/Biker/Pr8/Nerv.pdf).

Pro objasani interakce viru KE s lidskymi neuronalnimitamiin vitro byla v této
magisterské praci zaffena pozornost pouze na nadorovékyuCNS (neuroblasty). Exis-
tuji razné nadory a nadorovéiiky CNS, které mizeme rozdlovat podle histogenetického
puvodu do fiznych skupin. Revaznacast mozkovych nadorje sloZzena z butk podob-
nych gliim a neuroim a z buk podobnych jejich histogenetickym formam. Mezi 0dd
z vyvojovéiady neurofi pati: medulloblastom, neuroblastom a gangliogliomNeuro-



epitel gevazre produkuje neuroblasty, pogdpouze gliové biiky. Po utité dokE se neu-
roblasty jiz nedli, pouze vyzravaji v diferencovany neuron ggiaymi dendrity Neurob-
last je tedy nezrala,dici se nervova hika, ze které se vyvine neuron nebo gliovakau

U ¢lovéka jsou neuroblasty produkovany kmenovymikami pochézejicimi z neuralniho
hiebenovitého elementu sympatického nervového systéiips://atlases.muni.cz/atlases/
stud/atl_cz/ main+ cnspatol+tumcns.html).

1.7. Klisfova encefalitida a klinické projevy

Klistova encefalitida, ,zat mozku“, je infekRni virové onemoctni napadajici mo-
zek a mozkové blany. Onemaen prenasi klidt Ixodes ricinusa pifibeh KE mize byt
jednofazovy nebo dvoufazovy. Uvadi se, Zze u 72-§&dienti se jednd o dvoufazové
onemockni (Lindquist a Vapalahti, 2008).

1.7.1. Riznaky a projevy

Okamzikem vstupu viru do lidského organismdiaa inkub&ni doba onemodcmi.
Klistova encefalitida je nemociéku, to znamena, Ze u velmi malychtidprobiha one-
mocreni vétSinou velmi lehce. Udi starSich a dospych se za 7 — 14 dni pdigati klisg-
te objevi chipkovité priznaky (teplota, Unava, nevolnost, bolesti hlavipuki, svati)
(Banzhoff a kol., 2008). Poté zpravidla nasledupeabi 1 az 2 tydin bez giznaki. Do-
provodnymi znaky mize byt i nausedi zvraceni (Charles a kol., 2004). Wkterych paci-
enti mize nemoc touto fazi skdiha dojit k uplnému uzdraveni&Bem této faze se neob-
jevuji piiznaky meningoencefalitidy (Dumpis a kol., 1999).

Druha faze onemoéni se projevuje nastupem hlavnich neurologickyaimdsymi:
prudkych bolesti hlavy, které jsou provazeny kkaeni, meningitidou atd. Nemocny je
swtloplachy, gidava se nevolnost a zvracentiznakem poskozeni nervového systému je
ztuhnuti sval na Siji, svalovyits, nervové obrny, zaveéatporuchy spanku, poruchy pa-
méti a dezorientace (GreSikova a Nosek, 1981). Tektdni stav trva 2 az 3 tydny. Poté
obvykle dojde k postupnému zlepSovani stavibli2né u jedné itetiny infikovanych paci-
enti prvni faze chybi a onemasm se jiz ze z&tku projevi zavaznymitfznaky druhé
faze. RBi t¢Zkém phibchu miZe dojit k umrti nebo k dlouhodgBim nebo doZivotnim na-
sledkim v podols ochrnuti, porucham sotisténi, nalady nebo spanku, chronické bolesti
hlavy, deprese nebo snizeni intelektualniho vyk@anzhoff a kol., 2008). Umrtnost na
KE v Evrop je nizSi nez 1% (Charrel a kol., 2004).

1.8. Morfologické zmény bunék CNS infikovanych virem KE

Ve skuténosti infekce zfisobendlaviviry zpisobuje charakteristické, ale ne pro da-
nou chorobu specifické neuropatologickééamv CNS, pednostd v miSe, mozkovém
kmeni a moz&ku zahrnujici meningitidu a polioencefalomyelitidpojenou se z&tlivou
infiltraci burgk. Tyto patologické zrmy byly popsany u mysi (Osetowska a Wroblewska-
Mularczyk, 1966), kecka (Simon a kol., 1966), opic (Simon a kol., 1981)¢lovéka (Sei-
telberger a Jellinger, 1966; Beer a kol., 1999;e8tiger a kol., 2000).

Virus KE je patogen Zjsobujici neuroinfekci (KE), ktera postihuje cemntialervovy
systém (CNSEloveka (Gritsun a kol., 2003). Existuji rozdily v kigné patogenezi u bu-
nék sawiho hostitele a vektora (kl&e) po infekciarboviry. V buikach hostitele se virus
replikuje a zfisobuje jejich poSkozeni nebastji bunécnou smrt. Vyslednym projevem je
vznik onemoc#ni organismu hostitele. Naopak vitkdch vektora se virus také replikuje,
ale nema patologicky vliv na Bku a nezpsobuje jeji poskozeni (Senigl, 2000a, b).



U linie sawich burtk z praséi ledviny (PS) infikované virem KE byla prokadzana
replikace viru uvnit cytoplazmy. Infekce Zisobena virem KE #a za nasledek vazné
poSkozeni buktné ultrastruktury a hbiky zpravidla do dvou dn zahynuly. Naopak
Vv jiném pipact nag. pii infekci virem KE u linie butk RA-257 pochazejicich z kiigt
dochéazelo k pomnozeni viru, ale cytopaticky efékPIE; pisobeni viru na hiku) nebyl
pozorovan. Biikky nevykazovaly poskozeni, ale doSlo k nastolewi pzoduktivni perzis-
tentni infekce (virus se replikuje, ttianfekeni virové ¢astice, ale biku nijak neposkozu-
je). Prozatim nezodpérzenou otazkoutistava co je vliastnpri¢inou toho, Ze virus KE u
jednoho typu bugk zpisobuje busénou smrt a pro jiny typ je zcela neskodny (Senigl,
2000a). Schopnost reakce hostitelsk&kyuna infekci virem KE #stava zatim zcela neob-
jasrena.

U lidskych neurondlnich bgk (neuroblasty, glioblasty a medulloblasty) infikev
nych virem KE byla testovana citlivost k viru KE,v&rovou replikaci zfisobeny CPE.
Bylo zjiStno, Ze bitky CNS po infekci virem KE jsou schopny produkove$si mnoZstvi
(100-10.000 néasobny titr) viru v porovnaniéiyymi burgcnymi liniemi jiného givodu. U
téchto burtk bylo pozorovano velkému mnozstvi morfologickyehén, wetrg proliferace
membran drsného endoplazmatického retikula (RER)zaahlé zrény v buré¢né cyto-
plazme a cytoskeletu. Bikky prokazovaly znamky apopt6zy, nekrozy a viremukal/any
CPE (Rizek a kol., 2009).

1.8.1. Cytopaticky efekt (CPE)

StarSi oznéeni,cytopatogenni®efekt je disledek fisobeni Bkterych viiti na buiku.
Vir po proniknuti do bitky zpisobi zvraceni jeji fyziologické funkce veuagprosgch a
zahubi ji. Bi rozpadu biiky dochazi potom k uvoémi novych virovychtastic. Tento pro-
ces mizeme pozorovanh vitro v burg¢né kulture infikované virem. V kultie burgk vzni-
kaji mista, tzv. plaky, kde doSlo k CPE a tedy kpadu buik, které niizeme pozorovat
pomoci s¥telného a elektronového mikroskopu. CPE produkowargm KE pozorovany
u burek CNS se projevoval gkolika charakteristickymi rysy: zakulaceni n(z angl.
~rounding up“), agregaci béhk a bur¢nou smrti (Rzek a kol., 2009).

1.8.2. Apoptdza

Apoptozu fadime k jednomu z hlavnich typrogramované buné smrti (PCD)
probihajici u Ziveichi i rostlin (Hay a Kannourakis, 2002). Apopt6zaneukovana sig-
nalem zveti i ze samotné hiky naprosto ciletr Vysledkem je usmrceni a odstéan
buiky takovym zfisobem, Ze nedojde k poSkozeni okolnichékudedna se tedy o orga-
nizovany a pisre regulovany ¢j (sled biochemickych procésvedouci k morfologickym
zménam buiky (Zhu a kol., 1995; Despres a kol., 1996, 1998Bu@ Ng, 2003). Vzhled
buiky vykazuje charakteristické rysy apoptézy jakoitrap

o smrseni bunky
» degradace cytoskeletu

» v&kovité vyristky z membrany (z angl. ,blebbing”; #mobené rozkladem
cytoskeletu)

e zmeny ve struktie membrany, nap vysunuti fosfatidylserinu na jeji ¥Si
povrch (,eat-me* signal)

e poruchy propustnosti mitochodrialni membrany a tieeéni cytochromu c

» fragmentace jadra i chromozéravnit



* pykndza chromatinu (kondenzace do kompaktnich shlaryorexe (inter-
nukleozomalni $peni DNA do malych Usél a nasledna karyolyza (rozpad
jadra)

* rozpad biiky na apoptickaétiska (membranou ohraf@né bui¢né fragmen-
ty)

Pri vlastnim pfibéhu apoptézy dochazi k vyuziti enzymatické re§uiakaskady
buinky (uplatiuji se zde tzv. kaspazy vyskytujici se u neaktivuiky). Proapoptoticky
signal aktivuje kaspazy, kteréipravuji buiku na jeji smrt. Na rozdil od nekrézy dochazi k
nenahodné fragmentaci jaderné DNA (Shinomiya a, Ki#94; Adle-Biassette a kol.,
1995). Buika meni tvar (smr&ini) i charakteriznych organel (ndapmitochondrie), které
hraji vyznamnou roli v apopt6ze itky. Cely proces je ukaen rozpadem hiky do apop-
tickych €lisek a odstraimi buréénych zbytki bez vzniku zé&gtu (Fairbairn a kol., 1994;
Edstrom a kol., 1996). Mezi nekr6zou a apoptdzoexistuje ostra hranice a oba jevy se
¢asto kombinuji. Naiiklad u mySich neuroblastnfikovanych virem dengue, ktery sadi
mezi flaviviry byla pozorovana indukovana apoptdémavitro (Despres a kol., 1996). Po-
moci metody TUNEL assay, kdy seinpiitomnost tpené chromozomalni DNA iie-
me sledovat, zda infekce viru KEtgmbuje apoptézu u bek CNS (Rizek a kol., 2009).

kondenzace
chromatinu
{pykndza)

vatkovite
wirlstky

i /
g (%)
ele
apopticka téliska

pohleeni apoptického téliska

Obrazek 5: Morfologické zmény buiiky p¥i apoptoze.
(cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Apoptosis.png, uprage

1.8.3. Nekrb6za

DalSim typem bu&né smrti je nekrézaledna se o patologicky proces, kterzzm
byt vyvolan tiznymi vlivy (mechanickymi, chemickymi nebo tepelnyniNekrozu niize
také vyvolat virova infekce hiky, rizné toxiny nebo Werpani energetickych zasobibu
ky. F¥i nekroze dochazi k naruSeni cytoplazmatické arjdenembrany a Kk ultra-
strukturnim zminam bur¢nych organel, nap mitochondrii (Wyllie a kol., 1980). Vysled-
kem nekrotického procesu je naruSeni rovnovahynihib prostedi buiky, které ma cha-
rakteristické rysy:



* objemové zmny celé buiky (burgcny edém), tak i jinych buinych organel
(mitochondrie a ER)

e ptitomnost velkého mnoZstvi vakuol v cytoplazm

» poSkozeni biky enzymy (nahodné&teni jaderné DNA) a jeji rozpad
» Kkaryolyza , pyknéza a karyorexe

* vznik zargtu

Cely obsah biiky se uvolni do okoli. Uvolné enzymy indukuji nekrézu okolnich
burgk a zpisobuji fetzovou reakci, ktera fize mit za nasledek rozsahlé poskozeni tka-
n¢ a nasledny za.

nekréza

apoptoza

Obrazek 6: Dva typy bunééné smrti: nekroza

a apoptoza. Pfi nekr6ze dochéazi k poruseni

cytoplazmatické membréany, coz vede k naruseni

rovnovahy vnitniho prostedi buiky a to ma za
ragocytsza nasledek rozpad celé fiy a vznik zastu

* apoptickych télisek | v okoli poSkozené tk&n Pri apoptdze dochazi ke

zmenam cytoplazmatické membrany, fragmenta-

nekontrolované
uvolnéni antigent

Dty muntnino * ci jaderné DNA a cely proces kiinrozpadem
buiiky do apoptickychdisek. Apopticka dliska
nepfitomnostzdnétu | jsou fagocytovana okolnimi bkami
* (www.nature.com/.../v83/n4/fig_ta/3780641f1.ht
zénat ml, upraveno).

1.9. Vezikularni transport

Hlavni zpisob transportu molekul/protéin/ bunkach (intracelularni transport) vyu-
Ziva transportni wky. Burgcné procesy, kde se vyuZzivaji transportnikyajsou: sekrece,
exocytdza, endocytdza a transcytdéza. Tyto procefigtaji komunikaci intracelularnich
kompartmeni s cytoplazmatickou membranou a extracelularninstprem. Vezikularni
transport je jednou ze z&kladnich charakteristié Zukaryotické hiky (obr. 7). Mezi
hlavni principy vezikularniho transportu fiatpweni (z angl. ,budding®) - vytu@ni
transportnich w&ku, odcleni v&ku od zdrojového kompartmentu, cileny transporbsgt
lem v asociaci s cytoskeletem (prev@amikrotubuly), specifické usazeni (,svazani“) a
propojeni membran a z&ecna fluze véku s cilovym kompartmentem. Zakmni celého
procesu je uvokni vnittniho obsahu wku do cilového kompartmentu, extracelularniho



prostoru nebo inkorporaci membranovych pratedo biologické membrany akceptoroveé-
ho kompartmentu (Alberts a kol., 1998).

1.9.1. Sekréni draha

Prvnim kompartmentem sekré drahy proteifh urcenych do extracelularniho prosto-
ru, kza&lenéni do cytoplazmatické membrany nebocamé k funkci v lysozomal-
né/endozomalnim kompartmentu jsou cisterny ER. Eohkropojeni mezi ER a GA tyio
membranovy systém nazyvany ERGIC, ktery zahrngeGmwlgi intermediaty (pGm) nebo
tzv. tubulo-vezikularni membranové shluky (klastrijansport proteinu mezi ER a GA je
obousnérny a vyuziva transportnich &éi (zaji%¥uje retenci a recyklaci protdinv ER).
Smeér pohybu transportnich ¥ mezi ER a Golgiho aparatem je, mimo jiné, asocaiova
raznymi typy proteid vytvérejicimi obal transportnich vki (ER>Golgi - COPII, Gol-
gi>ER — COPI). Golgiho aparat je nasledujicim kortppantem. Golgiho aparat je dyna-
micky membranovy systém postuprrajicich véku (tzv. cisteren), ktery zafigije glyko-
sylatni modifikace proteifa syntetizovanych a sbalovanych v ER. Golgiho apatnédahuje
velké mnozZstvi na selmaskladanych cisteren a ma duané povrchy: vstupnic{s) a vy-
stupni {rans). Cis povrch sousedi s ER, kdeZtans povrch smtuje k plazmatické mem-
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Obrazek 7: Intracelularni kompartmenty uvnit ¥ cytoplazmy buiky a jejich Géast p¥i sekreci a endocy-
téze. Transportni sekemi vaky umoziuji transport latek mezanimoburéénym prostorem (mde vystino-
vanacast) a jednotlivymi buttnymi kompartmenty. V sekéai draze {ervené Sipky) jsou molekuly protei-
nu transportovany z ERgs Golgiho aparat sirem k plazmatické membr&nnebo pes pozdni endozom do
lysozomi. V endocytické draze (zelené Sipky) jsou molekargteinu pohlceny do ¥&u (endozomu) odvo-
zenych od plazmatické membrany aétmji do nitra buiky, kde dochazi kignosu do raného endozomu a
posléze (cestou pozdnich endozdrdo lysozondi Mnoho proteii z raného endozomu se vraci na povrch
buiiky pro ogtovné pouZiti; stejatak rekteré proteiny z pozdniho endozomu jsoetap vraceny do GA a
odtud do ER (modré Sipky). (www.nchi.nlm.nih.goaoixshelf/br.fcgi?book=m, upraveno).

1.9.2. Endocytéza

Endocyt6za je proces, pomoci kterého eukaryotiakigkyp prijimaji extracelularni
molekuly do buky. Proces je zahajen invaginaci cytoplazmatickénbrédny. Pohlceny
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material, ktery je obklopen plazmatickou membranmjdive vyplei dovnitt buiky, po-
tom se od3krti a nakonec vyt@ndocyticky véek (obr. 7). Podle velikosti vyt¥enych
vacka (endozoni) se endocytdza dalesld na dva typy: pinocytozu (bgnné piti) a fago-
cytdzu (bukéné pojidani) (Alberts a kol., 1998).

1.10. Priprava biologickych preparata pro transmisni elektronovou mi-
kroskopii (TEM)

Ke studiu ultrastruktury biologickych vzaiklze vyuzit TEM, ktery pracuje ip
urychlovacim nagti 80-100 kV a pod vysokym vakuem. Kipraw biologickych prepara-
th se pouzivaji chemické, fyzikalni metody a metdkteré kombinuji oba Zjsoby. Ri
fyzikalni metod je material kryofixovan a po kryofixaci krajeri welmi nizkych teplo-
tach (-120 °C). Kryfezy obsahuji vodu a jsou prohlizeny ve vychlazefé&iv primo.
Béhem této pipravy nejsou pouzity Zzadné chemickeé latky. CileaMTje sledovani vnini
ultrastruktury biologickych preparfato nejblize jejich nativnimu stavéehoz Ize dosah-
nout pouze dale zvolenou metodouipravy.

Priprava preparétchemickou cestou:

1) fixace preparatu pii chemické metodlje prvnim krokem fipravy chemicka fixa-
ce. Biologicky preparét je vystaven reakci chemickénidla (nag. glutaraldehyd,
formaldehyd, oxid osniely atd.), kterd vede k jeho stabilizaci a imolitiz bez
vétSich ultrastrukturnich zén.

2) odvodrni ,dehydratace" preparatu - nahrazeni volné vody nebo ledu
v biologickém preparatu organickym rozpaiiem nap. aceton etanol, metanol.
Tento krok niize byt provadn za pokojové teploty nebaipeplotach pod 0 °C
nag. PLT (z angl. ,progresive lowering temperature§bo FS (z angl. .freeze
substitution®).

3) prosyceni a zalévani do zalévaciho média (prys&y- je provadno v zavislosti
na typu pouzité pryskice nap. akrylatové nebo epoxidovéiptaznych teplotach.
Polymerizace se provadi tepletfi @0 °C nebo UV sétlem @i nizkych teplotach.

4) priprava ultratenkychiezi (preparat je nejive upraven do tvaru pyramidy (trimo-
vani) a pomoci ultramikrotomu nakrajen na ultragsfgizy o tloustce 70-100 nm.

5) kontrastovani ultratenkychez: pomoci kontrastujicich latefbiologicky material
ma skoro stejnou hustotu jako zalévaci mediuezg v TEM maji minimalni kon-
trast; cilem tohoto krokuifpravy je zvySeni kontrastu nappure¢nych membran a
organel pomoci roztokéikych kowi nag. octan uranylu a citrat olova.

1.10.1. Fyzikalni metoda pipravy preparata pro TEM

1.10.1.1. Kryofixace (mrazova fixace)

DalSi pouzivanou metodouipravy biologickych preparéatje metoda fyzikalni, i
které se upldiuji mrazové metody. Biologicky preparat je ri¢j@ rychle zmraZzen n&p
tekutym dusikem. Kryofixaci lze provétdna gedem chemicky fixovanych preparatech.
Pred kryofixaci mohou byt preparaty a%&té kryoprotektantemChceme-li biologicky
vzorek dobe mrazo¥ fixovat, musime vychazeti@devSim z vlastnosti vody, ktera ivo
podstatnou slozku liky. Pfi nedokonalé kryofixaci prepaféimize dochazet ke tvotb
krystali (Vanhecke a kol., 2008). Cilem kryofixace je desditrifikovaného stavu ,ze-
sklereni“ preparatu (preparat je ochlazen pod rekrysihizteplotu bez vzniku krysta).
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Zakladni podminkou minimalizace Skod vzniklydh pmraZzeni preparatu je dosazeni vy-
soké chladici rychlosti a dostate vysoké rychlosti odvodu tepla z preparatu (Stualer
kol., 1995; Dubochet a kol., 1988).

Vyhody kryofixace spéivaji v tom, ze:
» biologické preparatyistavaji v pirozeném (nativnim) proidi
» nedochazi k denaturaci antigiem enzyni

» imobilizace nastava ve zlomku sekundy (moznostosiédi dynamickych &)

1.10.1.2. Vlastnosti vody a proces nukleace (tuhhut

Béhem kryofixace musime pitat s anomalnimi vlastnostmi této kapaliny, kbere-
hou mit za nasledek poskozeni ultrastruktury pépgnag. potrhani buek disledkem
zvetSujiciho se objemu a vznikem krysial

Voda se vyznéuje rekolika vlastnostmi:

M v oA

» hustota vody je nejvySsitipteplo€ 277 K (4 °C) tzv. v kapalném stavu, nikoliv v
bod tuhnuti

» voda ma vysoky bod tani (273 K), bod varu (373 K)

* objem vody v pevném skupenstvi je cca o 1@8iwneZ v kapalném stavu
* vysoké vypé#&ovaci teplo

» vysoka dielektrickd konstanta{snz souvisi dobré rozpowsf schopnosti)
» nekolik krystalickych forem ledu (Robards a kol., 598

Proces tuhnuti vody probih& tzv. nukleaci (Kannkok, 1975). RozliSujeme dva druhy
nukleace (tvorby krystalizaich zarodk ledu):

» Homogenni nukleace —disté vod pii urcité teplot se z&nou nadhoda tvorit krys-
talizadni zarodky.

» Heterogenni nukleace — u vody, ve které jsou razpasdalSi latky, fisobi neroz-
pustnécastice jako zdroj krystalizaich zarodi (Robards a kol., 1985).

S procesem krystalizace je spojeno tewhni tepla, které dfva cely systém a udrzuje jej
v oblasti fistu krystah. Rust krystal pokrauje az do dosazeni rekrystakina teploty
(zhruba pi 138 K). Pokud teplo uvaébvané krystalizaci neni dosta&te rychle odvadno,
dojde k vytvdeni relativie velkych krystaib.

U biologickych vzork je situace jina. Biky jsou sloZzeny z mnoha kompartmignt
které jsou odéleny semipermeabilnimi membranami. Kr@dmrca 70% vody hitka obsa-
hujefadu organickych a anorganickych latek. Voda zamizteplo€ 233 K a jeji rekrys-
talizatni teplota je cca 188 K.@3ledek toho je vyrazné zkraceni teplotniho intervgli
némz mohou st krystaly. Proces krystalizacdigt krystaii) je spojen s fazovou separaci,
pii niZz rostouci krystalky ledu kumuluji vodu z netdaené zmrazenych oblasti. Tim pa-
dem roste koncentrace idrebylych roztok, méni se osmoticky gradient a pH, coz vede k
redistribuci intra resp. extracelularnich roZtak k poSkozeni buinych struktur. Proces
skorti v okamziku dosaZeni eutektické teploty (,eutaktik je tuha smis dvou latek, je-
jichz krystaly se vytvigely pri tuhnuti spoléné, teplota = eutekticky bod je nizSi nez teplo-
ta tani obou samostatnych slozek) a ztuhnutim.ofiepinterval fistu krystah Ize zkrétit
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pii pouziti kryoprotektantu (Gilkey a Staehelin, 1986; McDonald a Auer, 200Q)yo-
protektant je latka, ktera snizuje teplotu homogdenkleace, zvySuje rekrystaliad tep-
lotu a sniZzuje mnozstvi volné vody v systému.

1.10.1.3. Rychlé zmraZeni prepagata vysokého tlaku ,high pressure freezing" (HPF)

Jednou z naySich fyzikalnich metodipravy biologickych preparaét ktera uchova-
vd membrany a butiné organely bez poskozeni krystaly ledu a co riEghgjich nativni-
mu stavu, je rychlé mrazeni za vysokého tlaku (HE&&waguchi a kol., 2002; Studer a
kol., 1992, 1995; McDonald, 2007; Moor, 1987). Ry zmrazené pomoci HPF jsou
nasledg zpracovany metodou mrazoveé substituce ledu (Ea)évany do pryskyce nap.
Epon. Fyzikalni metodatipravy biologickych preparatpomoci HPF fedstavena v roce
1970 je hlavaa omezena velikosti preparatu. Dopipuana velikost preparatu byeta byt
zhruba o piméru 1-2 mm s maximalni #&ou 200 um (Moor, 1987; Moor a kol., 1980;
Moor a Hoechli, 1970; Riedle a Hoechli, 1973ji. BRPF je material fixovan pomoci teku-
tého dusiku za vysokého tlaku. Rychlost fixace fjatd¢ nez 50 ms (Vanhecke a kol.,
2008). Ri tlaku 2000 Bar dochazi ke snizeni bodu tuhnutiyvo 0°C na - 21°C (plati pro
heterogenni nukleaci) a ke zvySeni viskozity vdely extrémni viskozi zistanou vSech-
ny burééné slozky ¥etrg vody zcela imobilizované (Roberts a kol., 1985).

K rychlému mrazeni Zivych, chemicky nefixovanycfekénich a neinfe&nich neu-
roblasti byl pouzit specialni iistroj Leica EM PACT2. Jedna sevysokotlaké mrazici
zaizeni, které je vybaveno rychlou transportni jeoot(RTS) (obr. 8A a B). Diky vyso-
kému tlaku dochazi ke zbrau procesu nukleacejstu krystah a tim i k efektivnimu sni-
Zeni bodu tuhnuti vody.

JCARNPT
2.
= s /
f3; e

AL T— B.

Obrazek 8: Leica EM PACT2 s rychlou transportni jednotkou. A: 1. V horni¢asti je zobrazen vyso-
kotlaky mrazici fistroj, kde dochazi k rychlému zmrazeni vZorR. V pravé hornéasti je zobrazena rychla
transportni jednotka (RTS), kam se vkladaji vzokkychlému mrazeni. 3. Dewarova nadoba na kapalny
dusik je zobrazena v pravé dobdisti a 4. dusikova lazekam jsou vzorky dopraveny po kryofixa8i: 5.

V levé ¢asti je zobrazen podavaci nastavec séeosivzorku v RTS jednotce. 6 V pravésti se nachazi
prednastaveny transportni bajonet k mrazeni vzorkttp:(/www.leicamicrosystems.com/typo3temp/pics/
EM_PACT2_1_ 05 daf262fc4e_rounded.jpg, upraveno)ttp:(lwww.leica-microsystems.com/typo3temp/
pics/EM_PACT2_3 05 _375cfac662_rounded.jpg, uprayeno

K rychléemu mrazeni vifstroji Leica EM PACT2 se pouzivajlizné typy nosiu
nag. trubicka pro suspenze, kovovy krouzek praiky narostlé na safirovém sk, ko-
vovy tekik s jamkou nebo krouzek pro biopsie zvolené pogber vzorku (buiky, tkarg
nebo celé organismy) agobu zmrazeni (obr. 9 a 10).
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Obrazek 9: T¥i typy nosi¢a pouzivané k rychlému zmraZzeni bio-
logickych preparéati v pi¥istroji Leica EM PACT2. V horni¢ésti je
zobrazen bajonet s tritiiou uvnit, ktera je vhodna pro suspenze.
Vlevo dole je plochy kruhovy t&ik s jamkou uvnit, vhodny pro celé
organismy nebo buiné preparaty o velikosti (200 um hloubka,
pramér 1,5 mm) a vpravo dole se nachazi ngsio biopsie (200 um
hloubka, vnitni primér 1,5 mm a tlou&a 0,25 mm) (Vanhecke a
kol., 2008; upraveno).

Pro burcéné kultury Ize pouzit aklarové folie nebo safiraliéky, na které hiky

dolre adheruji. llustrovan&iprava aklarovédo disku@d zpracovanim pro HPF a montaz
safirové disku do specialniho n@sipro Zivé biiky je znazortna na obr. 10.

skladani safirového disku | Qbrazek 10: Piprava nosti

dérovaé  do nosiée pro zivé buriky | Pro bunééne kultury ur&ené k
. rychléemu mrazeni  pomoci

- HPF. Vlevo dole aklarova félie a
nahde specialni &ovas, pomoci
néhoz lze ziskat kolka o pi-

i : o p——— méru 1,4 mm. Vpravo dole po-
jk_{:a;_lz:sk = / zlac?,ny [103“1 pro ,Z'ivé buky
’ pouzivany v mrazicim ifstroji
EM PACT2, nahte safirovy
disk, ktery se vklada do ngsi

(Spiegelhalter a kol., 2010; upra-
veno).

nosié¢ pro Zivé bunky
EMPACTZ2

K rychlému mrazeni v Leica EM PACT2 se pouzivagna gisluSenstvi (nose, po-
davaci nastavce, transportni bajonety atd.) (dba 12). Bhem gipravy rychlého mraze-
ni prepardl jsou nosie s preparaty po o$ehi kryoprotektantem zasazeny do podavaciho
nastavce (obr. 11B). K transportu preparatu z RAdhqgtky do mrazici jednotky (HPF)
piistroje EM PACT2 se vyuziva transportniho bajor(etor. 11), ktery je fed procesem
mraZeni pipraven v RTS jednotce (obr. 8B). Proces rychlémazeni je uko&en transpor-
tem preparatu z RTS jednotky v transportnim drZakbr. 11C) do mrazici jednotkyip
stroje EM PACT2, kde preparaty kiirpondené v dusikové lazni.

Obrazek 11:Podavaci a transportni gFislu-
o Senstvi pouzivané v RTS jednotcef{stroje
& o Leica EM PACT2. A. Horni ¢ast transportni-
I\w\ ho bajonetu pro rychlé mrazeni vRTS
j s malym nastavenym otvorem. B. Rychly
podavaci nastavec pro nési prepardt s

membranovy nosié

membranovym no&em zabudovanym uviiit
nastavce (Sipka). C. Uz&na horniéast trans-
portniho bajonetu s n@gim preparatu uvrit
po kryofixaci (Miller-Reichert a kol., 2006;
upraveno).

Obrazek 12: Prifez specialnim transportnim drzakem (bajonetem)l.
Drzak na vzorky pouzivany pro rychlé zmraZzeni vcheEM PACT2 s RTS
jednotkou. V levé dolnéasti drzaku je otvor. Sipka naznge pivod vysoké-
ho tlaku. 2. Safirové skiko s buikami sn&tuje proti otvoru drzaku, ktery je
zakryty diamantem (D). Volny prostor kolem llrje vyplnsn kryoprotektan-
tem napiklad 20% BSA (Reipert a kol., 2008; upraveno).
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2. Cil prace

Cil této diplomové prace Ize shrnout do nasledechiciikich Ukof:

1)

2)

3)

4)

5)

Sledovani morfologickych zém na povrchu neurobldasinfikovanych virem klis-
toveé encefalitidy pomoci skenovaci (rastrovaci) tetelové mikroskopie.

Studium vyvoje, replikace a maturace viru g encefalitidy v lidskych neurob-
lastech pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

Imunolokalizace virového proteinu E v endoplaznmadio retikulu a potvrzeni
vazby virového proteinu E na mikrotubularni vlakKnaubulin) v cytoskeletu neu-
roblasti infikovanych virem klisové encefalitidy pomoci fluorescentni a konfokal-
ni mikroskopie.

Porovnani ultrastruktury neuroblashfikovanych virem klisové encefalitidy fi-
pravenych déma fiznymi metodami fipravy prepardt pro transmisni elektrono-
vou mikroskopii.

Interpretace ziskanych dat vzhledem k ftmikn a morfologickym zfnédm ode-
hravajicim se v CNS hostiteléi infekci virem KE.
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3. Materialy a metody

3.1. Virus KE a neuronalni buiky

Pro infekci tkd@ovych kultur byl pouzit virus klifvé encefalitidy (KE) kmene Hypr
puvodrg izolovan z krve 10-letého dfe, u kterého byla v roce 1953Ceské republice
diagnostikovana TBE (Pospisil a kol., 1954).

Bunécnou linii lidskych neurobladt (UKF-NB-4) poskytl prof. Toma$ Eckschlager,
Karlova univerzita, Praha. Blky byly kultivovany gi 37 °C v Incovu upraveném Dulbe-
covu médiu (IMDM) s pidavkem 10% fetalniho teleciho séra (FCS) a 1%sspenicilinu
a streptomycinu (Sigma). B&na linie neuroblagt UKF-NB-4 byla ziskana z metastaze
burgk kostni dengé nashromazghych z relapse pacienta v Evans®tadiu IV neuroblas-
tomu (Cintal a kal 1990).

3.2. Infekce tkaiovych kultur a rast viru KE v neuroblastech

Jednovrstva kultura bgk byla kultivovana v 96 jamkovém sterilnim panelioétar).
Burky byly infikovany suspenzi obsahujici virus KEeld byla roredind v malém mnoz-
stvi kultivagniho média (1 hodinuip37 °C; virus se v dostateém mnozstvi adsorbuje na
povrch bugk). Po hodinové infekci seffpomny virus odsal a hiky byly dvakrat oplach-
nuty fosfatovym pufrovanym roztokem (PB) a byl@adano 0,2 ml gislusného kultiveni-
ho média.

3.3. Riprava preparati pro elektronovou mikroskopii (EM)

3.3.1. Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Virem KE infikované a neinfikované neurondlniily (neuroblasty) narostlé na kry-
cich skitkach (12mm, Hirschmann laborgerate) byly hieje fixovany 2,5% glutaralde-
hydem v 0,1 M fosfatovém pufru (PBjgs noc pi 4 °C. Po 24 hodinéach byl figai roztok
odsan a skika byla promyta v PB s 4% gluk6zou (vypiraci roztdko dikladném pro-
myti byl pridan 4% roztok oxidu osrelého a PB v potiu 1:1 (vyslednéd koncentrace
OsQ, byla 2%) a 1 hodinu probihala postfixacié pokojové teplat. Poté byla skéka
promyta ve vypiracim roztoku. Sékia byla odvod#na vzestupnou acetonovdadou
(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%), vloZzena duskek z cigaretového papiru a
vysuSena metodou kritického bodu (CPD; z angltigai point drying”) pomoci special-
niho gistroje PELCO CPD2. VysuSena skih byla gichycena pomoci oboustranné uhli-
kové lepenky na hlinikové t&iky. Hrany skiéka byly lehce pdeny koloidnim gfbrem
pro vytvaeni vodivych nistki a dobry odvod negativniho naboje. 8ké byla pokovena
tenkou vrstvou (10-20 nm) Ag Wigtroji Polaron equipment LTD. Skkia byla prohlizena
ve skenovacim elektronovém mikroskopu JEOL 740%+Erychlovacim nagti 3 kV.

3.3.2. Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Virem KE infikované a neinfikované neurondlniilty (neuroblasty) narostlé na kry-
cich sklgkach byly fixovany iznymi zpisoby:

» Bunky byly fixovany gidanim 50% glutaraldehyduripmo do kultury. Vy-
sledn& koncentrace glutaraldehydu byla 2,5%. Neasopbbyly fixovany pi
4 °C, a pi pokojové teplat po dobu 24 hodin. K peletu békn(centrifugace
pii 4 °C, 1000 g, 15 min) bylfalan roztok 2,5% glutaraldehydu v PB. 1y
byly fixovany gres noc p 4 °C, a pi pokojoveé teplat 24 hodin.
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Po 24 hodinach byly kiky promyty 3x15 minut ve vypiracim roztoku. iy byly
ze skltek pomoci laboratorni&ky seSkrabany do malého mnoZstvi vypiracim raztwk
stateny 5 minut p 810 g. K sedimentu bylofglano malé mnozstvi (1ml) 2% agaru #ah
tého na 62 °C. Sediment s agarem se promichal egaim nasavanim do pasterové pipe-
ty a byl centrifugovan 5 minutfp810 g. Pelet butk zality v agaru se ponechal 1-5 minut
pii 4 °C a poté byl krajen na malé kousky a vliozZitao mikrozkumavky, do které séip
dal 4% roztok oxidu osrelého a vypiraciho roztoku v pém 1:1. Postfixace probihala
1 hodinu pi pokojové teplot. Po hodig byl vzorek promyt vypiracim roztoku 3x15 mi-
nut. Po dkladném promyti byly bitky odvodrény vzestupnou koncentfiai fadou acetonu
(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%) a vzorek bylggchan v jednotlivych roztocich
15 minut. Po odvodimi byly buiky postup® prosycovany pryskjci Epon (Polysciences)
vzestupnou koncentfai fadou pryskyice a 100% acetonu (1:2, 1:1, 2:1).1Bu byly po-
nechany v jednotlivych krocich infiltrace 1 hodinu.

Bunky v ¢isté pryskyici Epon byly umisiny do exsikatoru (vodni vywy), za &e-
lem odvzdusSéni pryskyice a zde byly ponechanygs noc. Druhy den byly By umis-
tény do formiek (SPI), zality do pryskice Epon a umighy do termostatu (60 °C) na 48
hodin k polymerizaci. Hotové bty byly v mis¢ vzorku upraveny pomoci Zilet-
ky/trimovaciho z#zeni do tvaru pyramidy. Ultratenkézy o tlougce 70 nm byly krajeny
diamantovym noZzem na ultramikrotomu Leica Ultrati€T pri rychlosti krajeni 1-2
mm/s. Ultratenk&ezy byly sebrany na &déné stky 300 Mesh s ultratenkou loukoti a
kontrastovany. Jako prvni kontrastovaaiidlo byl pouzit nasyceny alkoholovy roztok
uranyl acetatu (30 minut v tmaveé koroe). Sfky byly vyplachnuty veitch laznich 30%
ethanolu. Druhym kontrastovacitiinidlem byl vodny roztok citratu olova (20 minut)
v tmavé konirce se sniZzenym obsahem g@osaZzeno umi&him koncentrovaného rozto-
ku NaOH s naslednymtigdanim vody do korirky). Sitky byly promyty ve tech laznich
destilované vody. Po uschnuti bylylsi pozorovany v transmisnim elektronovém mikro-
skopu JEOL 1010ipurychlovacim nagti 80 kV.

3.3.3. Kryofixaéni metoda (rychlé mrazeni neuroblasi) pomoci HPF

K rychlému mrazeni byly pouzity zivé tky v kultivacnim médiu (infikované a ne-
infikované neuroblasty) kultivované na&nych nosiich:

» safirovy disk o piméru 1,4 mm (Leica)
» aklarova félie o piméru 1,4 mm (Polysciences)

» plochy kruhovy tetik s jamkou o vninim piiméru 1,2 mm, hloubkou 200
um a tlouskou 0,5 mm (Leica). Do téiku byla umistna kapka suspenze bu-
nek kultivovanych na d& 96 jamkového sterilniho panelu.

Cast safirovych digk (Leica) s bitkami byla zasazena do speciélnich plochych kru-
hovych nosit s drazkou pro zivé hiky (Leica) o paémeéru 1,5 x 0,14 mm a do plochych
kruhovych tetika s jamkou uvnit (Leica). Aklarové folie s narostlymi bkami byly za-
sazeny do plochych w@ka (tloug’ka 0,5 mm s vnihim ptimérem 1,2 mm a hloubkou 200
pum). Buiky (adherované na safirovém disku nebo aklarovd fainiti terciku byly oSet-
feny kryoprotektantem 20% BSA, ktery byliaeen v kultivatnim médiu. Biiky narostlé
na dré jamkového panelu byly opatfrseSkrabany, odsaty s kulttrdm médiem do mik-
rozkumavky a 5 minut centrifugovany (1000 g). Sup#ant byl odstram, k burgcnému
peletu bylo pidano malé mnoZstvi 20% BSA a znovu pitdl centrifugace (1000 g).
Kapka bug¢ného peletu (1 ul) byla nanesena do specialnilkdktes jamkou. Takto i
pravené ploché kruhové nosia tetiky s buikami se poté upevnily do specialniho poda-
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vaciho nastavce pouzivaného v RTS jednottsrpje Leica EM PACT2. Do RTS jednot-
ky se zasunul specialni transportni bajonet, kseryautomaticky fgdnastavil do mrazici
pozice. Do RTS jednotky se vloZil podavaci nasta/eostem burk, ktery se zasunul do
horni ¢asti transportniho bajonetdipraveného k transportu vzorku do mrazici jednotky
(HPF) Leica EM PACT2, kde doslo k rychlé kryofixdmirgk. Tekiky s buikami skortily
pondené v dusikové lazni, ktera se nachazi v RTS jegngtstroje Leica EM PACT2.
Terciky byly poté opatré vyjmuty z hornic¢asti transportniho bajonetu a stale udrzovany
pod hladinou kapalného dusiku. Ty byly preneseny do ozianych plastovych nado-
bek gedem vlozenych v dusikové lazni. Nadobky sitgr, naplrené kapalnym dusikem
byly vyjmuty z dusikové lazha geeneseny do malé polystyrénové krabice naprkapal-
nym dusikem, kde byly ponechany az do dalSiho kiakiomatické mrazové substituce
ledu.

3.3.4. Mrazova substituce (FS)

Kryofixované neuroblasty zabudované do specialmiobita (Leica) pouzivanych
v pristroji EM PACT2 byly umisiny do komory pistroje Leica EM FS, ktery byl nastaven
na program mrazové substituce (tab. 1).

Tabulka 1:Program mrazové substitucégiroje Leica EM FS.

Programové kroky Teplota ve stupnich °C Cas v hodinach
T1 -90 °C 96
S1 5°C/h 14
T2 -20 °C 23
S2 5°C/h 10

V komae pistroje Leica EM FS, ktery byl nastaven na tepl&i °C, bylo nejtive
vychlazeno substituni medium (2% Os©v 100% acetonu) vahkolika sklergnych draZo-
vych lahvikach o objemu cca 5 ml. Taky s buikami (infilkované a neinfikované) byly
odctlené v samostatnych oztienych lahvtkach. Tegiky s kryofixovanymi biikami byly
rychle geneseny z dusikové l&zpristroje EM PACT2 do fistroje EM FS, kde byly vlo-
Zeny do vychlazeného substihiho média. Mrazova substituce p¢bla podle vySe nasta-
veného programu (tab. 1), kde byly vzorky ponechd@hylo dosazeni teploty 5 °C. Poté
byly vzorky z gistroje vyjmuty a 3x promyty v 100% acetonu. Ponpyti byly vzorky
prosycovany ve s#sich pryskyice Epon a 100% aceton (v pém 1:2, 1:1 a 2:1) a skle-
néné lahveky byly vloZzeny do ftepaciho z&zeni nastaveného na maliepaci vykon.
V jednotlivych sndsich o objemu cca 5 ml byly kovovédiy s buikami ponechany vzdy
1 hodinu i pokojové teplat. Nakonec byla k tétkim pridanacisté pryskyice EPON a
vzorky byly vlioZzeny na 24 hodin do exsikatoru. Dyulen byly te¢iky s buikami vliozeny
do specialnich plastovych fortek (SPI) tak, aby hiky na nostich sn&tovaly vzhiru
ode dna formiky. Formiky byly naplrény pryskyici Epon a vloZzeny do termostatu
k polymerizaci (62 °C po dobu 48 hodin).

Po uplynuti doby polymerizace byly Blky s kovovymi nosii a tekiky s buikami
z plastovych forniiek pomoci skalpele wiznuty. Bla:ky s kovovymi nosii a te€iky byly
upevrény do specialniho drzaku na bky od Leica ultramikrotomu. Kovové ndsi a ter-
¢iky byly po v8ech stranach néjde c:istény od gebyt&né pryskyice pomoci Ziletky
krom¢ strany s bitkami. Takto odhalené kovové nésia tetiky v blocku byly zasazeny
do drzaku ultramikrotomu. Poté byly Bl s nosti a tekiky pondeny do tekutého dusi-
ku na rekolik vtefin a vloZzeny do termobloku vyatého na 80 °C dokud sediérneorosil
(nékolik vterin). Drzak s blékem a orosenym téikem byl vyjmut z termobloku a &k
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s buikami byl opatré odstragn pomoci skalpelu. V btd&u zistaly zachovany jen samot-
né buky bez poskozeni. Biky byly poté krajeny na ultratenkézy o tlougsce 70-90 nm
pomoci ultramikrotomu Leica Ultracut UCT.

llustrainé znazorgny pracovni postup zpracovani Zivych Bkimetodou HPF a FS s
naslednou ultramikrotomii je uveden v obr. 13.

2. ultramikrotomie
o
S B \I-—/
1. bunééna kultura i
— I
HPF a AFS
odstranéni otrimovani krajeni fezQ

— nosice preparatu

s

Obrazek 13 Pracovni postup ultramikrotomie po zmrazeni zivychbunéénych kultur zpracovanych
metodou HPF a FS.1. Zivé buiky v kultivainim médiu naadherované na aklarovém disku zasazené
do pozlaceného nas. Zivé buiky po zpracovani metodou HPF a FS (3ipka) proghkiiesem fipravy pro
ultramikrotomii. 2. Z bléku musi byt nosi odstragn a v mist s nej¥tSi koncentraci vzorku je trimovanim
ptipravena pyramidka, ze které jsou poté krajenyatétrkérezy (Spiegelhalter a kol., 2010; upraveno).

3.4. Imunolokalizace virového proteinu E, ER a mikrotubuarnich vla-
ken pomoci fluorescetini a konfokalni mikroskopie

Do 24-jamkoveého sterilniho panelu (Costar) s krycsidicky (o praméru 15 mm)
bylo umistno 1x16 bursk (virem KE infikované a neinfikované neuroblashg jednu
jamku. Buiky byly kultivovany g 37 °C v Incovu upraveném Dulbecovu médiu (IMDM)
s pridavkem 10% fetalniho teleciho séra (FCS) a 1%ssmenicilinu a streptomycinu
(Sigma). Kultiv&ni médium bylo odséto a k tkém byl @gidan ledovy metanol. Biky
byly fixovany @i -20 °C po dobu 20 minut. Paikladném promyti butk v 0,01 M PB
s piidavkem 0,15 M NaCl (PBS) byl do jamkyigén blokujici roztok (3% BSA, 5% NGS,
PBS a 0,05% Tween 20). Bky byly blokovany 1 hodinuiip pokojové teplat. Po odsati
blokujici roztoku byla k btkdm gidana primarni protilatka (2 hodinyip4 °C). Po d-
kladném promyti v PBS byla k bkam pgidana sekundarni protilatka s fluoresa@in
znakou. Inkubace probihala 1 hodinu vedtpti pokojové teplat. Po dikladném promyti
v PBS byly buiky barveny po dobu 10 minut v roztoku fluoresg@riatky DAPI (Sigma)
naredné v PBS (1,5 pg/l ml PBS). Paldadném promyti byla skika zalita do montova-
ciho média pro fluorescenci MOWIOL (Sigma). Obaenfikované a neinfikované bu
ky byly pozorovany v konfokalnim mikroskopu Olympbé 81 (FV 1000 fluoview, FV
10-ASW).

Pouzité primarni protilatky:

e pro virovy protein E (19/75 izolovana z my$egna v pongru 1:100, 1pg/l
ml PBS, poskytl Prof. Mathias Niedrieg, Institudideota Kocha, Berlin)

» pro endoplazmatické retikulum (proteinovéa disulfidlazomeraza, PDkedk-
na v pondru 1:100, koncentrace protilatky dodavatel uvadil Gggnaling
technology)
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e pro mikrotubularni vlaknaaoftubulin, 1 pg/l ml PBS, Jackson Immunore-
search)

Pouzité sekundarni protilatky:
» pro detekci viroveého proteinu k:mouse IgG konjugovana s FITC (1 pg/l mi

PBS, Jackson Immunoresearch)

» pro detekci ERu-rabbit IgG konjugovand s TRITC (1 pg/l ml PBS, kKiam
Immunoresearch)

» pro detekci mikrotubularnich vlakea:rat IgG konjugovana s TRITC (1 pg/
I ml PBS, Jackson Immunoresearch)

Jako negativni kontroly byly pouzity neinfikovanéunoblasty imunofluorescens
znaené jen sekundarni protilatkou (misto primarniigtity bylo pouzito PBS).
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4. Vysledky

4.1. Studium ultrastrukturnich zm én neuroblasti po infekci virem KE
pomoci transmisni elektronové mikroskopie

4.1.1. Metoda dvoustupiové chemické fixace pomoci 2,5% glutaraldehydu a 2%
0Os0Oy

Neuroblastové suspenze Bumeinfikované a infikované virem KE (48 hodin p.i)
byly pripraveny standard@npouzivanou metodou chemické fixace.nBy byly fixovany
raznymi zpisoby:

e 2,5% glutaraldehyd ve fosfatovém roztoku (PB) gokojové teplat 24h, a
pies noc p 4°C

* 50% glutaraldehyd fidany do kultiv&niho média s vyslednou koncentraci
2,5% pi pokojové teplot 24h, a pes noc p 4°C.

Bunky byly postfixovany 2% oxidem osgglym (OsQ) a zality do epoxidové prys-
kytice. Casovy interval fixaceizna teplota p fixaci, a zmisob ipravy 2,5% glutaralde-
hydu neukézaly rozdilné zmy v zachovani buftné ultrastruktury. Ve vysledcich byla
pouzita pouze obrazova fotodokumentace neurabkastvanych 2,5% glutaraldehydem
pies noc fi 4°C s postfixaci Osp

4.1.1.1. Ultrastruktura neuroblagi infikovanych virem KE po chemické fixaci

Na ultratenkychezech neuroblasty infikovanymi virem KE (obr. 58abyla pozo-
rovana extrakce bétiného materialu. Biky mély protahly, ovalny nebo kulovity tvar a
cytoplazmaticka membrana nebyla dostatezachovala (obr. 4). Velka b&ma jadra
vykazovala nepravidelny tvar (obr. 4) &lmnedostat¢ zachovalou jadernou membréanu
s ¢astymi invaginacemi (obr. 5A). Nukleové kyselinynity buné¢ného jadra tviily ne-
pravidelné agregované shluky elektron-denznihorbefteomatinu a méndenzniho eu-
chromatinu (obr. 5A). Uvnitbuné¢éného jadra byla fitomna vyrazna kulovita, elektron-
denzni jadérka s nukleolonematy (obr. 5A). Nukleelmata vykazovala pentlicovitou
vlaknitou strukturu tvienou elektron-denznimi fibrilarnimi centry a méelektron-
denznimi misty (obr. 5A).

Cytoplazmatickd membrana nebyla timlzachovala a uviticytoplazmy byly pozo-
rovany extrémé hypertrofované a 2¥Sené cisterny drsného endoplazmatického retikula
(RER) (obr. 4 a 5A). Cisterny RERéehg nepravidelny tvar a tudy vétSinu objemu cyto-
plazmy infikované biiky (obr. 4 a 5A). Membrana cisteren RER po chemfotaxi neby-
la dostatené zachovala. Na membr&amRER byla pozorovana mista bez navazanych ribo-
zomi (obr. 5B). V cytoplazm se krond cisteren RER vyskytovaly dalSi bigmé organely
jakou jsou mitochondrie, které &y nedostaténé zachovalou membranu a kristy uwvnit
(obr. 6).

4.1.1.2. Morfologické z@ny neuroblasi infikovanych virem KE

U nekterych bugk infikovanych virem KE jsem pozorovala zndmky B&mé smrti:
apoptozy a nekrozy (obr. 4). Bky vykazujici znamky apoptozy (obr. 4 a 7) se vyma
valy smrs¢nim celého buwtného objemu, ktery byl figoben proteolytickou degradaci
intracelularnich protein Cytoplazma biikky byla v porovnani s jinymi hikami (bez zna-
mek apoptozy) vyraznelektron-denzni (obr. 4 a 7). DalSim pozorovanyrakem apopto-
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zy byla gitomnost mnoha vakuol na periferii kigné cytoplazmy. Uvnitburé¢ného jadra
v perinuklearni oblasti byla pozorovana kondenzheterochromatinu do kompaktnich
elektron-denznich shldk (obr. 7). Shluky kondenzované nukleové kyselinylyby
v pozdjSich stadiich apoptdézy od sebe &lddé (obr. 7 a 8) a bainé jadro bylo frag-
mentované (obr. 7). Uvitielektron-denzni cytoplazmy pobliz kgného jadra se vysky-
tovalo mnozstvi dilatovanych cisteren RER a tak@nmy navazané pra¥godobri na
mikrotubularni vidkna (detail na obr. 7).

Kromé burek se znamkami apopt6zy byly pozorované takigkipwykazujici znamky
jak apoptozy, tak i nekrozy (obr. 8). Echto burk se projevovaly jiz vySe popsané znam-
ky apoptozy. P&atky nekrozy se projevovaly naruSenim integrityopjézmatické a jader-
né membrany (obr. 8). Pozorované byly tak&mynintegrity jes¢ zachovalych, ale rozSi-
fenych cisteren RER s velkym mnoZstvim elektron-désievirioni uvnité (obr. 8).

Bunky vykazujici pouze znamky nekrézyéiy posSkozenou cytoplazmatickou a ja-
dernou membranu (obr. 9B). Cytoplazmagktarych nekrotickych butk obsahovala va-
kuoly (obr. 9A) a rozpadlé nebo Uplnozpuséné bure¢né jadro (karyolyza; obr. 9B). Bu-
nécné organely, které se v cytoplazmachazely, nebyly ddb rozliSitelné (obr. 9A).

4.1.1.3. Intracelularni vyvoj viru kliBové encefalitidy

Jednim z dominantnich znakyvoje viru KE byla pitomnost virovychtéstic (virio-
nt) pohybujici se v @méru 40-50 nm uvnit hypertrofovanych a 2¥Senych cisteren
RER. Cisterny RER se nachazely pobliz &meého jadra (obr. 5A). Cisterny RER byly
uvnitt vyplnény jemnym osmiofilnim materialem a mnozstvim elektdenznich viriofa
(obr. 5B). U rkterych bugk byly cisterny RER Upkirozpadlé. Htomné viriony a jemné
membranové struktury (SMS) se nachazely mezi ciater RER (obr. 6).

DalSim vyraznym znakem pozorovanym v cytoskeleturotgasti byla pitomnost
proteinovych viaken, pra¥godobré mikrotubularnich vidken mezi cisternami RER. Na
mikrotubularnich vlaknech bylo navazarigné mnozstvi virioéh (obr. 6). Virovécastice
byly navazané nejen po stranach, ale i mezi jethyati mikrotubularnimi viakny (detalil
na obr. 6).

4.1.1.4. Ultrastruktura neinfikovanych neuroblagtpo chemické fixaci

Na ultratenkychrezech neinfikovanymi neuroblasty (negativni koryrddyla pozo-
rovana extrakce materialu (obr. 2) a nedostgteachovala cytoplazma. B&mé jadro
melo nepravidelny tvar gastou invaginaci jaderné membrany (obr. 1). Nulddoyseliny
uvnitt burg¢ného jadra tvilly nepravidelné agregované shluky elektron-denzrtibte-
rochromatinu a ménelektron-denzniho euchromatinu (obr. 1 a 2). Gttigktura jaderné a
cytoplazmatické membrany po chemické fixaci nelolgla'e zachovala (obr. 2).

V cytoplazng byly piitomné nedostate¢ rozlisSitelné bugcné struktury (obr. 2), kte-
ré obsahovaly mnozZstvi bilych mist prapddobr vzniklych extrakci bugtného materia-
lu (detail na obr. 2). Cisterny RER nebyly v cytmpte neinfikovanych buék dolre rozli-
Sitelné (obr. 2). Ojedifte rekteré neinfikované hiky obsahovaly mitochondrie
s dostaten¢ zachovalymi kristami, vyrazna tukovéliska s navazanymi ribozomy a
sekundérni lysozomy (obr. 3).
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4.1.2. Kryofixa ¢ni metoda ,high pressure freezing”“ a nasledna mraa substituce
ledu

Infikované a neinfikované neuroblasty byly kulthamé v jedné vrstvna tiznych
nosiich (aklarové félie, safirové disky). Bkly byly rychle kryofixovany za vysokého
tlaku (high pressure freezing; HPF) s naslednouzawau substituci ledu v 2% Os@
100% acetonu. Chemicky stabilizovany a odvwagnmateridl byl zalit do epoxydové
pryskyice. Pro porovnani ultrastrukturnich &minfikovanych a neinfikovanych neurob-
lasti byly vybrany jen obrazky neuroblagtultivovanych na safirovych discich.

4.1.2.1. Ultrastruktura neuroblagi infikovanych virem KE po kryofixaci

Infikované neuroblasty se po kryofixaci a FS vyemaaly dolfe zachovalou ultra-
strukturou bui¢nych organel a membradn bez znamek extrakcedmého materialu a
agreganich artefaki (obr. 16). Infikované hiky mély zakulaceny tvar (obr. 14). Ojedin
le se vyskytovaly btky nepravidelnych tvdr (obr. 16). Tvar butného jadra bykasto
nepravidelny a nukleové kyselinyéty homogenni strukturu (obr. 14 a 15). V bamem
jadie se vyskytovaly elektron-denzni shluky kondenzéhanheterochromatinu s rovno-
meérnou zrnitosti, a mista tvena men elektron-denznim euchromatinem (obr. 16). Ultra-
struktura jaderné membrény byla delzachovalé (obr. 15B) a vykazovéksté invagina-
ce (obr. 14). U &kterych bugk byla dvouvrstva jaderna membranajgin stranou spojena
s cisternou RER (obr. 20B). Uvhiburé¢ného jadra byla ddb viditelnd elektron-denzni
jadérka (obr. 16), u kterych nebyla pozorovanalmenita struktura.

Cytoplazma obsahovala velky q& miznych bugcénych organel, membranovych
struktur a membran, které ve srovnani s chemickgisabem pipravy vykazovaly nizsi
kontrast (obr. 14, 15 a 16). Cytoplazma obsahovaterny RER, které &y zvétSeny
objem, fizny tvar a zaujimaly ne§tSi ¢ast bukcné cytoplazmy. Cisterny RER byly vypl-
nény jemnym osmiofilnim materidlem a uvhge nachazelo velké mnozstvi viriorKro-
m¢ dole zachovalych cisteren RER se vyskytovaly cistgbaygino aparatu (GA) (obr.
15B).

Dobré zachovani bwtiné ultrastruktury umoznilo pozorovani dalSich &unych or-
ganel vyskytujici se v cytoplazninfikovanych neuroblagtnag. mitochondrii, sekr@ich
vakuol, sekundarnich lysozdgimmultilamelarnich disek a membranovyckelisek tvae-
nych mnoha vé&ky atd. (obr. 15A a B, 16 a 17).

4.1.2.2. Morfologické z@ny neuroblasi infikovanych virem KE

U infikovanych neuroblagtbyly pozorovanytizné znény tykajici se tvaru hiky a
uspdadani bud¢nych organel nap RER jako reakce nafipomnost a vyvoj viru KE (obr.
16). Mezi infikovanymi biikami se objevoval@ada bugk se znamkami apoptézy a ne-
krozy (obr. 14). Apopt6za indukovana virem KE saskgtovala porarné ¢asto a projevo-
vala se nejen smigtim celé biiky, ale také zrnou usp#adani cytoplazmy a cyto-
plazmatické membrany. Zmy na cytoplazmatické membrarepisobené rozkladem
cytoskeletu se projevovaly vznikemekavitych vyristkia (vybéZzka membrany; obr. 23A).
Zmena uspeadani cytoplazmy se projevovala vyskytem velkéh&tipoakuol na periférii
buiky (obr. 23A). Tyto biiky mély vyrazre elektron-denzni cytoplazmu a kondenzovany
heterochromatin na periférii b&dmého jadra, které byldasto fragmentované (obr. 14 a
23A).

Mezi infikovanymi neuroblasty byly pozorovanyitky vykazujici znamky apoptdzy
a zarové také nekrézy (obr. 23B). Nekrotické znamky bylyzpmvany u bu&ného ja-
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dra, které milo ¢asto porusenou jadernou membranu. Obsah jadra ngdmgdjSich stadii
nekrézy vibec ohranieny (rozpu&ni buré¢ného jadra; obr. 14 a 23B). Cytoplazma obsa-
hovala mnozstvi rozpadlych btimych organel a vakuol (obr.14). Cytoplazmaticka mem
brana byla u ¢kterych bugk se znadmkami nekrézy poskozena (obr. 14), u jirgatho-
vala (obr. 23B). Nekrotické laky byly pozorované ojedite, na rozdil od butk se znam-
kami apoptozy.

4.1.2.3. Intracelularni vyvoj viru kliBové encefalitidy

Pritomnost a vyvoj viru jsem pozorovala v perinukidgarblasti buscné cytoplazmy,
kde nejvice objemu zaujimaly hypertrofované &tané cisterny RER. UVRHIRER se
vyskytovalo velké mnoZstvi virovyatastic (virioni) o velikosti 40-50 nm (obr. 17A a B).
V prostoru RER se kro&wirioni nachazely také proteinova vlakna, prgwatdobré mik-
rotubularni vlidkna (obr. 21). Zajimavym jevem paz@nym u infikovanych neurobldst
byl vyskyt virioni v cisterd RER ohraniujici buré¢né jadro, kde dvouvrstva jaderna
membrana byla jSi stranou spojena s cisternou RER (obr. 20B).

Vyskyt virioni (dalSi stadium vyvoje viru) byl pozorovan také hasti oznaované
jako ERGIC, kter4 se nachazi mezi RER a GA (oby. t®blasti ERGIC se krogvirio-
nt nachazely také tzv. pre-Golgiho elektron-denzmioini meziprodukty (pGm), které
se svou morfologii podobaly viridm, ale liSily se velikosti. Viriony se nachazelyerev
cisternach RER, ale také pobliz cisteren GA a medikii (pGm, obr. 19A). Viriony
byly negastji pozorovany uvnit nebo mezi cisternami RER a GA (obr. 19B). Pobiz c
teren GA byl také pozorovan transportnéefa s virionem. Virion il dobre zachovalou
elektron-denzni nukleokapsidu a membranovy obal @®A).

V pokraiilém stadiu infekce byla pozorovana poskozena manwristeren RER.
Pro toto stadium byla typick&ippmnost velkého mnoZzstvi viriar(obr. 21). Mezi rozpad-
lymi cisternami RER, pobliz bétného jadra, byly pozorovany osmiofilni kulovité neu
sekréni v&ky o priméru 70-90 nm, které se vyskytovaly jednatlimebo ve skupinach
(obr. 20B a 21). Neurosekm vaky mely vyrazné elektron-denzni jadro, kolem jadra
mére elektron-denzni meziprostor a jemny membranovyl ¢blar. 22). Ojedigle byly
viriony pozorovany navazané na neuroséki@a’ek (detail na obr. 21).

4.1.2.4. Ultrastruktura neinfikovanych neuroblagtpo kryofixaci

Ultrastruktura neinfikovanych neuroblas{negativni kontroly) byla po kryofixaci
dole zachovana a kkly me¢ly pravidelny kulovity tvar (obr. 10). Jaderna mednia byla
dohkie zachovala a uviitbouré¢ného jadra nebyly pozorované shluky nukleovych kyse
(obr. 11 a 12). Uvnitburé¢ného jadra bylo ddie viditelné velké jadérko kulovitého nebo
ovalného tvaru, vypkné elektron-denznim fibrilarnim materialem. Jadénkeykazovalo
pentlicovitou strukturu (obr. 11). Chromatin u¥riuré¢cného jadra byl tvien jemr zrni-
tymi shluky elektron-denzniho heterochromatinu andnélektron-denzniho euchromatinu
(obr. 11).

Obsah cytoplazmy bohaty na &iné organely a membranové struktury vykazoval
nizsi kontrast a nejevil znamky extrakce (obr. 12 a 13). V cytoplaznbylo pozorované
velké mnoZstvi date zachovalych bugnych organel: mitochondrie, GA (obr. 11), velké
kulovité sekundarni lysozomy, zbytkovéliska (tzv. multilamelarni) tv@na velkym
mnozstvim elektron-denznich fosfolifidobr. 11). DalSi pozorované bitmé struktury
byly fagocytické vakuoly tzv. fagozomy, se&né vakuoly (obr. 11), vyrazna elektron-
denzni tukovédiska s navazanymi ribozomy a velké fagolysozonty.(@2).
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Diky dolre zachovalé buigné ultrastruktie byl pozorovan uvnitcytoplazmy buik
intracelularni transport zahrnujici proces endaoyt@ohlceni) a sekrece (vyléeni) tiz-
nych ¢astic (obr. 13A-D). Pinocytéza (tzv. absémp endocytdza) pohlceni malého mnoz-
stvi tekutiny do pinocytického wku byla dolse zachycend na ultratenkéfezu cyto-
plazmou neuroblastu (obr. 13B-D). Uundytoplazmy byla pozorovana jednotliva stadia
pinocytdzy: invaginace cytoplazmatické membrany wvateni tzv. panozky (obr.
13B); odsSEpeni a vznik pinocytickeého vku (obr. 13C) adsné spojeni pinocytického
v&tku s cytoplazmatickou membranou (obr. 13D).

4.2. Studium morfologickych zmén neuroblasti po infekci virem KE
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie

Bunécné kultury neuroblast neinfikované a infikované virem KE (48 h p.i.) byl
kultivované na krycich skdkach v jedné vrstu Neuroblasty fed zpracovanim pro SEM
vykazovaly pod sttelnym mikroskopem vrcholny CPE. Bky byly chemicky fixovany
2,5% glutaraldehydem ve fosfatovém roztoku a pasttny 2% oxidem osréelym. U
infikovanych neurobladtpatily zmény tvaru a povrchu bwk mezi hlavni morfologické
zmeny. Infikované biiky mely zakulaceny tvar (obr. 24B) v porovnani s neiafianymi
buinkami, které nily tvar protéhly (obr. 24A).

Hladky povrch byl pozorovan u neinfikovanych BknPovrch infikovanych bugk
byl drsny aclenity (obr. 24B). Povrchy buwk ¢asto pokryvaly zbytky rozpadlych nekro-
tickych burgk (obr. 24A a B). Kratké vy¥ky, tzv. dendrity a tenka bodcovita filopodia
vychazela zda neinfikovanych a infikovanych bk (obr. 24A a B).

4.3. Imunolokalizace virového proteinu E VER a vasoci@ s a-
tubulinem pomoci fluorescerni a konfokalni mikroskopie

Bunky neinfikované (negativni kontroly) a infikovan&em KE (48 h p.i.) byly kul-
tivovany na krycich sktkach. Vzhledem k tomu, Ze neuroblasty byl§emé pro imunode-
tekci, je nebylo mozné fixovat glutaraldehydemnBybyly fixovany ledovym metanolem
pii -20°C. Pro imunofluorescenci a konfokalni mikropk byly pouZzity ti primarni proti-
latky pro detekci virového proteinu E, endoplazieiatho retikula (proteinova disulfidova
izomeraza; PDI) a mikrotubularnich vliakent@bulin). Detekce fluorescéniho signalu u
infikovanych neurobladt byla porovnavana s fluores@emm signalem neinfikovanych
burgk. K vyhodnoceni vysledk byla pouzita fotodokumentace ziskana z konfokalnih
mikroskopu.

Jelikoz byly neuroblasty fixovany ledovym metano)dmnky nevykazovaly dobré
zachovani ultrastruktury a byla pozorovana slab&ae protilatek proti virovému proteinu
E, mikrotubularnim viakiim a endoplazmatickému retikulu. Vzhledem ke slabéigoélu
protilatky proti virovému proteinu E (malé mnozstit nebo nespecificka reakce) a Spat-
nému zachovani ultrastruktury, byk¥ké ukit, kde se virov&astice proteinu E vyskytuji,
a zda jsou v kontaktu s mikrotubularnimi vliaknyInieslaba a nespecificka vazba protila-
tek (prav@épodobré zpisobena nedostdteym zachovanim ultrastruktury) komplikovala
vyhodnoceni vysledk

4.3.1. Detekce virového proteinu E v ER pomoci POrotilatky

PDI protildtka prokézala ffiomnost ER nejen v perinuklearni oblasti, ale také
v celém cytoskeletu kiky (obr. 25A). Vzhledem k slabému signalu protelunebylo
mozné potvrdit kolokalizaci obou struktur.
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4.3.2. Detekce virového proteinu na mikrotubularnib viaknech

IntenzivrejSi signal virového proteinu E se vyskytoval vyhréad perinuklearni ob-
lasti v porovnani s nizkym signalesrstubulinu (mikrotubularni viakna), ktery byl rozpty
len v celém cytoskeletu bhky (obr. 25B). JelikoZ protilatka proti-tubulinu vykazovala
velmi slabou intenzitu signalu, nebylo mozné zgatvrdit, zda detekovany signal protei-
nu E je sougedn v tsném kontaktu s mikrotubularnimi viakny (obr. 25B).
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5. Diskuze

Jednim z cil této magisterské prads/lo studiummaturace viru KE a distribuce vi-
rovych¢astic (viriom) v lidskych neuronalnich ach (neuroblastech). DalSim cilem byl
popis morfologickych zin indukovanych vyvojem viru KE v neuroblastech fteastruk-
turni arovni.

5.1. Studium ultrastrukturnich zm én neuroblasti po infekci virem KE
pomoci transmisni elektronové mikroskopie

Ke studiu ultrastrukturnich z¥n neuroblast po infekci virem KE a sledovani intra-
celularniho vyvoje viru byly pouzity @wizné metody fipravy: (1)chemicka fixace po-
stfixace a odvodini pii pokojové teplot (viz 3.3.2.) a (2kryofixace pomoci HPF a néa-
sledna FS (viz 3.4.).

5.1.1. Extrakce a agregovany vzhled ultrastruktury

Neuroblastové hiky piipravené metodou chemické fixace byly fixovarigmymi
zpasoby: 1) fix&ni ¢inidlo bylo pidano gimo do média (vysledna koncentrace byla
2,5%); 2) buiky pred fixaci byly promyty a poté chemicky fixovany Z5glutaraldehyd-
em; 3) butky byly fixovany @i riznych teplotach. Biky zpracovanétiznymi zpisoby
chemické fixace vSak nevykazovaly rozdilny vzhldastruktury. Ultrastruktura bu-
nych organel a membran chemicky fixovanych neustblaebyla dostata¢ zachovala.
Na ultratenkychfezech neuroblastbyla pozorovana extrakce bigného materialu (obr.
5A a B). Ultrastruktura buigného jadra fedevSim nukleové kyseliny dy agreg&ni
vzhled (obr. 5A).Uvadi se, Ze problémi gtandardni metadchemické fixace sgiva
zejména v pomalém pronikani pouzitého aldehydovigkexniho cinidla (nekolik mi-
nut/hodin, Small, 1981).iPpomalé chemicke fixaci bék dochazi k bu&né autolyze a
pomalé buacné smrti. B dalSim kroku pipravy, ,dehydrataci”, dochazi k extrakci nedo-
staté&né fixovanych molekul, které mohoudmit svoje fivodni pozice uvnitbuiky a zpi-
sobuji tzv. fixani artefakty”. Vhodna metoda fixace biologickycheparal by méla
imobilizovat, zachovavat ultrastrukturu membramrturécnych organel a dalSich b&in
nych struktur bezéthto fixatnich artefaki. Uvadi se, Ze imobilizace tzv. ,varmplovou-
cich molekul* v progedi burc¢né cytoplazmy je i standardni chemické fixaci nemozna
(Dubochet a kol., 2001; McDonald a Auer, 2006).é¢gblovouci molekuly maji tendenci
agregovat nebotstavaji gilepené k chemicky fixovanym strukturam (z anglgrggation
artefacts"). Extrakce butiné cytoplazmy, agregai artefakty a smr&hi mezibugcnych
organel zfisobené nevhodnou fixaci, dehydratagipmkojové teplat a vysusenim prepa-
rati zpasobily velké poSkozeni ultrastruktury neurohlaatprakticky znemoznily pozoro-
vani znén ultrastruktury, vyvoj viru KE a povrdéhinfikovanych neuroblast

Bunééna cytoplazma neurobldispripravena kryofix@ni metodou (HPF s naslednou
FS) se jevila vice elektron-denzni (infikovanélky obr. 14; neinfikované hiky obr. 10)
Vv porovnani s neuroblastyipravenymi metodou chemickeé fixace (infikovanéiky obr.
4; neinfikované biky obr. 1). Bug¢né cytoplazma neuroblaspripravenych (viz. 4.1.2)
nevykazovala extrakci materialu a obsahovala dvegregéanich artefaki (obr. 11, 12 a
16). Je mozné usuzovat, Ze dehydratac&lpii nizké teplot béchem mrazové substituce
eliminovala agregmi artefakty a extrakci cytoplazmy. Obdobné vysietigly pozorova-
ny nag. u epitelovych buk, které byly pipraveny kryofixaci s naslednou metodou FS
(Reipert a kol., 2004). Neuroblasty infikované wr&E pipravené metodou kryofixace
pomoci HPF vykazovaly velmi dobré zachovanidimé ultrastruktury se slabSim kontras-
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tem membran (obr. 14) v porovnani s chemicky fixgwai neuroblasty (obr. 4). Slabsi
kontrast membran u neuroblagiipravenych pomoci HPF byl praggbdobré zpisobeny
chykgjici extrakci okolni bu&né cytoplazmy. Membrany &ty slabsi kontrast i kdyZz bylo
pouzito substiténi médium, které obsahovalo 2% QsO

Z literarni studie o absenci agrégich artefaki pozorovanych uidznych burk
v zavislosti na metad pripravy vyplynulo, Ze oblasti vyskytu kondenzovanéhete-
rochromatinu, euchromatinu a jaderné membranysse! Iprepardt chemicky fixovanych
a kryofixovanych (HPF). U neuroblastpripravenych metodou kryofixace vykazova-
la/m¢la jaderna membrana (karyolema) tkolzachovalou homogenni ultrastrukturu (pra-
videlné ohrartieni dvouvrstvé fosfolipidové membrany, obr. 11 & 16chemicky fixova-
nych neuroblast (neinfikované obr. 2; infikované hlky obr. 5A) byla jaderna membrana
tvofena pouze nepravidelnymi shluky elektron-denzniterdochromatinu, které se vysky-
tovaly také uvnit buré¢ného jadra v prostoru vypiném mén elektron-denznim euchro-
matinem. Nedostate¢ zachovala jaderna membrana u chemicky fixovanyatgkbbyla
pravdEpodobré zpisobena kompresnimi tlakyagobicimi @i agregaci jaderného a cyto-
plazmatického materialutipojeného k jaderné membrérkKondenzovany heterochroma-
tin u kryofixovanych neuroblastbyl jemny a pravideka zrnity (neinfikovana bika obr.
11; virem KE infikovana bika obr. 16). Oblasti vyplmé euchromatinem uviibuns¢né-
ho jadra se jevily jako husté suspenze materidizlsym kontrastem (obr. 11 a 16).

U kryofixovanych neuroblagtpozorovanych pomoci TEM #y celé buiky a jejich
okoli rovnongrny kontrast (obr. 10, 11, 14, 16). Jemna cytopktirkd membrana byla
dolre zachovala (obr. 11, 12, 13A) &které bugcné organely (mitochondrie, transportni
a lysozomalni v&ky, sekundarni lysozomy, multilamelarni a tuko#léska) se jevily zna-
telné elektron-denzgji v porovnani s chemicky fixovanymi neuroblastyb(o2). Dobré
zachovani bugtné ultrastruktury pomoci kryometod bylo pozorovér@ortiznych buric-
nych organelach. Najklad GA nebyl chemickou cestotipravy materialu &¥bec pozoro-
van.

5.1.2. Ultrastruktura bunééného jadra

U chemicky fixovaného materialu jsem pozorovala kieter-denzni jadérka
s nukleolonematy (obr. 5A). Nukleolonemata vykazay@entlicovitou vlaknitou strukturu
tvorenou elektron-denznimi fibrilarnimi centry a miéilektron-denznimi misty. Popsané
struktury jsem u kryofixovanych neuroblastepozorovala.

Bunééna jadra neuroblastkryofixovanych pomoci HPF nevykazovala znamky ex-
trakce materidlu a agregace (obr. 11, 12). Podefsiédky pozoroval u biologickych pre-
parafi pripravenych metodou kryofixace Dubochet a kol. (20Qvadi se, Ze kvalitu dob-
ré fixace uvnit buiky Ize posuzovat s ohledem na tvar &tného jadra (McDonald,
2007). Tvar bu&ného jadra u &tsSiny Zivych bugk pozorovanych sstelnou mikroskopii
(LM) je vétSinou kulovity nebo ovalny. Na ultratenkéerucasti bugéného jadra se jeho
vzhled jevi jako kruh nebo elipsa, a jaderna membtadi jemné Kivky. Naopak wkterée
buiky maji grirozeny nepravidelny tvar jadra a jadernd membjéareharakteristick&as-
tymi invaginacemi (Schmidt a kol., 1994). Nadorduwéky, mezi &z pati i neuroblasty,
vykazovaly nepravidelny tvar b&mého jadra gastymi invaginacemi jaderné membrany
byly pozorovany také autory Locker a kol. (1968)nkce a proces, kterym tyto invagina-
ce vznikaji, jsou zatim nejasné. Invaginace jademeénbrany byly pozorovany jak u che-
micky fixovanych (obr. 1 a 5A) tak i u kryofixovadly neuroblasi (neinfikovanych obr.
12; infikovanych virem KE obr. 14). Invaginace jag& membrany affiomnost cytoske-
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letalnich vlaken uvnitinvaginaci byly ozn&ny za pechodné struktury pozorované pouze
béhem procesu bwiné diferenciace (Clubb a Locke, 1998).

Rychla fixace biologickych prepatdpomoci HPF umaiuje stabilizaci buéného
materialu bez znatelného poSkozeni struktur tvormikaych krystah vody. Na bus¢ném
jadie (po nespravnprovedené kryofixaci) Gizeme pozorovat artefakty @gobené rekrys-
talizaci zbytkové vodyastji nez v cytoplazmd buiky. Burg¢né jadro u neuroblasnevy-
kazovalo pitomnost velkych krystél (obr. 11 a 16). Mezi &kterymi infikovanymi neu-
roblasty byly nekrotické hiky, u nichZ se objevily uvnitrozpadlého buftného jadra
malé krystaly (mikrokrystaly, obr. 14). Domnivam, e vyskyt krystdi byl zpisoben
nekvalitni kryofixaci preparatu.

Jedna studie béh kultivovanych na safirovych discich a rychle zéaaych pomoci
HPF s naslednou mrazovou substituci acetonem ukézadrteficialni odtrzeni b&mného
jadra (Wild a kol., 2001). Podobné artefakty jsesparzorovala.

5.1.3. Intracelularni vyvoj viru kliStové encefalitidy

Vyvoj viru KE uvnit RER

V perinuklearni oblasti byly pozorovany &sené a hypertrofované cisterny RER
s mnozstvim elektron-denznich virovy¢hstic (virioni) o velikosti 40-50 nm (obr. 5).
Uvadi se, Ze mistem sklad&tdviviri (v pripad maturace typurans) je cisterna RER,
kde se virovésastice shromafuji a replikuji (Novoa a kol., 2005). Lokalizacerigni
uvnitt zvétSenych cisteren RER u neurobtagbtvrdila hlavni misto skladani a replikace
viru KE néasledkem infekce.

Sledovanim intracelularniho vyvoje viru KE v petkiearni oblasti neuroblastpri-
pravenych chemickou cestou i kryggavou se ukazalo, Ze viriony nebyliitpmné jen
uvnitt cisteren RER, ale vyskytovaly se voliezici mezi cisternami RER (obr. 6). Krém
virionu se mezi cisternami RER objevovaly i elektron-démitouhd, rovna mikrotubularni
vlakna, na kterych byly vizném pétu navdzané viriony (detail na obr. 6). Vazbu vitio
na mikrotubularni vlakna jsem nepozorovala u nelasib pripravenych kryometodami.
Pritomnost mikrotubuléarnich vlidken byla potvrzena zou neuroblastinfikovanych vi-
rem KE. U medulloblagta glioblast infikovanych virem KE se vazba vina mikrotubu-
larni vlakna neprokazala (Rek a kol., 2009). Uvadi se, Ze proteinova vlaktexa vytva-

i cytoskelet biiky jsou schopna transportovat viryehtieri autai (Urs a kol., 2006) zjisti-

li, Ze intracelularni transport virje zavisly na mikrotubulech, aktinovych a interndtd
nich vlaknech. Vzhledem Kipomnosti mikrotubularnich vidken a jejicltimé asociaci

s viriony pozorované u infikovanych neurobtase domnivam, Ze virus KE je schopen
vyuZivat intracelularni transport pomoci mikrotudoalich vidken a dosahnout tak mist
replikace a skladani novych virovy¢hstic.

DalSi pozorované binné struktury, které se objevovaly v malénttposlozené ve
shlucich mezi cisternami RER bylydkd ozna&ované jako SMS (obr. 6). Tyto &éy mely
pramérnou velikost 100-200 nm a bylyippmné ve shlucich. Tyto struktury jsem pozoro-
vala jen u chemicky fixovaného materialu. SMS sk byly pozorovany ve velkém
mnoZstvi uvnit protahlych cisteren RER u medullobfast glioblast infikovanych virem
KE (Rizek a kol., 2009)Flavivirem indukované SMS strukturyifpomné pobliz cisteren
RER se vyskytovaly n&pu mysSich neuraninfikovanych virem Japonské encefalitidy a
jsou popsany vad dalSich studii popisujici vyvoj flavivirv bunkach (Hase a kol., 1993;
Wang a kol., 1997; Mackenzie a kol., 1999). Lokadiz hypertrofovanych cisteren RER a
SMS struktur byla také pozorovana u Vero dumfikovanych Kunjin virem. Indukované
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membranoveé struktury jsou zde popsany jakikgaité baltky (z angl. ,vesicles packet";
Ng a Hong, 1989; Westaway a kol., 1997a). V litgatyto struktury byvaji ozgavany
jako svinuté membrany (z angl. ,convoluted membsaiMackenzie a kol., 1999; Novoa a
kol., 2005). Pedpoklada se, Ze nejen cisterny RER, ale také SMtsry jsou povazova-
ny za mista, kde dochazi k replikdlaviviriz. Tato mista byvaji ozgavana jako virové
tovarny (Mackenzie a kol., 1999; Mackenzie a K&DQ1; Novoa a kol., 2005).

U neuroblast infikovanych virem KE byly pozorované skupiny ndtmndrii (obr. 5)
v blizkosti mist replikace viru KE (kolem RER a SMSJato pozorovani jsou ve shod
s pozorovanim mysSich bék CNS a buaénych kultur nervovych buik infikovanych vi-
rem Japonské encefalitidy (Hase a kol., 1993; Waakagl., 1997).

Maturace viru KE

Bunky infikovanéFlaviviry obecr rozcElujeme podle jejich zjsobu maturace nas
nebotrans (Hase a kol., 1989). Pro maturaci typig jsou charakteristické fragmentované
cisterny RER. Skladani virovyatastic probiha voka v cytoplaznd. Nukleokapsidy péi
pies vakuolarni membranu do wnitho prostoru vakuoly a nebdimo pres cytoplazma-
tickou membranu do extracelularniho prostoru (Hakel., 1987a, 1989; Ng a kol., 2001,
Senigl, 2000a; Senigl a kol., 2006). Rrans maturaci jsou charakteristické dilatované a
hypertrofované cisterny RER. Sklddani a maturadenti probiha v cisterndch RER a ve
spojeni s SMS. Zralé viriony jsou poté sekiiecestou transportovany k plazmatické mem-
brare hostitelské biky a vyloweny ven z biikky procesem exocytézy (Hase a kol., 1987a;
Ng, 1987, Ng a Hong, 1989; Senigl, 2000a; Senlgila 2006). Nkteréflaviviry dokonce
projevuji oba typy maturaces atrans v zavislosti na virovém kmeni a typu hostitelské
buiky (Hase a kol., 1987a, b; Ng, 1987; Ng a Hong, 9198 a kol., 1994, 2001; Macken-
zie a kol., 1999; Mackenzie a Westaway, 2001; CiNga2002; Senigl a kol., 2006). U
neuroblast byla pozorovana fftomnost viriori uvnitt cisteren RER, ktera vypovidala
spiSe o maturaci typtrans. JelikoZz se viriony nachazelyejen uvnit RER, ale i vols
v cytoplazme mezi cisternami RER nebo v asociagiilgotubularnimi vlakny, Ize tato
pozorovaniadit také k maturaci typcis. Z pozorovanych vysledkvyvoje viru KE uvnit
burg¢né cytoplazmy neuroblastnemizeme tedy proces maturace viru K&dit jedno-
znane¢ k cis nebotranstypu. Podobnéikazy rozdilného zisobu maturaceis nebotrans
byly pozorovany také u s&ich burgk PS a klid&tcich burgk infikovanych virem KE (Se-
nigl a kol., 2006. Senigl, 2000a). Domnivam serr&turace viru KE u neurobldsprobi-

h& nasledujicim Zsobem: translace virové RNA prajmbdobré probiha na ribozomech
vazanych na cisternach RER, které hypertroféfieln tohoto procesu. Tyto cisterny RER
piedstavuji perinuklearni ohniska, kde dochazi kikepi a maturaci viriot. Zpisob ja-
kym virion ziskdva s membranovy obal nebyl z pozorovani u neurolilgipravenych
metodou chemické fixace a kryofixacegemy. ldentifikace a izolace volnych ,nahych®
virovych ¢astic (nukleokapsid) dlavivirem infikovanych bugk neni snadné pozorovat
pomoci EM (Roingeard a kol., 2004).di (now vznikajici) viriony mohou podstupovat
sekr&ni cestu hostitele a fazi na nych membranach (membrana splyne) jsou zralé
viriony (virové ¢astice s obalem) uvainy do extracelularniho prostoru.

Transport viru KE

Z vysledk ziskanych pomoci metody kryofixace (HPF) se ul@zat dalSimu vy-
voji viru KE u neuroblast dochazi v oblasti ERGIC (mezi RER a trans-GA; 48.19A a
B). Viriony se také nachazely uvhiprotdhlych cisteren GA (obr. 19B) a v jejictsné
blizkosti (obr. 18). V cytoplaziinfikovanych neuroblagtjsem pozorovala transport viri-
onu uvnit tzv. transportniho membranového wku“. Virion (obr. 20A) pozorovany
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pobliz GA byl pravdpodobré transportovan do cisterny GA a odtud dale do t@As

V oblasti trans-GA byla pozorovaniifpmnost viriori spol&né s vyskytem elektron-
denznich osmiofilnich pre-Golgiho meziprodiukpGm). Meziprodukty pGm se morfolo-
gii podobaly nahym virovyng¢asticim bez obalu, ale liSily se velikosti (obrAl9Moje
pozorovani transportu viru KE pomoci transportniddku u neuroblast jsou ve shod

s pozorovanim transportu viru KE u gaoh burgk PS (Senigl, 2000a; Senigl a kol., 2006).
Senigl ve své studii pozoroval putovani vifiontransportnich wich z RER do GA, kde
dochazelo ke glykosylacichterych virovych proteifi. Odtud byly viriony transportovany
v transportnich w&ich k cytoplazmatické membrgnkde procesem exocytézy doslo
k uvolréni virioni do extracelularniho prostoru.

Sekreéni draha viru KE

Uvadi se, Ze u nadorovych liinstudovanych pomoci EM iieme pozorovatif
tomnost fiznych bugénych struktur, naip intermediarnich vidken, neurotubularnich vla-
ken a elektron-denznich jadernych neurosakdh v&ka (granul) atd. (Llombart-Bosch a
kol., 1987). U gkterych nadorovych bk byly pozorovany v okoli z&tu synaptické
v&Ky, u jinych nadorovych buk (neuroblast) se vyskytovaly ve velkém mnozstvi neu-
rosekréni vatky (lwakura a kol., 2008). iRomnost tzv.,neurosekra’nich vé&ckii* (obr.
20B, 21 a 22) a vyskyt pragpodobré mikrotubularnich viaken(obr. 21) byla pozorova-
na v cytoplazm neuroblast infikovanych virem KE fipravenych pouze metodou kryofi-
xace (HPF). Neurosekiei vaky o velikosti 70-90 nm se velice podobaly viniom
s obalovou membranou, ale jejich velikost tomu perddala. Velké neurosekia vaiky
obsahovaly elektron-denzni jadro, obalovou membimyskytovaly se: jednotlév(obr.
20B, 21), ve shlucich uviiRER (obr. 22) a v cytoplaziimezi cisternami RER (obr. 21).
N¢které neurosekwmi vaky jsem pozorovala navdzané na fmitstranu membrény cis-
terny RER (obr. 22), jiné byly navazany na viriof@etail na obr. 21). Vyskyt neurose-
kre¢nich v&ku v okoli membranovych struktur byl pozorovan u &ynnfikovanych vi-
rem West Nile (Novoa a kol., 2005). Podobnékyao priméru 40-70 nm s elektron-
denznim jadrem pozoroval u kii§tch burk infikovanych virem KE Senigl (2000a).

Mohu potvrdit pozorovani, ktera popisujititomnost neurosektaich vaku
v cytoplazné¢ mezi cisternami RER u neurobl&asV tésné blizkosti neurosekieich va-
ki jsem pozorovala dalSi membranovéksg které nently elektron-denzni jadro (obr. 22).
Domnivam se, Ze pozorované membranowkydez elektron-denzniho jadra by mohly
byt synaptické w&ky, které byly pozorovany u transgennich mysSichonédych bugk
neuroblast (lwakura a kol., 2008). Také by se mohlo jedn&MS, které jsem pozorovala
u neuroblasi pripravenych chemickou fixaci (obr. 6). DalSi vyskynhaptickych a neuro-
sekr&nich vaku potvrzuje klinicka studie o leukemiich a lymfémembrzorované u nado-
rovych burk (z angl. ,neuroblastoma“, Dickersin, 1987). Uv&ai Ze sektmi granula
(velké jaderné neurosekid vaky) u neuroii slouzi k zasobovani a uwalvani neuro-
peptidi a proces exocytozy je spotrstsignaly z okoli bikky (Burgess a Kelly, 1987).
Domnivam se, Ze pkaz neurosektmich v&ka (obr. 20B, 21, 22) a pragdodobr syna-
ptickych v&ka (obr. 22) vyskytujicich se wgné blizkosti virio u virem KE infikova-
nych neuroblast pripravenych pomoci HPF potvrzuje vyuZiti regulovae&ré&ni drahy
viru KE po opustni trans-Golgiho aparatu.

Imunolokalizace virového proteinu E, ER-éaubulinu

Lokalizace jednotlivych virovych komponent, zejmémateini, je jeS€ pomerné ma-
lo prozkoumana. Abychom blize objasnily mechanismepikace a maturacgaviviri
bylo hlavni Gsili zar&eno na lokalizaci obalového virového proteinu Eiskxe rekolik
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praci, které tento protein E lokalizovali na Vergkach a C6/36 infikovanych virem den-
gue-2 z kmene New Guinea B (Rahman a kol., 1998jalizaci proteinu E a nestruktur-
niho proteinu NS1 studoval Senigl (2000a) wgavburek PS a klidtcich bugk RA-257
infikovanych virem KE. U sasich burgk byl protein E lokalizovan v cytoplazia protein
NS1 na membra&ER. U kliStcich burtk byla distribuce obou protairodliSna.

Pomoci specifickych protilatek a protilatek konjugaych s fluoresceéni znakou
jsem se pokusila potvrdit lokalizaci virového pioteE v ER, vazbu virového protein E na
mikrotubularni vlakna a dale jgtaz mikrotubularnich vidken v perinuklearni oblastio-
plazmy infikovanych neuroblastinfikované neuroblasty byly fixovany ledovym mmata
lem a nevykazovaly dost&t® zachovalou ultrastrukturu (obr. 25B a 26B). Pegatiob-
n¢ nedostaténé zachovala ultrastruktura a slabsi specifita patgk proti virovému protei-
nu E, o-tubulinu (mikrotubularnim viakim) a PDI (ER) byla $i¢cinou slabého signalu u
neuroblast (obr. 25B a 26B). Ze ziskanych vysléditylo ©Zké ukit, zda se virové pro-
teiny E vyskytovaly v ER a v asociaci s mikrotubsaiéni vidkny. Vzhledem k tomu, Ze
swtelna fluoresceni mikroskopie pracuje s malou rozliSovaci schoginesnutné k po-
tvrzeni pozorovanych vysletlkz konfokalni mikroskopie provést dalSi imunozra a
detekci pomoci TEM. Distribuce mikrotubularnichkéa a virového proteinu E byla pro-
kdzana u medulloblast glioblasti a makrofag infikovanych virem KE (Rzek a kol.,
2009; Ahantaring a kol., 2009).

5.1.4. Morfologické zné€ny infikovanych neuroblasti virem KE

Apoptéza a nekréza

Existuji dva druhy buttného poskozeni figobené virovou infekci: apoptéza a ne-
kroza (Stewart a kol., 2002). Mnohovivyuziva @i napadeni aisobeni uvnit hostitel-
ské buiky schopnosti uiitym zpisobem spoust proces apoptozy (Stewart a kol., 2002).
U neuroblast po infekci (48 h p.i.) virem KE byly mezi infikomgmi buikami pozorova-
ny buiky se znamkami pozdni apopt6zy a nekrdzy (obr, 8, BA a B). Mezi neinfikova-
nymi neuroblasty se ojedile vyskytovaly biiky se znamkami apoptozy a nekrézy. Apo-
ptdza se projevovala celkovym zmensenimikdyusmrsénim, obr. 4) a vyraznou elektron-
denzni cytoplazmou (obr. 7) na rozdil od ostatrbanék (obr. 4). Bugcné jadro bylo
fragmentované a vykazovalo shluky kondenzovanéhberdiehromatinu na periférii jader-
né membrany (obr. 7). Pokiity stuper apoptdzy byl spojen gipomnosti velkého mnoz-
stvi vakuol v elektron-denzni cytoplazrtobr. 7). U ¥tSiny burgk se znamkami apoptdzy
se vyskytovaly viriony uvnitzvétSenych cisteren RER v perinuklearni oblasti cyoply.
Virem KE indukovana apoptéza pozorovana u infikgidnneuroblast projevovala po-
dobné charakteristické morfologické znaky, kter§y mppsany u dalSich typburgk (Fai-
rbairn a kol., 1994; Edstrom a kol., 1996; Shincené/ kol., 1994). Vyskyt infikovanych
neuroblast se znamkami apoptozy a nekrdzy je v souladu srpganim medulloblagta
glioblasti infikovanych virem KE (Rzek a kol., 2009). Z vySe uvedenych poziate
domnivam, Ze apoptdza pozorovana u infikovanychaigasti indukovana virem KE je
aktivnim procesem butiné destrukce, ktera vede k mortaliteuroblast. Apoptdza hraje
roli v mechanismu patofyziologie KE, ktera neni wibzcela objasima. DalSim nedosta-
tetné prozkoumanym projevem jeiieh apoptdzy u lidskych neuronalnich Blrinfiko-
vanych virem KEn vivo.

Mér¢ castym charakteristickym morfologickym znakem &tmého poskozeni #p
sobeného virovou infekci KE pozorovanym u infikoyelm a neinfikovanych neurobldst

byla pritomnost nekrotickych bk (obr. 9A a B). Nekrotické hiky mély poSkozenou
cytoplazmatickou a jadernou membranu, shluky komdeaného heterochromatinu a

32



v cytoplazng piitomné vakuoly (8, 9A a B). Virem KE indukovana béméa nekroza vedla
k naruSeni rovnovahy viiitiho prostedi buiky, coZz nélo za nasledek rozpad itky (obr.
9A a B). Nekroza v CNS indukovana jinyraviviry nag. virem Japonské encefalitidy
(Esiri, 1997) a virem West Nile (Camenga a kol.74Pbyla pozorovana¢hem virové
infekce.

5.2. Studium morfologickych zmén neuroblasti po infekci virem KE
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie

Morfologické zneény pozorované u neuroblésteinfikovanych a infikovanych virem
KE se projevovaly zejména Zmou tvaru alenitosti povrchu. Neinfikované lilgy mély
tvar protahly (obr. 24A), zatimco infikované neuestty vykazovaly tvar zakulaceny (obr.
24B). Domnivam se, Ze zakulaceny tvar #uje znadmkou pozorované apoptézy induko-
vané virem KE. Charakteristickym znakem apoptoézsnesSéni a zakulaceni bik. Zmg-
ny tvaru bugk nésledkem infekce viru KE byl vitro pozorovany u medulloblastgli-
oblasti a makrofag (Riazek a kol., 2009; Ahantaring a kol., 2009).

Povrch infikovanych neuroblastbyl drsny aclenity (obr. 24B). Neinfikované neu-
roblasty vykazovaly povrch hladSi (obr. 24A). Pdwraeinfikovanych i infikovanych bu-
nék byly kontaminovany zbytky rozpadlych nekrotickystirgk (obr. 24A a B). Podobné
kontaminace byly pozorovany na povrchu medulloblagiioblasti a makrofag infikova-
nych virem KE (RZek a kol., 2009; Ahantaring a kol., 2009). Na pbwr infikovanych a
neinfikovanych neuroblastbyly piéitomné mikroklky (obr. 24A a B). Podobné struktury
byly pozorovany na povrchu malignich Blrretinoblast (McFall a kol., 1978). ZvySeny
pocet mikroklki a velkéclenéni povrchu bylo pozorovano u fibroblasfwillingham a
kol., 1977). Uvadi se, Ze mikroklky jsou mikroskd@, bugcné, membranoveé vystupky
vycnivajici z cytoplazmy, které #i8uji povrch biiky. Mikroklky se &astni celé&ady bu-
nécnych funkci: absorpce, sekrece, adheze, transptatErickson a Trinkaus, 1976).

DalSi povrchové struktury, napfilopodia a lamelipodia byly pozorovany tiznych
typt suspenzi butk a burénych kultur (Porter a kol., 1974). Bka vysunuje z fedniho
okraje kratkych vy®zka (dendrifi) tenka uzka filopodia a tenka listovita lamelipmghio-
zorovana u neuroblas{neinfikovanych a infikovanych; obr. 24A a B). Doimam se, Ze
pomoci &chto struktur jsou infikované a neinfikované nedagby gichyceny k povrchu
nag. sklicka. Morfologické zminy v podols piilnuti bungk pomoci filopodii nebo zplo&t
nim rozprostené cytoplazmy k substratu byly pozorovany u aditafeh retinoblast
(McFall a kol., 1978). Schopnost hiknadherovat, rize indukovat morfologické zény,
zejména jedna-li se o nadorovénky, jako jsou nap neuronalni biky (neuroblasty),
které se mohou dale diferencovat v jinély(McFall a kol., 1978). Filopodia neuroblast
mohou slouzit jako antény k prozkoumani okoli aokybu bugk (Davenport a kol.,
1993). Lamelipodia a filopodia byla popsana na pburmakrofad infikovanych virem
KE (Ahantaring a kol., 2009).
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6. Zavéry

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie se pladstudovat morfologické zemy
projevujici se na povrchu neuroblagb infekci virem KE a bylo zjigho:

Pomoci topografického kontrastu sekundarnimi ebektrbyly zaznamenany
povrchové a tvarové ziny burek, které nizeme shrnout do tzv. cytopatic-
kého efektu (CPE) produkovaného virem KE.

Infikované neuroblasty vykazovaly zakulaceny tvadrany ¢lenity povrch,
ktery byl pokryt zbytky rozpadlych nekrotickych kitkn

Neinfikované neuroblasty &y tvar protahly a povrch hladky, ktery byl oje-
din¢le pokryt zbytky rozpadlych nekrotickych bikn

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie se pitmlaledovat intracelularni vyvoj
viru KE (zpasob replikace a maturace) v cisternach RER a aytopl infikovanych neu-
roblasti a pozorovat ultrastrukturni 2Zmy burek zpisobené infekci viru KE. U neuroblas-
ta pripravenych pomoci dvou rozdilnych metotippavy prepardit pro TEM (chemicka
fixace a kryofixace, HPF) bylo pozorovano:

Metoda chemické fixace a odv@dnhps pokojové teplat

Ultrastruktura bu&inych organel a membran neurobiasebyla po chemické
fixaci dostatén¢ zachovala. Butny material vykazoval znamky extrakce a
agregéni artefakty. Na ultratenkéiezu infikovanych neuroblasbyly pozo-
rovany zngny tvaru buiky a uspedadani buacné cytoplazmy vlivem infekce
viru KE v porovnani s neinfikovanymi bkami.

V cytoplaznt infikovanych neuroblasgtzaujimalo nejvice objemu RER, které
bylo zwtSené a hypertrofované. Viriony se vyskytovaly tivavetSenych cis-
teren RER a volhv cytoplazné mezi rozpadlymi cisternami RER, které ne-
mely dobre zachovalé membrany.

Mezi cisternami RER byla pozorovanaitpmnost mikrotubularnich vliaken
S havazanymi viriony a jemné membranoveé struktury.

Mezi infikovanymi neuroblasty se vyskytovabastji buinky se znamkami
apoptoézy, které sy elektron-denzni cytoplazmu. Uvhiburééného jadra by-
ly pozorovany shluky kondenzovaného heterochromatedirtle se vysky-
tovaly buiky se znamkami nekrozy, které&iy naruSenou cytoplazmatickou a
jadernou membranu. Cytoplazma byla nevyrazna ahobsda rozpadlé bu-
nécné organely a jadro.

Metoda kryofixace pomoci rychlého mrazeni za vysokéku (HPF) a nasledna mrazova
substituce ledu (FS)

Metoda kryofixace pomoci HPF a FS u neurolilgstinfikovanych a infiko-
vanych virem KE) vyrazhzlepSila zachovani ultrastruktury kignych orga-
nel a membranovych struktur. Bitmé jadro a cytoplazma neuroblasteje-
vila zndmky extrakce materidlu a agregaci nuklebwggselin (shluky uvnit
jadra v porovnani s metodou chemické fixace).8né cytoplazma byla vice
elektron-denzni a vykazovala nizsi kontrastddagch organel a membran.
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Pomoci metody HPF bylo dosazeno zachovaniédnych struktur, naip in-
termediarnich vidken a GA, které chemickou fixammovany nebyly.

Neuroblasty vykazovaly zakulaceny tvar Bkirv porovnani s neuroblasty po
chemicke fixaci, které gty nepravidelny protéhly tvar.

Vyvoj, replikace a maturace viru KE uvhitcytoplazmy neuroblast

v pokratilém stadiu infekce (48 p.i.) byly pozorovany v BRGA, ERGIC a
trans-GA. Dobra ultrastruktura cytoplazmy a &tmych organel v cisternach
RER, oblast ERGIC, GA a fixacefadu milisekund je nezbytna pro podrobny
popis dynamickych procéauvniti buiky. Kryometoda pomoci HPF umoznila
sledovani intracelularniho vyvoje viriomarozdil od metody chemické fixace
a odvodgni pri pokojové teplal.

Béhem vyvoje viru KE v neuroblastu se viriony vyskyaity zpaatku uvnit
zwtSenych a hypertrofovanych cisteren RER, pgpzdse objevovaly
v piechodném kompartmentu ERGIC, cisternAch GA a t@Ms-Velké
mnoZstvi pitomnych virior uvnitt zwétSenych cisteren RER infikovanych
neuroblast potvrdila hlavni misto skladani a replikace viri & potvrzuje
spiSe maturaci typu transitit®mnost viriori volné v cytoplazné mezi cister-
nami RER nebo v asociaci s mikrotubularnimi viakagnguje také maturaci
typu cis. Z pozorovanych vysletlkryvoje viru KE uvnit buné¢né cytoplaz-
my neuroblast nemizeme tedy proces maturace viru kdglit jednoznén¢ k
cis nebo trans typu.

Zpusob, jakym virus KE ziskava &vobal, nebyl z pozorovani neuroblast
pripravenych @iznymi metodami pro transmisni elektronovou mikrgsko
ziejmy.

U infikovanych neuroblast pripravenych pomoci HPF byl potvrzen vyskyt
pravdEpodobré mikrotubularnich viaken v prostoru RER, ale vigama vlak-
na navazany nebyly (v porovnani sikami pipravenymi chemickou fixaci).
Mikrotubularni vlidkna u neinfikovanych neuroblasebyla pozorovana.

U infikovanych bugk ptipravenych pomoci HPF nebyly prokazany virem in-
dukované jemné membranové struktury (v porovnastiesnicky fixovanymi
infikovanymi neuroblasty).

Transport viru KE byl pozorovan u neurobtagtomoci transportniho mem-
branového véku pritomného v sousedstvi cisteren GA.

Vyskyt velkych membranovych neurosekmé&ech v&ka s elektron-denznim
jadrem a pravégpodobré synaptickych véku, které se nachazely uvha mezi

cisternami RER byl pozorovan pouze u infikovany&unoblasi piiprave-

nych pomoci HPF a pravdodobré potvrzuje vyuziti regulované sekrd

drahy viru KE.

Pokrailé stadium infekce viru KE mezi infikovanymi neiasty se proje-
vovalo castym vyskytem buik se znamkami apoptdzy a nekrézy v porovnani
s neinfikovanymi biikami, kde byl vyskyt jen ojedéty. Buiiky se znamkami
apoptozy byli smréné, projevovaly ziny na cytoplazmatické membran
(vybézky z membrany) a vykazovaly elektron-denzni cydapiu s velkym
mnoZzstvim vakuol. Na periférii batného jadra se vyskytovaly shluky kon-
denzovaného heterochromatinu. Nekrotickékyumeély vétSinou porusSenou
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jadernou a cytoplazmatickou membranu. Méektron-denzni cytoplazma
obsahovala rozpadlé b&imé organely a vakuoly.

Detekce virového proteinu E v ER a v asociagitsbulinem pomoci imunofluorescence a
konfokalni mikroskopie

* Nespecifické reakce a slaby fluorestrinsignal zcela neprokazaly, ani nevy-
vratily piitomnost virovych proteinE v ER a na mikrotubularnich vliaknech u
infikovanych neuroblagt
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