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1. Uvod

1.1. Virus Kklist'ové encefalitidy

Virus klistové encefalitidy (VKE) je puvodcem klistové encefalitidy (KE), zavazné
akutni neuroinfekce postihujici obyvatele endemickych oblasti Evropy a centralni a vychodni
Asie. Na uzemi Evropy je KE endemicka celkem ve 27 zemich, pfi¢emz Slovinsko, Estonsko,
Lotyssko, Litva a Ceské republika patii na zakladé dat z let 2005-2009 k zemim S nejvyssi
incidenci (Siiss, 2011). K infekci ¢lovéka dochazi nejcastéji pti sani infikovaného klistéte,
ptenos je vSak mozny i konzumaci nepasterizovaného mléka a mléénych vyrobkl. VétSina
pripadi klistové encefalitidy probiha asymptomaticky. Symptomaticka onemocnéni vsak
mohou mit zdvazné neurologické projevy, Casto S trvalymi nasledky vedoucimi ke sniZeni
kvality Zivota, a nékteré ptipady mohou skoncit i smrti pacienta. Pfi¢teme-li K tomu rozsifovani
rizikovych oblasti, stale rostouci incidenci a absenci specifické antivirové 1écby, klistova
encefalitida bezpochyby piedstavuje nezanedbatelné zdravotni riziko pro Sirokou vetejnost
(Gritsun et al., 2003; Siiss, 2011).

VKE je tfazen do rodu Flavivirus, jenz spolu s dal§imi tfemi rody, Pestivirus,
Hepacivirus a Pegivirus, nalezi do ¢eledi Flaviviridae (Simmonds et al., 2017). V ramci rodu
Flavivirus jsou vymezeny tfi hlavni skupiny: viry pfenasené klist'aty, viry pfenasené komary a
viry bez zndmého vektoru. Prvni jmenovana skupina je déle rozdélena jesté na dvé podskupiny
dle hostitelské preference, a to na flaviviry infikujici savce a flaviviry infikujici motské ptaky.
VKE spadé do sav¢i podskupiny a spolecné s dalSimi zéastupci, jako je napiiklad virus Powassan,
virus vrtivky, virus Omské hemoragické horecky ¢i virus Langat, predstavuje vyznamného

lidského patogena (Gritsun et al., 2003).
1.2. Replika¢ni cyklus VKE

Replikacni cyklus VKE zahrnuje zcela stejné zakladni kroky, jez jsou spole¢né vSem
virim: pfichyceni a vstup do buiiky, uvolnéni genomu, genova exprese, replikace a konecné
sestaveni novych virovych ¢astic a jejich uvolnéni do vnéjsiho prostiedi (Obr. 1.1). K tomuto

virus vyuzivd nejriiznéjSich bunénych mechanismi a pozménuje jejich normalni funkce



s jedinym cilem — podpofit vlastni replikaci a produkci. Mezi virem a hostitelskou buiikou
pritom dochézi k celé fadé interakci, které jsou znacné komplexni a dosud ne zcela objasnény.
Jednotlivé kroky a procesy replikac¢niho cyklu byly sice relativné podrobné popsany pro nékteré
flaviviry pfenaSené¢ komary, nicméné v piipadé¢ VKE existuje informaci podstatné¢ méng.
VétSina studii byla navic soustfedéna vyhradné na interakce VKE se savéimi bufikami, a to i

presto, ze klist'ata hraji ustfedni roli ve vyskytu a udrzeni viru v ptirod¢ (Pulkkinen et al., 2018).

Pro vstup do hostitelskych bun¢k mohou viry vyuzivat riiznych endocytickych drah a
interagovat ptitom s Sirokou Skalou hostitelskych molekul. U flaviviri se obecné hovoii 0
receptorem zprostiedkované klathrin-dependentni endocytoze, ackoliv vysledky nékterych
studii navrhuji 1 jiné cesty vstupu. Kuptikladu pro VKE byla jako mozna alternativni cesta
vstupu navrzena makropinocytoza (Yu et al., 2014).

Specificky receptor zapojeny do tohoto d¢je prozatim nebyl jednozna¢né identifikovan.
Vzhledem k tomu, ze VKE dokaze infikovat bunky klistat i riznych obratlovct, je mozné, ze
je budto schopen vyuzivat riznorodé receptory, nebo jako receptor vyuziva evoluc¢né
konzervovanou molekulu, jez by byla jeho hostitelskym bunkam spole¢na. Z dosud
navrhovanych kandidatnich receptorovych molekul sav¢ich bunék Ize jmenovat laminin-
vazajici protein (Protopopova et al., 1999; Zaitsev et al., 2014). Za pouziti anti-idiotypovych
protilatek se podatilo zachytit také 35 kDa protein a 110 kDa glykoprotein jakozto mozné
receptory pro VKE. Tyto molekuly vSak nebyly dale blize charakterizovany (Kopecky et al.,
1999; Maldov et al., 1992). Mimoto se zda, ze ve vazbé VKE na hostitelskou buiiku hraje
dulezitou roli i molekula heparansulfatu ze skupiny glykosaminoglykant (Mandl et al., 2001).
U jinych zastupct flavivira Ize z molekul, jeZ mohou hrat roli potencialniho receptoru ¢i
koreceptoru, jmenovat naptiklad integrin avfs, protein teplotniho Soku Hsp70 ¢i C-lektinové
receptory (Das et al., 2009; Davis et al., 2006; Fan et al., 2016).

Po tspésné internalizaci viru do hostitelské buiiky je tento transportovan ve formé
vezikulu, pti¢emz je obecné znamo, Ze intracelularni transport je zavisly na cytoskeletu a s nim
asociovanych proteinech (Cross, 2005). Postupné¢ se utvaii ¢asny endozom a naslednou
acidifikaci jeho vnitiniho obsahu dochazi ke konformacni zméné virového obalového proteinu
E, jez vede k fuzi virového obalu s obalem endozomu a uvolnéni virového genomu do

cytoplazmy bunky (Allison et al., 1995).



Genom VKE ptedstavuje jednovlaknova RNA pozitivni polarity o velikosti pfiblizn¢€ 11
kb. Koduje jediny otevieny ¢teci ramec (ORF, z angl. open reading frame), jenz je zakoncen
5¢ a 3° netranslatovanymi oblastmi (UTRs, z angl. untranslated regions). UTRsS obsahuji
konzervované sekundarni struktury dulezité pro virovou replikaci. ORF je translatovan
v rozsahly polyprotein, ktery je posléze kotranslatné a posttranslaéné zpracovan a Sté€pen
virovymi i hostitelskymi proteazami. Kone¢nym vysledkem jsou tfi strukturni (C, prM a E) a
sedm nestrukturnich (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) proteind esencidlnich pro
replikaéni cyklus viru (Klema et al., 2015; Lindenbach et al., 2007). K uskute¢néni replikace
virového genomu pozménuji flaviviry strukturu bunéénych membran a utvareji tzv. replikaéni
komplex (RC, zangl. replication complex). Ten se nachdzi na vné&j§i membrané
endoplazmatického retikula (ER) a sestava z kombinace hostitelskych a virovych proteind
(Klema et al., 2015). Za pomoci transmisni elektronové mikroskopie byly v pribéhu infekce
VKE u lidskych bun€k neurdlniho piivodu pozorovany ultrastrukturni zmény zahrnujici
morfologické zmény uvnitf cisteren drsného ER, zvétseni Golgiho aparatu (GA) a strukturni i
velikostni nepravidelnosti u mitochondrii (Ruzek et al., 2009). Ptestavba bunéénych membran
byla zaznamenana i v piipadé¢ klistécich bunék ISE6 infikovanych flavivirem Langat, nicméné
zmény nebyly v porovnani s infikovanymi sav¢imi buitkami Vero tak vyrazné (Offerdahl et al.,

2012).

Po sestaveni novych virovych ¢astic tyto prochazeji procesem maturace. Obecné jsou U
flavivird rozlisovany dvé cesty maturace, které se oznacuji jako cis a trans. U VKE byla v
piipadé¢ infekce obratlov¢ich bunék pozorovana maturace typu trans, pii niz se virové Castice
hromadi a sestavuji v ER, nacez postupné putuji komplexem GA, maturuji a nakonec opousteji
buriku exocytézou. ER takto infikovanych bungk je dilatované a hypertrofované. Oproti tomu
v klistécich bunkach byla pozorovana maturace typu cis, kdy se viriony sestavuji v cytoplazme,
postupné maturuji a putuji smérem k bunéénému povrchu, kde posléze pucenim pres membranu
ziskavaji svij obal. U takto infikovanych klistécich bunék byla zaznamenana fragmentace
drsného ER (Hase et al., 1987; Senigl et al., 2006).
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Obr. 1.1: Schéma replika¢niho cyklu VKE v hostitelské buiice, ukazka maturace typu

trans. (Pfevzato a upraveno z Pulkkinen et al., 2018).

1.3 Cytoskelet a jeho role ve flavivirové infekci

Cytoskelet predstavuje komplexni trojrozmeérnou sit’, jeZ se rozprostira napfi¢ buiikou.
Zakladnimi stavebnimi kameny cytoskeletu jsou tii odlisné polymery: mikrotubuly,
mikrofilamenta a intermediarni filamenta. Mimo né zacaly byt pomérné nedavno za dalsi
komponentu cytoskeletu povazovany také septiny (Mostowy a Cossart, 2012). Kompletni
cytoskeletalni strukturu pak dotvari celd fada regulacnich protein a molekularnich motort. |
piesto, ze vSechny tyto komponenty dohromady zajist'uji mechanickou stabilitu bunky a jeji
vnitini organizaci, cytoskelet neni pouhou rigidni kostrou. Naopak se jedna o velmi
dynamickou strukturu, ktera je schopna reorganizace v zavislosti na aktualnich potiebach
buriky a ktera se podili na celé fad¢ dulezitych procesu véetné bunééného pohybu, cytokineze
a intracelularniho transportu nejriznéjsiho nakladu, od vezikul pies organely az po mRNA a

chromozomy (Fletcher a Mullins, 2010).



Mimo jeho fyziologické funkce, cytoskelet byva také opakované zminovan v souvislosti
s virovymi infekcemi. Neustale rostouci seznam piipadi jeho zapojeni v aktivnim transportu
virovych ¢astic a dikazi o strukturnich zménach, jimiz cytoskelet prochazi v prubéhu infekce,
vyzdvihuje dulezitost role, kterou cytoskeletalni struktury sehravaji v prubéhu replika¢niho
cyklu viru (Dohner et al., 2005; Taylor et al., 2011). Schématické znazornéni moznych interakci
mezi cytoskeletem a flaviviry v pribéhu infekce hostitelské buiky se nachazi nize (Obr. 1.2).
Tyto interakce piedstavuji zajimavy predmét vyzkumu, jelikoz blizsi pochopeni jejich piesnych
mechanismi na molekuldrni urovni by mohlo otevtit dal§i moZnosti pro vyvoj specifické
antivirové 1é¢by, a to nejen ptimo pisobicich antivirotik, ale i antivirotik cilenych na hostitelské
proteiny a drahy vyuzivané viry v prubchu jejich zivotniho cyklu. Antivirova strategie cilena
na hostitelské faktory totiz predstavuje atraktivni pfistup k terapii za pouziti Sirokospektrych
antivirotik (Baharuddin et al., 2014; Bekerman a Einav, 2017).
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Obr. 1.2: Zapojeni cytoskeletialnich struktur hostitelské buiiky v replika¢nim cyklu

flavivira. (Pfevzato a upraveno z Zhang et al., 2019).



1.1.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly piedstavuji robustni, dutd polymerni vlakna o priméru ptiblizné 25 nm a
délce od 1 do 100 um. Zakladnim stavebnim prvkem jsou souhlasné orientované heterodimery
tvofené o- a [-tubulinem, kdy 13 souhlasné orientovanych protofilament tvoii jedno
mikrotubularni vlakno. Mikrotubuly maji diky své struktufe polarni charakter, pficemz jejich
plus- a minus-konce se vyznacuji rozdilnou dynami¢nosti, kdy vyssi tendenci k polymerizaci a
ristu ma plus-konec s odhalenym [-tubulinem. Zatimco plus-konce obvykle smétuji
k plazmatické membrané bunky, minus-konce byvaji povétsinou ukotveny v organiza¢nich
centrech mikrotubul (MTOCs, z angl. microtubule-organizing centres) (Muroyama a Lechler,
2017). U mnoha typd bun¢k predstavuje nejvyznamnéjs$i organizacni centrum mikrotubul
centrozom, nicméné existuji i non-centrozomalni MTOCs. Mikrotubuly tak tedy mohou
narustat i z dalSich struktur, kuptikladu z kinetochor, GA ¢i z plazmatické membrany (Petry a
Vale, 2015).

Mikrotubuly zastavaji celou fadu dilezitych funkci. Pomahaji udrzovat tvar buriky,
organizovat jeji vnitini prostiedi a jsou hlavnim strukturnim elementem flagel a cilii. Béhem
mitézy dochazi k prestavbé mikrotubularni sit¢ do podoby tzv. mitotického vieténka,
komplexni, chromozomy segregujici struktury, jez mimo mikrotubul zahrnuje i fadu motort a
proteind s mikrotubuly asociovanych (Glotzer, 2009). V neposledni fad¢ jsou mikrotubuly také
zapojeny do intracelularniho transportu nejriznéj$iho nékladu intra- i extracelularniho pivodu.
Transport je umoznén existenci specifickych proteinti, molekularnich motord z kinesinové a
dyneinové rodiny. Ty k dopravé nakladu vyuzivaji mikrotubuly v podstaté jako kolejnice,
pfi¢emZ obecné plati, Ze zatimco vétSina kinesinovych motoril zajiStuje transport smérem
k plus-konci mikrotubuld, cytoplazmaticky dynein zajist'uje transport smérem k jejich minus-

konci (Sweeney and Holzbaur, 2018).

S pouzitim riznych vizualiza¢nich technik byly odhaleny nékteré zmény ve struktuie
mikrotubularni sit¢ v pribéhu flavivirové infekce. Vyrazna reorganizace mikrotubul byla
kuptikladu zaznamenéna u lidskych hepatomovych bun€k Huh7 v pribéhu infekce virem Zika
(africky kmen MR766), kdy bylo u infikovanych bun¢k pozorovano utvareni abnormalnich
klecovych struktur obklopujicich virovy replika¢ni komplex. Formovani téchto struktur bylo
pozorovatelné jiz zhruba 20 hodin po infekci. Stabilizace mikrotubul pomoci paclitaxelu navic

vedla k signifikantnimu poklesu titru viru, naznacujic, Ze zachovani dynamiky mikrotubularni



sit€¢ je nezbytné pro efektivni replikaci viru Zika (Cortese et al., 2017). Naproti tomu vSak
nebylo u bunék lidského alveolarniho karcinomu A549 infikovanych virem Zika (asijsky kmen
PLCal) zaznamenano zadné viditelné rozruseni mikrotubul ani 48 hodin po infekci (Hou et al.,
2017).

U viru dengue, dal$iho zastupce komary pienasenych flavivird, byla testovana role
mikrotubul v infekci za pouziti specifickych inhibitor nocodazolu a kolchicinu. Rozruseni
mikrotubularni sit¢ vedlo u bun¢k Vero infikovanych sérotypem 2 (DENV2) k potlaceni
internalizace virovych ¢astic a vyraznému snizeni titru produkovaného viru (Acosta et al.,
2008). V piipadé infekce epitelovych placentarnich bunék ECV304 totoznym sérotypem byla
sice zaznamendna pozménéna morfologie mikrotubul, nicméné alterace mikrotubularni sité za
pomoci nocodazolu, demekolcinu a paclitaxelu se na hladinach titru viru nijak vyznamné
neodrazila. Vysledky tedy, na rozdil od vysledkil vySe zminéné studie, naznacuji, Ze ackoliv
mikrotubuly mohou byt do infekéniho procesu zapojeny, pro vstup viru dengue do hostitelskych
buné¢k pravdépodobné nezbytné nejsou (Chen et al., 2008).

Potencialni role mikrotubul v infekénim procesu byla studovana i v ptipadé¢ VKE.
Zatimco u lidskych neuralnich bunék byly po 48 hodinach od infekce kmenem Hypr patrné
morfologické zmény naznacujici rozruSeni a ¢astecnou degradaci mikrotubularni sité (Ruzek et
al., 2009), u krysich astrocytti nebyly u mikrotubult v pribéhu infekce kmenem Ljubljana 1
pozorovany zadné zmény, a to ani v pozdnich fazich infekce (Potokar et al., 2014).
Depolymerizace mikrotubul pomoci nocodazolu signifikantné snizila u lidskych intestinalnich

epitelialnich bunék Caco-2 vstup viru VKE (kmen K23) do bunék (Yu et al., 2014).

1.1.2 Mikrofilamenta

V porovnani s mikrotubuly jsou mikrofilamenta neboli aktinova filamenta tenci a
pruznéjsi. Vznikaji spontanni polymerizaci globularnich aktinovych monomert (G-aktinu),
pficemz dva polymerizované fetézce spoleéné vytvareji helikalni strukturu, filamenta o
priméru pifiblizné 7 nm zndma také jako F-aktin. Mikrofilamenta maji stejn¢ jako mikrotubuly
polarni charakter, ktery se odviji od orientace monomert v fetézci, pricemz monomery G-
aktinu pfednostné a vyrazné rychleji polymerizuji na jejich plus-konci, zatimco depolymerizace
prevazuje na jejich minus-konci (Pollard, 2016). Za piitomnosti aktin vazajicich, tzv. cross-
linking, proteinti jsou mikrofilamenta schopna vytvaret vysoce organizované pevné struktury,

jako jsou svazky a sité (Matsudaira, 1994). Piikladem takovych struktur mize byt bunécny



kortex ¢i stresova vlakna. Kortex piedstavuje tenkou komplexni sit” aktinovych filament a vice
nez stovky aktin-vazebnych proteintl, jez Se nachazi tésn¢ pod plazmatickou membranou. Hraje
klicovou roli v bunééné morfogenezi a podili se také na bunécné migraci a déleni (Chugh a
Paluch, 2018). Stresova vlakna jsou pak svazky 10-30 aktinovych filament navzajem
propojenych cross-linking proteiny, zejména a-aktininem, a asociovanych s myosinem II. Ve
veétsing piipadi jsou stresova vlakna na jednom ¢i obou koncich ukotvena do fokalnich adhezi
(Cramer et al., 1997; Burridge a Wittchen, 2013). Fokalni adheze jsou slozité¢ komplexy tvoiené
integriny, talinem, vinkulinem a dalSimi proteiny. Zatimco na vnéj$i strané buriky interaguji
fokalni adheze s extracelularni matrix, na vnitini stran¢ interaguji s mikrofilamenty. Kromé
toho, Ze zajist'uji silnou adhezi bunky k matrix, hraji také roli v signalni transdukci (Burridge
a Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Mimo tyto struktury, mikrofilamenta tvoii také silné
dynamické vybézky plazmatické membrany, jmenovité filopodia, lamelipodia ¢i podozomy
(Taylor et al., 2011).

Z funk¢niho hlediska jsou mikrofilamenta zodpovédné za udrzovani bunééného tvaru,
bunéénou migraci stejné jako presuny jednotlivych subcelularnich komponent, cytokinezi a na
urovni tkan¢ také za svalovou kontrakci (Pollard, 2016). Podobné jako mikrotubuly, i
mikrofilamenta se podileji na intracelularnim transportu. TO je umoznéno jejich asociaci
S proteinovymi motory z myozinové rodiny, pficemz s vyjimkou myosinu VI zajist'uji v§echny

ostatni popsané myosiny transport smérem k plus-konci mikrofilament (Wells et al., 1999).

| v ptipadé mikrofilament existuje celd fada studii dokazujicich jejich zapojeni do
procesu virove infekce. Jelikoz bunéény kortex predstavuje bariéru, kterou je nutno ptrekonat,
je aktin velmi Casto spojovan s pocateéni fazi infekce zahrnujici vazbu viru na povrch
hostitelské buriky a jeho internalizaci. Existuji ovSem 1 diikazy 0 jeho ucasti v dalSich fazich
replikacniho cyklu (Taylor et al., 2011). Za pouziti RNAi screeningu (z angl. RNA interference),
konfokalni mikroskopie a specifickych chemickych inhibitort byl blize charakterizovan proces
vstupu viru japonské encefalitidy (JEV) do lidskych neuroblastovych bunék SK-N-SH. Na
kaveolinu-1 a dynaminu-2 zavisly vstup viru do bunky byl doprovazen piestavbou aktinového
cytoskeletu, konkrétné tvorbou protruzi a stresovych vlaken. NaruSeni struktury mikrofilament
latrunculinem A a jasplakinolidem vedlo k redukci internalizace viru do bunék (Xu et al., 2016).
Obdobné oSetfeni lidskych neuroblastovych bunck IMR32 aktin depolymerizujici latkou
cytochalasinem D v ¢asnych fazich infekce JEV vedlo ke snizeni produkce infekénich virovych
¢astic I mnozstvi virového antigenu. Tyto vysledky naznacuji, ze aktin sehrava dulezitou roli

Vv navozeni efektivni replikace JEV (Henry Sum, 2015).

8



Obdobny efekt meélo rozruSeni normalni struktury mikrofilament lidskych
endotelidlnich bun¢k EAhy926 také v piipadé DENV2. Vstup viru byl po oSetieni
cytochalasinem D a jasplakinolidem signifikantn¢ snizen 0 22 % a 30 % a inhibice byla
zaznamenana | V piipad¢ intracelularniho titru viru a exprese virového proteinu E. Navic, s
pouzitim imunofluorescenéni mikroskopie byla v ¢asné fazi infekce pozorovana také napadna
prestavba aktinového cytoskeletu (Wang et al., 2010; Zhang et al., 2016). V kontrastu s témito
vysledky, oSetfeni Vero bun€k cytochalasinem D nemélo na internalizaci DENV2 a jeho
naslednou produkci zadny efekt (Acosta et al., 2009).

Pozménéna morfologie mikrofilament byla pozorovana i v ptipadé infekce VKE.
Zatimco vSak byly u bunétné linie Caco-2 pozorovany zmény Vv podobé utvareni
kondenzovangjsich svazki aktinovych filament jiz 24 hodin po infekci (p.i.) (Yu et al., 2014),
u krysich astrocyti nebyly zmény zachyceny diive nez 2. den p.i., pficemZ vyznamna

reorganizace byla zaznamenana az 3. den p.i. (Potokar et al., 2014)

1.1.3 Intermediarni filamenta

Intermedidrni filamenta pfedstavuji celou skupinu rtznorodych polymeri. Proteiny,
které intermedidrni filamenta tvoii, jsou kddovany celou fadou gent, jejichz exprese je bunécné
i tkanové specificka. Proteiny intermediarnich filament jsou na zakladé své struktury a
sekvenéni homologie rozdéleny do 6 zakladnich tfid, z nichz t¥idy I-IV zahrnuji proteiny
vyskytujici se v cytoplazmé, jmenovité keratiny, vimentin, desmin, glidlni fibrilarni acidicky
protein, periferin, neurofilamentarni proteiny, a-internexin a nestin. Ttida V zahrnuje laminy
nachazejici se v bunécném jadre a tiida VI obsahuje dvojici proteint, filensin a phakinin, které
jsou tkanové specifické pro ¢ocku zrakového aparatu (Herrmann et al., 2009). Zakladni
tripartitni struktura intermediarnich filament je tvofena centralni o-helikdlni doménou
lemovanou dvéma nehelikalnimi doménami. Monomery se paralelné spojuji v dimery, ty dale
V nepolarni tetrametry a dalSim spojovanim vétSiho poctu tetrametrti vznikaji tzv. ULFs (z angl.
unit-lenght filaments). ULFs predstavuji jednotky o délce pfiblizné¢ 60 nm, které davaji
podélnym spojovanim vzniknout filamentim o priméru pfiblizn€¢ 10 nm, vyznacujicim se
nejenom tuhosti, ale také zna¢nou elasticitou (Kirmse et al., 2007).

Na rozdil od vySe zminénych mikrotubul a mikrofilament, intermediarni filamenta
vzhledem ke své struktufe postradaji polarni charakter a nejsou tak vyuzivana molekularnimi

motory jako drdhy pro intracelularni transport. Podileji se vSak na udrzovani mechanické



stability bunék, tvaru, struktury a aktivity bunécného jadra, bunécné motilit¢ a transdukci

signala (Lowery et al., 2015).

Ackoliv nebyla role intermediarnich filament ve flavivirové infekci studovana tak
extenzivné jako v piipadé mikrotubul a mikrofilament, existuji zdznamy o interakcich flavivira
I S touto slozkou cytoskeletu. Za Gcelem piiblizeni ulohy vimentinu ve virové infekci je ¢asto
pouzivan akrylamid, jenz rozrusuje jeho strukturu. Po oSetieni ECV304 bungk infikovanych
DENV2 akrylamidem byl zaznamenan signifikantni pokles titru viru v bunétné frakci.
S pouzitim fluorescenéni mikroskopie byla navic u infikovanych bunék pozorovana
kolokalizace antigenu DENV?2 s vimentinem a zaroven i reorganizace vimentinu (Chen et al.,
2008). Vysledky jiné studie pak ptiblizily roli vimentinu v infekci o néco vice, naznacujice, ze
vimentin je nezbytny pro organizaci a ukotveni virovych RCs Vv perinuklearni oblasti, ¢imz
podporuje efektivni replikaci DENV2. V prubéhu infekce DENV2 byla popsana piima
interakce mezi vimentinem bunék Huh-7 a nestrukturnim proteinem NS4A, jenz se podili na
utvafeni RCs. Infekce byla doprovazena vyraznou reorganizaci vimentinu, ktery kolokalizoval
nejen s NS4A, ale i dvoufetézcovou RNA viru. Uml¢eni genu pro vimentin za pouziti sSiRNA
(z angl. small interfering RNA) navic vedlo k redistribuci virovych replikaénich komplext a
jejich rozptyleni napti¢ cytoplazmou smérem k bun&tné periferii (Teo a Chu, 2014).
Reorganizace intermediarnich filament spolecné s mikrotubuly byla sledovana u bun¢k Huh-7
i vptipadé¢ infekce virem Zika, kdy doSlo k utvofeni abnormalnich klecovych struktur

obklopujicich virovy RC (Cortese et al., 2017).

1.1.4 Septiny

Vedle mikrotubul, mikrofilament a intermediarnich filament jsou do skupiny
cytoskeletalnich proteinti zaclenovany i septiny. Tyto GTP-vazebné proteiny 0 velikosti 30—65
kDa polymerizuji v hetero-oligomerni komplexy, které jsou schopné vytvaiet vysoce
organizované struktury, a to nejenom filamenta, ale na rozdil od vySe zminénych slozek
cytoskeletu také prstence. Podobné jako intermediarni filamenta, i septiny maji nepolarni
charakter (Mostowy a Cossart, 2012). Mnozstvi genti kodujicich septiny se lisi napfi¢ riznymi
organismy. Napiiklad Saccharomyces cerevisiae ma sedm a Drosophila melanogaster pét
septinovych gent. U lidi bylo detekovano celkem 13 gend, SEPT1-SEPT12 a SEPT14.
SEPT13 byl identifikovan pouze jako pseudogen, nyni zndmy pod oznacenim SEPT7P2. U
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klistéte Ixodes scapularis bylo prozatim identifikovano 6 gend, z nichz étyfi (SEPT1, SEPT3,
SEPT7A a SEPT7B) se podaftilo klasifikovat jednozna¢né (Mostowy a Cossart, 2012; Cabezas-
Cruz et al., 2017).

Septiny jsou asociovany S bunéfnymi membranami, mikrotubuly, myosinem Il
nesvalovych bunék a mikrofilamenty (Joo et al., 2007; Surka et al., 2002). Z funk¢niho hlediska
se podileji na celé fad€ bunécnych procest, jako je cytokineze, dynamika aktinovych a regulace

mikrotubularnich vlaken, axonalni rust a utvafeni dendrita (Mostowy a Cossart, 2012).

Role septint ve virové infekci byla v ramci ¢eledi Flaviviridae studovana prozatim jen
ve spojeni s virem hepatitidy typu C (HCV, z angl. hepatitis C virus). Po infekci HCV byla
pozorovana interakce septinu 6 s NS5b a RNA-vazebnym proteinem hnRNP Al, pficemz
umlceni genu pro septin 6 za uziti specifickych siRNAs vedlo K inhibici virové replikace stejné
jako exprese N-terminaln¢ zkracené varianty septinu 6 (Kim et al., 2007). Pozdé¢ji pak bylo
odhaleno, ze v pribéhu infekce HCV dochazi k signifikantnimu zvySeni exprese septinu 9, jenz
navic vytvari vlaknité struktury obklopujici shluky virového proteinu C. Tyto struktury byly
navic asociovany s mikrotubuly a septinem 2. Podobné jako v ptedchozi praci, i zde umléeni
genu pro septin 9 vedlo k vyraznému snizeni produkce virové RNA (Akil et al., 2016). Ac¢koliv
vysledky téchto studii naznacuji, Ze septiny by mohly vyrazné usnadiovat efektivni replikaci

HCV, k upfesnéni jejich role v infekei je zapotiebi dalsiho vyzkumu.

Mnozstvi studii popisujicich zapojeni cytoskeletalnich struktur hostitelskych bunék do
procesu flavivirové infekce stdle narlistd, nicméné pievdzna vétSina z nich je vénovana
flavivirim pfenasenych komary. Obdobné také prevazuji studie zamétené na interakce flavivira
s bunkami sav¢ich hostitelti. Tato prace si tedy klade za cil ptiblizit roli cytoskeletu v infekci
VKE s primarnim zaméfenim na mikrotubuly a mikrofilamenta a porovnat ptipadné rozdily

mezi infikovanymi bunikami savc¢iho a klistéciho ptivodu.
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2.

Cile prace

Vypracovat literarni reSersi tykajici se interakcei vira s cytoskeletem hostitelskych bunék se

zamétfenim na flaviviry.
Charakterizovat roli cytoskeletu ve vybranych bunéénych liniich, a to lidské neuroblastové
linii SK-N-SH a Kklistéci linii IRE/CTVM 19 v prubéhu infekce VKE za pouziti

cytoskeletalnich chemickych inhibitor a imunocytochemie.

Sledovat zmény exprese gent asociovanych s cytoskeletem v odpovédi na infekci VKE.
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3. Material a metody

3.1 Bunécéné linie

Lidska neuroblastova bunéc¢na linie SK-N-SH vznikla v roce 1970 z metastatickych
bunék aspiratu kostni diené ¢tyileté pacientky (Biedler et al., 1973). Bunky byly zakoupeny od
PHE-Culturecollections (www.PHE-Culturecollections.org.uk) a kultivovany v médiu D-
MEM (Biosera) s ptidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra (BOFES) (Biosera), 1 % glutaminu
(Biosera) a 1 % antibiotik a antimykotik (Biosera; penicilin, streptomycin, amphotericin B) pti
37 °C a atmosféfe 5 % COz. Pasaz byla provadéna metodou suché trypsinizace.

Klistéci bunéénad linie IRE/CTVM 19 (dale jen IRE 19) ziskand z embryonalnich
bungk klistéte Ixodes ricinus byla kultivovana v médiu L-15 (Leibovitz, 1963) (Biosera)
s pridavkem 20 % BOFES (Biosera), 10 % tryptozo-fosfatového bujonu (TBP) (Sigma-Aldrich)
a 1 % antibiotik a antimykotik (Biosera; penicilin, streptomycin, amphotericin B) pti 28 °C
(Bell-Sakyi et al., 2007). Bunky byly laskavé poskytnuty Dr. Lesley Bell-Sakyi (The Pirbright
Institute, UK). B&hem pasazi byly bunky vzdy resuspendovany pipetou v kultiva¢ni zkumavce
V plném objemu kultivaéniho média, nacez byla polovina bunécné suspenze odebrana a ke
zbylému obsahu zkumavky bylo doplnéno Cerstvé kultivaéni médium na piivodni objem.

Pro ucely plakové titrace byla pouZita bun&¢na linie PS, jeZ byla kultivovana v médiu L-
15 (Biosera) s ptidavkem 3 % prekolostralniho teleciho séra (PTS) (Biosera), 1 % glutaminu
(Biosera) a 1 % antibiotik a antimykotik (Biosera; penicilin, streptomycin, amphotericin B) pfi

37 °C. Pasaz byla provadéna suchou trypsinizaci.
3.2 Virus

K infekci lidskych neuroblastovych i klistécich bun€k byl zvolen prototypovy kmen
evropského subtypu VKE, Neudoerfl, jenz byl izolovan v Rakousku v roce 1971 z klistéte |.
ricinus (Mandl et al., 1988). Pro experimenty byla pouzita 5. mozkova suspenze ziskana
pasazovanim V mozcich sajicich mysek. Zasobni virova suspenze (20% mozkova suspenze)

byla uchovavana pfi teploté -80 °C.
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3.3 Plakova titrace

Pro tucely stanoveni titru viru byla zvolena metoda plakové titrace (De Madrid a
Porterfield, 1969). Titr viru je vyjadien v tzv. plakotvornych jednotkach (PFU, z angl. ,, plague-
forming units“; pocet virovych ¢astic na bunku). Plakova titrace byla provadéna v 96-
jamkovych panelech. Testované vzorky byly nafedény desitkovou fadou v kultivacnim médiu,
nacez bylo do jamek piidano po 130 pl bun&éné suspenze (buitky PS) v mnozstvi 5 x 10* bungk
na jamku. Bunky byly posléze inkubovany pii 37 °C v atmosféte 0,5 % CO2 a po 4 hodinach
inkubace pfevrstveny pielivem (roztok 3% karboxymethylcelulézy a 2x koncentrovaného
kultivaéniho média v poméru 1:1) v mnozstvi 100 ul na jamku. Nasledna inkubace probihala
po dobu 5 dni pii 37 °C v atmosféte 0,5 % CO.. K vizualizaci utvofenych plaki byly panely
nejprve promyty fyziologickym roztokem (9 g NaCl v 1 1 destilované vody) a poté obarveny
roztokem naftalenové ¢erné (1 g naftalenové ¢erné, 60 ml ledové kyseliny octové a 13,6 g
octanu sodného doplnéné do 1 1 destilovanou vodou). Po obarveni pak byly panely promyty

proudem vody a ususeny.

3.4. Dynamika replikace VKE in vitro

Za ucelem zjisténi dynamiky replikace VKE v lidské neuroblastové linii SK-N-SH byly
buiiky nasazeny na 96-jamkovy panel v objemu 200 pl a mnozstvi 1 x 10° bunék na jamku.
Bunky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C v atmosféte 5 % CO> a nasledujici den infikovany
suspenzi VKE natfedénou Vv pfislusném mnozstvi kultiva¢niho média. Zvolena infekéni davka
pro SK-N-SH byla 0,01 MOI (z angl. multiplicity of infection). VVzorky byly pro kazdy ¢asovy
interval pfipraveny V triplikatech.

U Kklistéci linie IRE 19 byla zvolena infekce s naslednym odmytim rezidualniho viru.
Buiiky byly v mnozstvi 1 x 108 nasety do zkumavky a infikovany suspenzi VKE. Zvolena
infek¢éni ddvka pro IRE 19 byla 1 MOI. Buniky byly nasledné inkubovany pti 28 °C. Po 1 hodiné
byly buniky centrifugovany (5 min, 200 x g), bylo odebrano médium a bunky byly dvakrat
promyty v PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok; z angl. phosphate buffer saline). Poté
byly resuspendovany v ¢erstvém kultivaénim médiu a nakonec nasazeny na 96-jamkovy panel
Vv kone¢ném objemu 200 ul a mnozstvi 5 x 10* bunék na jamku. Vzorky byly pro kazdy ¢asovy

interval pfipraveny V triplikatech.
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Pro zjisténi hladin rezidualniho viru byl ve shodném objemu, fedéni a triplikatech piidan
virus i do jamek bez bun¢k obsahujicich pouze kultivaéni médium.

Supernatant byl poté odebiran denné, od 0. do 4. dne po infekci véetné, piicemz 0. interval
byl odebran 2 h po infekci. Titr infek¢niho viru v odebranych vzorcich supernatantu byl

stanoven metodou plakové titrace, do samotného stanoveni byly vzorky uchovany pfti -80 °C.

3.5. Testovani cytotoxicity chemickych inhibitoru

Za celem objasnéni role cytoskeletu v infekci VKE byly pouzity chemické inhibitory
specifické pro dané cytoskeletalni struktury. Tyto inhibitory byly nejprve podrobeny testim
cytotoxicity scilem zvolit vhodné koncentrace pro nami pouzité bunééné linie. Rozpéti
testovanych koncentraci bylo zvoleno na zaklad¢ dostupné literatury. Vycet vSech pouzitych
inhibitord i koncentraci je uveden v Tabulce I.

Vzhledem ktomu, Ze vSechny inhibitory byly pro naSe experimenty fedény
v dimethylsulfoxidu (DMSO), byly zaroven testim cytotoxicity podrobeny i roztoky DMSO
v kultivanim médiu. Pro aplikaci inhibitoru na bunétnou kulturu pak byla vzdy pouzita
koncentrace DMSO, kterd nebyla cytotoxicka, ale ktera stdle umoZnila rozpusténi
koncentrovaného inhibitoru.

Ob¢ bunécné linie byly nasazeny na 96-jamkové panely. SK-N-SH v objemu 200 pl a
mnozstvi 1 x 10° bunék na jamku, IRE 19 v objemu 200 pl a mnozstvi 5 x 10* bun&k na jamku.
Buiky byly inkubovany dle vyse uvedenych kultiva¢nich podminek po dobu 24 hodin, nacez
bylo kultivaéni médium zjamek nahrazeno roztoky pfislusnych inhibitordi a DMSO
V kultivaénim médiu o poZadovanych koncentracich. V ptipadé€ kontrol bylo kultivaéni médium
nahrazeno Cerstvym. Pro kazdou koncentraci byly vzorky provedeny v duplikatech. Po dalSich
24 hodinach inkubace, ¢ili 48 hodin od nasazeni, pak byly provedeny samotné testy cytotoxicity.
Pro tento ucel byla zvolena Siroce pouzivana metoda pro hodnoceni cytotoxicity a viability
bunék — MTT test, ktery je postaven na redukci tetrazoliové soli MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid).

Jelikoz inhibitory pouzivané v nasich experimentech vykazuji inhibici buné¢ného déleni
a vysledek MTT testu je zavisly na mnoZzstvi metabolizujicich buné¢k, byly sou€asné s buikami
Vv roztocich s pfisluSnymi inhibitory nasazeny stejnym zpusobem i buiikky bez piitomnosti
inhibitor v médiu. U téchto bun¢k byly provedeny MTT testy jiz 24 hodin po nasazeni za

ucelem zjisténi viability bunck tésné pred aplikaci inhibitora, €ili pfed inhibici bunééného
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déleni. Hodnoty nachazejici se pod touto hranici poukazuji na toxicky vliv pouzitych inhibitort

bez ohledu na inhibici bunééného déleni.

Tab. I: Pouzité cytoskeletalni inhibitory, jejich efekt a koncentrace podrobené testim

cytotoxicity prostfednictvim MTT-testu.

Inhibitor Oznafeni  Efekt inhibitoru Testované koncentrace Citace

[nM]
Nocodazole Noco rozruSeni mikrotubul 0,01; 5; 10; 20; 50 Acosta et al. (2009)
Paclitaxel PX stabilizace mikrotubul 1; 5; 10; 20; 30 Zan et al. (2017)
Ciliobrevin D CilioD inhibice dyneinu 1; 10; 20; 100 Eyre et al. (2014)
CytochalasinD  Cyto D rozru$eni mikrofilament ~ 0,1; 2,5; 5; 10; 30 Acosta et al. (2009)
Jasplakinolide Jaspla stabilizace mikrofilament  0,01; 0,1; 1; 3 Acosta et al. (2009)
Blebbistatin Blebbi inhibice myosinu Il 1; 25; 50 Laliberte a Moss (2009)

3.5.1. MTT test

Zasobni roztok MTT (Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 mg/ml byl pfipraven rozpusténim
MTT ve sterilnim PBS a uchovavan ve tmé pii -20 °C.

Z jamek 96-jamkovych panelti bylo po uplynuti doby kultivace odstranény roztoky
inhibitort, v pfipadé kontrol kultiva¢ni médium, a nahrazeno Cerstvym médiem s roztokem
MTT v mnozstvi 100 pl na jamku. Finalni koncentrace MTT v médiu byla 0,5 mg/ml. Poté byly
buiiky inkubovany 2 hodiny vV podminkéch ptislusnych pro danou buné¢nou linii. Po 2 hodinach
bylo médium odebrano a utvotrené krystaly formazanu rozpustény v DMSO v mnozstvi 100 pl
na jamku. Panely byly bezprostiedné po piidani DMSO ponechany na téepacce ve tmé po dobu
15 minut, nacez byla zmétena absorbance pii vinové délce 570 nm. Absorbance byla méfena

na piistroji Infinite M200 Pro (Tecan).

3.6. Efekt chemickych inhibitori na morfologii a déleni bunék

Pro ovéfeni, zda inhibitory ve findln€ zvolenych koncentracich postavenych na
vysledcich MTT testu skute¢né vykazuji efekt, byly obé bunééné linie nasazeny na 96-jamkové
panely a kultivovany stejnym zpuasobem, jako je zminéno vySe. Po 24 hodinich pak bylo

kultivaéni médium nahrazeno pfislusSnymi roztoky inhibitort. Pro kazdy inhibitor byla jako
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kontrola zvolena takova koncentrace DMSO vV kultivaénim médiu, jez odpovidala jeho
koncentraci Vv nejvice koncentrovaném roztoku piislusného inhibitoru. Po uplynuti 24 hodin
byla kondice kultivovanych bun€k vyhodnocena mikroskopicky pii celkovém zvétseni 200X,
S primarnim zameétfenim na viditelné zmény v morfologii bunék. K pozorovani byl pouzit
svételny invertovany mikroskop Motic AE31E Elite (Ted Pella, Inc.)

Kondice klistécich bunck oSetfenych mikrotubuldrnimi inhibitory nocodazolem,
paclitaxelem a ciliobrevinem D byla z divodu nikterak patrnych morfologickych zmén
zkontrolovana i po 72 hodinach od aplikace inhibitord a DMSO, tentokrat Se zaméfenim na

¢etnost bunék.

3.7. Inhibi¢ni testy

Pro objasnéni role cytoskeletu v infekci VKE byly vybrany chemické inhibitory, jenz
specificky ovliviiuji cytoskeletdlni struktury. Pouzité koncentrace byly zvoleny na zakladé
vysledku testu cytotoxicity s ohledem na rozdilny charakter obou testovanych linii. Kontrolni
jamky obsahovaly nejvyssi koncentraci DMSO, kterd byla pro dany typ inhibitoru a bunék
pouzita. Doba oSetfeni bun¢k inhibitory predchéazejici infekci byla pro kazdy inhibitor zvolena
individualné na zaklad¢ informaci dostupnych z literatury. Pfehled experimentalnich podminek
se nachazi v niZze uvedené tabulce (Tab. II).

SK-N-SH byly nasazeny na 96-jamkové panely v objemu 200 pl a mnozstvi 1 x 10° bun&k
na jamku. Po 24 hodinach inkubace bylo médium nahrazeno Cerstvé piipravenymi roztoky
inhibitorti ¢i DMSO v kultiva¢nim médiu. Takto oSetfené bunky byly po pfislusné dobé (Tab. 1)
infikovany VKE v infek¢ni davce 0,01 MOI a aZz do odbéru vzork nadale inkubovany
V pfitomnosti inhibitor.

IRE 19 byly v mnozstvi 5 x 10° umistény do zkumavek a po centrifugaci (5 min; 200 x
g) bylo médium nahrazeno 500 pl Cerstvé pfipravenych roztokl inhibitort ¢i DMSO
Vv kultiva¢nim médiu. Po uplynuti ¢asovych intervalii (Tab. 1) byly burniky infikovany VKE
v infek¢ni davee 1 MOIL. Infikované bunky byly inkubovany po dobu 1 hodiny, nacez bylo
inokulum odebrano, bunky dvakrat promyty v PBS, resuspendovany v 1 ml Cerstvého média
s inhibitory, rozpipetovany po 100 ul do jamek 96-jamkovych paneli a doplnény shodnymi
roztoky na objem 200 pl. Bunky tedy byly na panely nasazeny v kone¢ném objemu 200 pl a
mnozstvi 5 x 10* bundk na jamku a nadale inkubovany v piitomnosti inhibitord az do

samotného odebrani vzorku.
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Vzorky supernatantu pro stanoveni titru viru byly odebrany v intervalech 1, 2 a 3 DPI
(dnii po infekci) pro SK-N-SH a 2, 3 a 4 DPI pro IRE 19 a uchovany v -80 °C.

Cely experiment byl zopakovan dvakrat, v triplikaci pro kazdou zvolenou koncentraci

piislusného inhibitoru.

Tab. I1: Pouzité koncentrace chemickych inhibitorti a doba oSetteni bun¢k pied infekci VKE.

Testované koncentrace [uM]

Inhibitor Doba oSetieni pied infekei [h] Citace

SK-N-SH IRE 19
Noco 0,1;1;10 10; 25; 50 4 Acosta et al. (2009)
PX 0,01;01;1 1;10; 30 1 Chen et al. (2008)
CilioD 20; 50; 100 20; 50; 100 1 Lukic et al. (2014)
Cyto D 0,01;0,1;25 2,5; 10; 30 2 Acosta et al. (2009)
Jaspla 0,01;0,1;1 01;1;3 0,5 Acosta et al. (2009)
Blebbi 0,1;1;10 1;10; 30 0,5 Laliberte a Moss (2009)

3.8. Imunocytochemie

Pro zachyceni ptipadnych zmén v cytoskeletalni struktuie hostitelskych bunék v pribéhu

infekce VKE byla zvolena metoda nepfimé imunofluorescence.
3.8.1. Kultivace bunék urcenych k imunofluorescencnimu barveni

Buiiky obou bunéénych linii byly nasazeny na mikroskopicka sklicka s odnimatelnymi
komiirkami (Thermo Fisher Scientific, Inc.). SK-N-SH byly nasazeny v mnozstvi 2 x 10*
bunék a celkovém objemu 200 pl na jamku, IRE 19 pak v mnozstvi 1 x 10* bunék a objemu
200 pl na jamku. V ptipadé IRE 19 byla jesté pied nasazenim z dtivodu jejich slabsi adherence
aplikovana na dno komtrek vrstva zelatinu, konkrétné 0,2% Gelatin Solution (ScienCell
Research Laboratories, Inc.). Nasazené bunky byly posléze infikovany 0,01 MOI pro SK-N-
SH a 1 MOI pro IRE 19. Infikované buiiky a kontroly byly nadale kultivovany po dobu 2 a 7
dnid pro SK-N-SH a 4 a 14 dnt pro IRE 19. Bunkam s intervaly 7 a 14 DPI bylo v poloviné

doby kultivace vyménéno kultivaéni médium za Cerstveé.
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3.8.2. Imunofluorescencni barveni

Burnky byly fixovany roztokem 4% paraformaldehydu po dobu 1 hodiny p#i laboratorni
teploté a posléze tiikrat promyty v roztoku 0,05% Tween 20 v PBS (PBS-Tween), jenz byl
krom¢& promyvani taktéz pouzit pro piipravu vSech dale zminénych roztokd. Po promyti byly
membrany permeabilizovany 0,3% Tritonem X-100, ktery byl po 30 minutach nahrazen 0,01%
dodecylsiranem sodnym (SDS) na dalsSich 10 minut, po nichz byly buiiky opét tfikrat promyty.
K blokovani nespecifickych vazebnych mist byl pouzit roztok PBS obsahujici 10 % bovinniho
fetalniho a 5 % koziho séra. Blokace probihala 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

Za ucelem vizualizace cytoskeletalnich vlaken a VKE byl blokaéni roztok nahrazen
roztokem primarnich protilatek. Pro mikrotubuly byla zvolena monoklonalni krali¢i protilatka
proti B-tubulinu (1:100; Cell Signaling) spolu s mysi protilatkou proti flavivirové antigenni
skuping (1:250; Sigma-Aldrich). V piipadé vizualizace aktinovych vlaken byl v tomto kroku
blokac¢ni roztok nahrazen pouze mysi protilatkou proti flavivirové antigenni skupiné (1:250;
Sigma-Aldrich). Buiiky byly s primarnimi protilatkami inkubovany ptes noc pfi teploté 4 °C.

Po pftiblizné 12 hodinach pak byly buniky tfikrat promyty a znaCeny sekundarnimi
protilatkami. Pro vizualizaci mikrotubul prob&hlo znaceni pomoci kozi protilatky proti
krali¢imu antigenu Alexa Fluor 594, pro detekci virového antigenu pak kozi protilatky proti
mysimu antigenu Alexa Fluor 488 (1:500; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Pro vizualizaci
aktinu a virového antigenu byl pouzit konjugat phalloidinu CF594 (1:40; Biotium) a Alexa
Fluor 488. Takto znacené buiiky byly inkubovany po dobu 1 hodiny ve tm¢ pii laboratorni
teploté, posléze tiikrat promyty v PBS-Tween. Pro obarveni bunéénych jader a konzervaci

preparatu bylo pouzito montovaci médium s DAPI Fluoroshield (Sigma-Aldrich).
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3.9. Real-time RT-PCR

Pro stanoveni zmén genové exprese vybranych gent u bunéénych linii SK-N-SH a IRE

19 v pribéhu infekce VKE byla zvolena metoda kvantitativni real-time RT-PCR.

3.9.1. Kultivace bunék pro izolaci RNA

Ob¢ bunécné linie byly nasazeny na 96-jamkové panely v objemu 200 pl a mnoZzstvi
5 x 10* bunék na jamku a s vyjimkou kontrol byly infikovany roztokem virové suspenze VKE
Vv kultiva¢nim médiu. Infekéni davka byla 0,01 MOI pro SK-N-SH a 1 MOI pro IRE 19. Vzorky
pro kazdy ¢asovy interval (2 a 7 DPI pro SK-N-SH; 4 a 14 DPI pro IRE 19) a jim odpovidajici
negativni kontroly byly provedeny v triplikatech. Buitkam s intervaly 7 a 14 DPI a pfislusnym

kontroldm bylo v poloviné doby kultivace vyménéno kultivaéni médium za Cerstvé.

3.9.2. l1zolace RNA

Po uplynuti vy$e uvedenych intervalli byla ze vzorkl izolovana a purifikovana celkova
RNA (totRNA). SK-N-SH byly promyty v PBS, sklizeny a resuspendovany v roztoku PBS a
lyzaéniho pufru. IRE 19 byly z divodu mensiho mnozstvi v pfipad¢ intervalu 4 DPI sklizeny a
resuspendovany V ptivodnim kultivaénim médiu a posléze pieneseny do -80 °C, kde prosly
jednim cyklem zamrazeni a rozmrazeni. Takto sklizené bunky pak byly pouzity pro izolaci
totRNA za pouziti High Pure RNA lIsolation Kit (Roche) dle pokynt vyrobce. Pro zajisténi
maximalniho vytéZku byla totRNA v zavéru eluovéana dvakrat, nejprve s pomoci 50 pl eluéniho
pufru, podruhé za pouZiti prvniho eluatu.

Koncentrace purifikované RNA byla posléze zméfena pomoci spektrofotometru
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Vzorky byly skladovany pii -80 °C.

3.9.3. Reverzni transkripce (RT-PCR)

Ptepis izolované RNA do cDNA byl proveden s pouzitim Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche), dle pokyni vyrobce. Reverzni transkripce probihala s pouzitim
oligo(dT)1s primeru. Ziskané vzorky cDNA byly uchovavany pii -20 °C.
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3.9.4. Real-time PCR

Vzorky cDNA, biologické triplikaty, byly nasledn¢ podrobeny real-time PCR s cilem
stanoveni zmén exprese vybranych genil asociovanych s cytoskeletem hostitelskych bunék
v prub¢hu infekce VKE. Amplifikace byla provedena na pfistroji Rotor Gene-3000 (Corbett
Research) a k ptipravé reakéni smési byl pouzit PCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio s.r.o.).
V nize uvedenych tabulkach je uvedeno zastoupeni jednotlivych slozek v reakci (Tab. Ill) a
podminky amplifikace (Tab. IV). Piehled vSech sledovanych lidskych a klistécich genti véetné
sekvenci z literatury pievzatych primert je pak uveden v nasledujicich tabulkach (Tab. V a Tab.
VI).

Tab. 11: Slozeni reakéni smési pro real-time PCR.
Reagens Objem Vysledna koncentrace
gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5 ul 75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM (NH4)2S04, 0,01%

Tween 20, 2,5 mM MgCl2, 200 uM kazdy dNTP, 25
U/ml Taq DNA polymeraza, monoklonalni protilatka
anti-Tag, DNA barvivo SYTO-9, stabilizatory a

aditiva
5" primer 0,75 ul 0,1-1 uM
3" primer 0,75 ul 0,1-1 uM
templatova cDNA 4 ul 0,02 ng/ul-0,02 pg/ul
PCR H20 7 ul do finalniho objemu 25 pl

celkem 25 ul

Tab. IV: Optimalizované podminky amplifikace.

Faze Teplota Cas
Denaturace 95 °C 10 min

= denaturace 95 °C 155

% Cykly nasedani primert 60 °C 30s

S elongace 72 °C 30s
Analyza tani 72-95 °C 45 s (1. krok)

5 s (ostatni kroky)
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Tab. V: Prehled lidskych cilovych gent a sekvence jejich primera.

Symbol  Cil Sekvence (5' — 3") Citace

TUBB3 B-tubulin 111 F: AGTGATGAGCATGGCATCGA Hermann et al. (2006)
R: AGGCAGTCGCAGTTTTCACA

ACTB B-aktin F: GGACTTCGAGCAAGAGATGG Guo et al. (2018)
R: AGCACTGTGTTGGCGTACAG

TPM4 tropomyosin4  F: TGAAAAGGAGGACAAATATGAAGA Hébig et al. (2013)
R: CTTTGGCCTGGGCAAGTT

SPTB fB-spectrin F: TCAAACCTACCAAAACTACAAAAACTTT  Taylor-Harris et al. (2005)
R: GTAGTGAACTTCACAGTCCAGACCAT

TLN1 talin 1 F: AGAACCAATACGGCAACCTG Fang et al. (2016)
R: AGGTCCGACATGAAGTCGTC

TLN2 talin 2 F: CTGAGGCTCTTTTCACAGCA Fang et al. (2016)
R: CTCATCTCATCTGCCAAGCA

VIM vimentin F: TGGCCGACGCCATCAACACC Hao et al. (2014)

R: CACCTCGACGCGGGCTTTGT

Tab. VI: Piehled klistécich cilovych genti a sekvence jejich primerd.

Symbol Cil Sekvence (5' — 3") Citace

TUBA a-tubulin F: AGGAGATTGTGGACCTGGTG Ayllén et al. (2013)
R: GCTTGGACTTCTTGCCGTAG

TUBB B-tubulin F: CGACTGTCTTCAGGGCTTTC Ayllén et al. (2013)
R: AGACAGGGTGGCATTGTAGG

ACT* actin F: GGTATCGTGCTCGACTC Neelakanta et al. (2007)
R: GGCGACGTAGCAG

TPM tropomyosin F: GAGCCGAGTTTGCCGAGAG Cabezas-Cruz et al. (2017)
R: ACTTGGTAGCGGTAGAAACGG

SPTA o-spectrin F: AGAACCAATACGGCAACCTG Ayllon et al. (2013)
R: AGGTCCGACATGAAGTCGTC

TLN talin F: AACAAGGAGCCAAACACTGG Ayllén et al. (2013)

R: CGTTGGAGTCGGAGAAGAAG

* Vysledky RT-PCR analyzy pro ACT nebyly do této prace zahrnuty.

Vysledky amplifikace byly zpracovany pomoci programu Rotor Gene 6.0.19, pficemz ze

zpracovanych dat pak byla pro dalsi vypocty pouzita tzv. Ct hodnota. K¥ivky tani produkta

ziskané behem analyzy tani PCR produkti byly vyuzity ke kontrole specifity reakce a zjiSténi

pfitomnosti pfipadnych nespecifickych produktu.
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Mira zmény exprese sledovanych gent byla stanovena komparativni Ct metodou.
Kvantifikace byla normalizovana pouzitim tzv. referenénich geni, k jejichz expresi byla
vztazena exprese gent cilovych. V ptipadé bunék SK-N-SH byla jako referen¢ni geny pouzita
dvojice gent pro glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu (GAPDH) a ribozomalni protein S13
(RPS13). Pro klistéci bunky IRE 19 byla zvolena dvojice ribozomalnich proteini L13A
(RPL13A) a S4 (RPS4). Sekvence téchto referencnich genti jsou vypsany v Tabulce VII. Zména
exprese normalizovanych cilovych gent byla vyjadiena jako 22T, pro jejiz vypocet byl pouzit

vzorec 2-24CT = 2-(AC (sledovany gen) - AC(kontrola)) (Schmittgen a Livak, 2008).

Tab. VII: Piehled pouzitych referencnich gend a jejich sekvence.

Symbol Cil Sekvence (5' — 3") Citace

GAPDH glyceraldehyd-3-fostat ~ F: TCTCCTCTGACTTCAACAGCGAC Zhang et al. (2017)
dehydrogenaza R: CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTC

RPS13 ribozomalni F: CGAAAGCATCTTGAGAGGAACA Zhang et al. (2017)
protein S13 R: TCGAGCCAAACGGTGAATC

RPL13A ribozomalni F: GTGGGCTGGAAGTACCAGAA Weisheit et al. (2015)
protein L13A R: CTAGCTGAACCTTGGCTTCG

RPS4 ribozomalni F: GGTGAAGAAGATTGTCAAGCAGAG Kodi et al. (2013)
protein S4 R: TGAAGCCAGCAGGGTAGT

3.10. Statisticka analyza

Statisticka vyznamnost vysledkii byla vyhodnocovana za pouziti programu GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Pro vyhodnoceni zmén v hladinach titru viru u inhibi¢nich
testd byla jako statistickd metoda zvolena dvoucestnda ANOVA (Dunnettiv test). V piipadé
vysledku tykajicich se exprese genti u lidské neuroblastové linie SK-N-SH byla zvolena
dvoucestndi ANOVA (Sidakuv test), u klistéci linie IRE 19 byl zvolen Studentiv t-test.
Vysledky, jejichz hladina vyznamnosti p byla mensi nez 5 % (p < 0,05), byly povazovany za
statisticky signifikantni a v grafech jsou oznaceny hvézdickou. Vsechny vysledky jsou

v grafech prezentovany jako prumér =+ stiedni chyba praméru (SEM).
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4. Vysledky
4.1. Dynamika viru VKE in vitro

Dynamika replikace viru in vitro byla sledovana pomoci metody plakové titrace
v intervalech 0, 1, 2, 3 a 4 dny po infekci, pficemz vzorky supernatantu pro 0. interval byly
odebirany 2 hodiny po infekci.

Lidské neuroblastové buiiky se ukazaly byt vyrazné citlivé k infekci VKE, virus se v nich
mnozil efektivné. K vyznamnému ndristu titru viru doslo jiz prvni den po infekci, od druhého
dne pak virus pietrvaval v supernatantu ve vysokych titrech. Vrchol produkce nastal v intervalu
3 DPI, kdy hladina titru detekovaného viru v supernatantu bunééné kultury doséhla hodnot az
108 PFU/mI (Obr 4.1 A).

Oproti neuroblastové linii se produkce VKE v klistécich buiikach IRE 19 ukazala byt
pozvolnéjsi a virus dosahoval v maximu niz§ich titrt.. Prvni den po infekci doslo k poklesu titru
viru v supernatantu tésn¢ nad hranici meze detekce. K nardstu titru doslo az druhy den po

infekci, s vrcholem produkce 3—4 DPI a hladinami pohybujicimi se mezi 10°-10° PFU/mI (Obr.
4.1B).
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Obr. 4.1: Dynamika replikace VKE kmene Neudoerfl v lidské neuroblastové linii SK-N-
SH (A) a klistéci linii IRE/CTVM 19 (B). Data reprezentuji praimér = SEM ze tii nezavislych

experimentt, V triplikatech. Pferusovana ¢ara znaci detekéni limit.
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4.2. Testovani cytotoxicity chemickych inhibitori

Po 24hodinové inkubaci bun¢k s roztoky chemickych inhibitori o riznych koncentracich
byla vyhodnocena viabilita bunék MTT testem. Viabilita byla stanovena relativné na zakladé
porovnani s kontrolou pfedstavujici 100 % viability, pficemz v potaz byl bran i potencidl nami
testovanych latek inhibovat bunécné déleni.

Celkové nebyl zaznamenany pokles bunécné viability dramaticky, a to ani po oSetieni
nejvyssimi koncentracemi. Bunéc¢na viabilita ani v jednom z piipadti nepoklesla pod 80 %
V porovnani s negativni kontrolou, a V nékterych piipadech (ciliobrevin D u SK-N-SH,
cytochalasin D a jasplakinolide u IRE 19) nepoklesla ani pod troven viability bunék pied

samotnou aplikaci inhibitord, ¢ili pfed inhibici bunééného déleni (Obr. 4.2, Obr. 4.3).
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Obr. 4.2: Viabilita lidskych neuroblastovych bunék SK-N-SH po 24hodinové inkubaci
s chemickymi inhibitory. PferuSovana ¢4ra znac¢i hodnotu viability bun¢k bezprostiedné pied

aplikaci inhibitord. Data reprezentuji prumér = SEM z duplikatu méfeni.
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Obr. 4.3: Viabilita kliStécich bunék IRE 19 po 24hodinové inkubaci s chemickymi
inhibitory. Pferusovana ¢ara znaci hodnotu viability bunék bezprosttedné pied aplikaci

inhibitorti. Data reprezentuji primér £ SEM z duplikatu méteni.

Na zéklad¢ vysledkt MTT testu byly zvoleny koncentrace jednotlivych inhibitorti pro
dalsi experimenty. Vybrany byly takové koncentrace, pfi nichz nepoklesla hodnota bunécné
viability pod 80 % v porovnani s negativni kontrolou, pfi¢emz byl bran ohled na rozdilnou
citlivost bunéénych linii. Pro kazdy inhibitor byla zvolena vzdy trojice koncentraci za Gcelem
pozorovat, zda jsou ptipadné zmény v titru viru u oSetienych bunék zavislé na vzrustajici
koncentraci pouzité¢ho inhibitoru. Pfehled finalnich zvolenych koncentraci se nachazi ve vyse

uvedené tabulce (Tab. II).
4.3. Efekt chemickych inhibitori na morfologii a déleni bunék

Neinfikované lidské neuroblastové bunky SK-N-SH vykazovaly po oSetfeni chemickymi
inhibitory v netoxickych koncentracich vyrazné morfologické zmény naznacujici 0€inné
ovlivnéni cytoskeletu (Obr. 4. 4). Osetfené buiniky se vyznacovaly ztratou typického tvaru,
redukci az uplnou absenci vybézkili a agregaci, pficemz tyto zmény byly ve vSech ptipadech

dobie patrné jiz u druhé nejvyssi pouzité koncentrace.
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Obr. 4.4: Efekt inhibitora na neuroblastové buiiky SK-N-SH. Kondice bun¢k 24 hodin po
oSetfeni mikrotubularnimi inhibitory Noco, PX a inhibitorem dyneinu Cilio D v koncentracich
10, 1 a 100 uM (A) a mikrofilamentarnimi inhibitory Cyto D, Jaspla a inhibitorem myosinu |1
Blebbi v koncentracich 2,5, 1 a 10 uM (B). Celkové zvétseni 200x, méfitko odpovida 100 pm.

Klistéci bunky IRE 19 vykazovaly po oSetfeni vyraznéj$i morfologické zmény zejména
Vv piipadé mikrofilamentarnich inhibitort (Obr. 4.5 B), kdy byla u bunék pozorovatelna ztrata
typického tvaru a vakuolizace. V piipad¢ pouziti mikrotubularnich inhibitorti nebyly zmény
v morfologii ptili§ patrné (Obr. 4.5 A), proto byla kondice bunék znovu zkontrolovana po 72
hodinach od aplikace inhibitorti, kdy byl oproti kontrole pozorovan mens$i pocet bunék

ro

naznacujici ucinnou inhibici bunééného déleni.
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Obr. 4.5: Efekt inhibitora na klistéci buiikky IRE 19. Kondice bun¢k 72 hodin po oSetieni
mikrotubularnimi inhibitory Noco, PX a inhibitoru dyneinu Cilio D v koncentracich 50, 30 a
100 uM (A) a mikrofilamentarnimi inhibitory Cyto D, Jaspla a inhibitorem myosinu Il Blebbi
Vv koncentracich 30, 3 a 50 uM (B). Celkové zvétseni 200x, métitko odpovida 100 pm.
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4.4. Inhibicni testy

Za ucelem piiblizeni role cytoskeletu v infekci VKE byly zvoleny inhibi¢ni testy
vyuzivajici latek depolymerizujicich ¢&i stabilizujicich mikrotubuly (Noco, PX) a
mikrofilamenta (Cyto D, Jaspla). Dale byly aplikovany i latky specificky inhibujici proteinové
motory dynein a myosin Il (Cilio D, Blebbi).

Ob¢ bunééné linie byly nejprve oSetieny vybranymi koncentracemi jednotlivych
inhibitord, po uplynuti inkubacéni doby byly infikovany VKE a déle inkubovany v pfitomnosti
inhibitorti az do samotného odebrani supernatantu. Shrnuti pouzitych koncentraci a podminek
inkubace je uvedeno vySe (Tab. II). Efekt inhibice cytoskeletalnich struktur na replikaci VKE
byl posléze vyhodnocen kvantifikaci virovych ¢astic v supernatantu pomoci metody plakové
titrace 1, 2a 3 DPl u SK-N-SH a 2, 3a 4 DPIl u IRE 19.

Obecné lze fici, ze inhibice mikrotubulti i mikrofilament vedla u obou bunéénych linii ke
statisticky signifikantnimu poklesu titru viru, pficemz mira poklesu vykazovala zavislost na
koncentraci pouzitych inhibitord. Pro zjednoduseni se nasledujici popis vysledkt vztahuje vzdy
Kk nejvyssim pouzitym koncentracim a tém vysledktim, které se ukazaly byt statisticky prukazné.

Po inhibici mikrotubul a dyneinu u SK-N-SH byl 2. i 3. DPI zaznamenan pokles titru viru
o pfiblizné dva fady. Depolymerizace mikrotubul za pouziti Noco pfitom zplsobila pokles viru
o vice nez jeden tad jiz 1. DPI (Obr. 4.6 A). U IRE 19 byl rozdil oproti kontrole méné vyrazny
neZ v ptipad¢ neuroblastovych bunék. K nejdramatictéjsimu poklesu doslo po inhibici dyneinu,
kdy byl pozorovan pokles titru viru az o dva tady (Obr. 4.6 B). V pfipad¢ inhibice
mikrofilament a myosinu Il u SK-N-SH poklesl titr viru 3. DPI o ptiblizné jeden fad (Obr. 4.7
A). U IRE 19 vedla inhibice mikrofilament k poklesu titru viru 3. i 4. DPI o 1 fad, pficemz po
depolymerizaci mikrotubul pomoci Cyto D byl pokles patrny jiz 2. DPI. Inhibice myosinu Il
vedla k poklesu titru viru o jeden fad 2. a 3. DPI, 4. DPI byl zaznamenan pokles az o 2 fady
(Obr. 4.7 B).
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Obr. 4.6: Efekt depolymerizace (Noco) a stabilizace (PX) mikrotubuli a inhibice
proteinového motoru dyneinu (Cilio D) na produkci infekéniho VKE u neuroblastovych
bunék SK-N-SH (A) a kliStécich bunék IRE 19 (B). Data jsou prezentovéana jako primér +
SEM ze dvou nezavislych experimentd, v triplikatech. PferuSovana ¢ara znaci limit detekce.
Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou: * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** =

p <0,001; **** =p < 0,0001.
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Obr. 4.7: Efekt depolymerizace (Cyto D) a stabilizace (Jaspla) mikrofilament a inhibice
proteinového motoru myosinu 11 (Blebbi) na produkci infekéniho VKE u neuroblastovych
bunék SK-N-SH (A) a kliStécich bunék IRE 19 (B). Data jsou prezentovéana jako primér +
SEM ze dvou nezavislych experimentd, v triplikdtech. PferuSovana Cara znaci limit detekce.
Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou: * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** =

p < 0,001; **** = p < 0,0001.
4.5. Strukturni zmény cytoskeletu v prubéhu infekce VKE

Imunofluorescenéni barveni infikovanych bunék (neosetifenych inhibitory) neodhalilo ani

u jedné z bunéénych linii zadné viditelné zmény ve struktufe mikrotubularni sité, a to ani
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V pozdni fazi infekce. V rdmci dalSich morfologickych zmén byla u lidskych neuroblastovych

buné¢k 7. DPI ¢asto pozorovana napadna vakuolizace v cytoplazmé a redukce neuritd (Obr. 4.8).

kontrola 2 DPI 7 DPI

kontrola 4 DPI 14 DPI

Obr. 4.8: Morfologie mikrotubuli v pribéhu infekce VKE. Lidské neuroblastové bunky
SK-N-SH byly zafixovany a obarveny v intervalech 2 a 7 DPI (A), klistéci bunky IRE 19 pak
4 a 14 DPI (B). Jako kontrola slouzily neinfikované bunky. Pouzity byly protilatky specifické
pro flavivirovy protein E (zelena) a B-tubulin (Cervend). Jadra vizualizovana DAPI (modra).
Bily ramecéek oznacuje oblast cytoplazmy neuroblastové buiky s utvofenymi vakuolami.

Celkové zvétseni 1000x.

Ackoliv byla pii sledovani struktury aktinového cytoskeletu klistécich bun¢k IRE 19
pozorovana kolokalizace aktinu a virového proteinu E, aktinovéd sit’ nevykazovala zadné
viditelné strukturni zmény (Obr. 4.9 D). Obdobné jako v ptedchozim piipadé u mikrotubuld,
byly nékteré morfologické zmény pozorovany u SK-N-SH 7. DPI. Oproti kontrolnim bunikam
a buikam zafixovanym 2 DPI byla pozorovana napadna redukce neuritt. U infikovanych bun¢k
byly dlouhé a vétvené neurity pozorovany spiSe vyjimecné, ptipadné membranové protruze

vykazovaly charakter filopodii (Obr. 4.9 A, B). Také zde byla ¢asto pozorovana tvorba vakuol
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Vv cytoplazm¢ infikovanych bunék (Obr. 4.9 C). Stresova vlakna se vyskytovala jak v piipadé
infikovanych bungk, tak i v ptipadé kontrol (Obr. 4.9 B, C).

kontrola 2 DPI

7 DPI

kontrola 7 DPI

kontrola 14 DPI
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Obr. 4.9: Morfologie mikrofilament v pribéhu infekce VKE. Lidské neuroblastové burky
SK-N-SH byly zafixovany a obarveny v intervalech 2 (A) a7 DPI (A, B, C), klistéci bunky IRE
19 4 a 14 dnd DPI (D). Jako kontrola slouzily neinfikované buiky. Pouzita byla protilatka
specificka pro flavivirovy protein E (zelena), pro vizualizaci aktinu pak phalloidin (Cervena).
Jadra vizualizovana DAPI (modra). Maly bily ramecek ohraniCuje oblast cytoplazmy
S utvofenymi vakuolami, bilé Sipky poukazuji na filopodia, zluté Sipky na stresova vlakna.

Celkové zvétseni 1000x.

4.6. Zmény exprese na urovini mRNA po infekci VKE u genii

kodujicich slozky cytoskeletu

Zména exprese gend byla pozorovana pro obé bunécné linie vzdy ve dvou riznych
intervalech po infekci, ato 2 a 7 DPI pro SK-N-SH a 4 a 14 DPI pro IRE 19.

Sledovani zmén exprese genll na trovni mRNA bylo zamé&feno na geny kodujici zadkladni
komponenty cytoskeletu, ¢ili tubulin a aktin. V ptipadé neuroblastovych bunék byl dodate¢né
ptidan i vimentin jakoZto zastupce proteint intermediarnich filament. Déle byla sledovana
exprese genl kodujicich nékteré dalSi proteiny s cytoskeletem asociované, jmenovité
tropomyosin, talin a spektrin.

U klistécich bunék byla reverzni transkripce pro interval 4 DPI provedena i pfesto, ze ve
vychozich vzorcich byla naméfena velmi nizka koncentrace izolované RNA odpovidajici
malému mnozstvi sklizenych bunék. Vysledky real-time PCR pak nasledné svéd¢ily pro nizkou
koncentraci specifického templatu ve vzorcich pro cilové i referencni geny, a to i v pfipadé
kontrolnich neinfikovanych bun¢k. Z téchto divodu byly nakonec vysledky pro interval 4 DPI

Z prace kompletné vyfazeny.
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4.6.1. Tubulin

V piipadé exprese genu pro B-tubulin nebyla na tGrovni mRNA u SK-N-SH
zaznamenana zadna zména v pribéhu infekce VKE, a to ani v pozdni fazi infekce 7 DPI (Obr.
4.10 A). V pripad¢ IRE 19 byly sledovany exprese genu pro obé podjednotky tubulinu, a- i -
tubulin, pficemz obdobn¢ jako u SK-N-SH, ani zde nebyla v intervalu 14 DPI pozorovana zadna
zména (Obr. 4.10 B).
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Obr. 4.10: Nasobné zvySeni exprese genu pro tubulin na irovni mRNA po infekci VKE.
Genova exprese TUBB3 v intervalech 2 a 7 DPI u lidskych neuroblastovych bunék SK-N-SH
(A) aexprese TUBA a TUBB 14. den DPI u klistécich bunék IRE 19 (B). Vysledky jsou v grafu

prezentovany jako prumér + SEM z triplikatu vzorku.

4.6.2. Aktin

Pti sledovani zmén exprese genu pro aktin na irovni mRNA nebyla v pritbéhu infekce
VKE u SK-N-SH nalezena zadna statisticky vyznamna odli$nost ani u jednoho z intervala (Obr.
4.11). Exprese genu pro aktin byla sledovana i u IRE 19, vysledky vsak nakonec nebyly do
prace zafazeny, nebot’ podle kiivek tani béhem RT-PCR analyzy opakované nevznikal

pozadovany specificky produkt, a to dokonce ani u vzorka pro interval 14 DPI (viz Ptiloha).
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Obr. 4.11: Nasobné zvySeni exprese genu pro aktin na arovni mRNA po infekci VKE.
Genova exprese ACTB v intervalech 2 a 7 DPI u lidskych neuroblastovych bun¢k SK-N-SH.

Vysledky jsou v grafu prezentovany jako primér + SEM z triplikatu vzorku.

4.6.3. Tropomyosin

V ptipadé exprese genu pro tropomyosin, protein asociovany s mikrofilamenty, nebyla

ani u jedné z bunécnych linii zaznamenana zadna statisticky vyznamna rozdilnost (Obr. 4.13).
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Obr. 4.13: Nasobné zvySeni exprese genu pro tropomyosin na urovni mRNA po infekci
VKE. Genova exprese TPM4 v intervalech 2 a 7 DPI u lidskych neuroblastovych bunék SK-
N-SH (A) a exprese TPM 14. DPI u klistécich bun¢k IRE 19 (B). Vysledky jsou v grafu

prezentovany jako prumér + SEM z triplikatu vzorku.
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4.6.4. Spektrin

U SK-N-SH se rozdily v expresi genu pro spektrin, protein asociovany s aktinem,
projevily 7. DPI, kdy doslo k vyznamnému zvyseni exprese (p < 0,01; Obr. 4.16 A). Oproti
tomu u linie IRE 19 nebyla 14. DPI zaznamenéna zadna statisticky vyznamna odlisnost (Obr.
4.15 B).
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Obr. 4.15: Nasobné zvySeni exprese genu pro spektrin na irovni mRNA po infekci VKE.
Genova exprese SPTB v intervalech 2 a 7 DPI u lidskych neuroblastovych bunék SK-N-SH (A)
a exprese SPT 14. DPI u klistécich bun€k IRE 19 (B). Vysledky jsou v grafu prezentovany
jako prumér +£ SEM z triplikatu vzorku. ** = p < 0,01.

4.6.5. Talin

Pii sledovani zmén exprese genu pro talin, protein vazajici se k mikrofilamentim a
S potencialem vazat se také na integrin a podilet se tak na utvafeni a mechanické stabilizaci
fokalnich adhezi, bylo zaznamenano vyrazné zvyseni exprese genu pro talin 1 u SK-N-SH
v intervalu 7 DPI (p < 0,01; Obr. 4.15 A). V ptipad¢ exprese genu pro talin 2 nebyla pozorovana
zadna statisticky vyznamna zmeéna (Obr. 4.14 A) a podobné¢ tomu tak bylo i v ptipadé exprese
TLN u IRE 19 (Obr. 4.14 B).
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Obr. 4.14: Nasobné zvysSeni exprese genu pro talin na urovni mRNA po infekci VKE.
Genova exprese TLN1 a TLN2 v intervalech 2 a 7 DPI u lidskych neuroblastovych bun¢k SK-
N-SH (A) a exprese TLN 14. DPI u klistécich bun¢k IRE 19 (B). Vysledky jsou v grafu

prezentovany jako primér = SEM z triplikatu vzorku. ** = p < 0,01.

4.6.6. Vimentin

Pii sledovani zmén exprese genu pro vimentin, protein spadajici do tiidy III
intermediarnich filament, byla po infekci VKE u SK-N-SH zaznamenéna jeho prokazatelné

zvysena exprese 7. DPI (p <0,01; Obr. 4.12).
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Obr. 4.12: Nasobné zvySeni exprese genu pro vVimentin na arovni mRNA po infekci VKE.
Genova exprese VIM v intervalech 2 a 7 DPI u lidskych neuroblastovych bun¢k SK-N-SH.
Vysledky jsou v grafu prezentovany jako prumér + SEM z triplikatu vzorku. ** = p < 0,01.
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5. Diskuze

Jakozto obligatni intraceluldrni parazité, jejichz genom kdéduje pouhych deset proteint,
jsou flaviviry pro své pieziti odkazany na hostitelské buniky. Maji proto potencial vyuzivat
nejrizngjsi hostitelské drahy a faktory za ucelem zajisténi vlastni tispésné replikace a vyuzivaji
jich prakticky v kazdém bod¢ replikacniho cyklu. Mezi virem a bunkou pfitom dochazi
k neséetnému mnozstvi interakci (Bekerman a Einav, 2015). Navzdory dlouholetému vyzkumu
a neustale pfibyvajicim poznatkiim zlstava stale nezodpovézena cela fada otdzek tykajicich se
interakci VKE s hostitelskymi buitkami obratlovct. Jest¢ mnohem méné je pak znamo o téchto
interakcich a hostitelskych proteinech zapojenych do infekce u samotnych klist'at. Pfitom blizsi
pochopeni molekularnich interakci VKE a hostitelskych faktor podilejicich se na replikaci
VKE by bylo vzhledem k velmi omezenym terapeutickym moznostem vyznamnym piinosem i
Z hlediska vyvoje u¢inné antivirové 1é¢by (Baharuddin et al., 2014). V ramci téchto interaket,
a to i z hlediska vyvoje antivirotik, pfedstavuji velmi zajimavy pfedmét studia interakce viru
s cytoskeletem hostitelskych bunék, o cemz svédci i stale pribyvajici mnozstvi publikaci na toto
téma. V piipadé flavivira jsou vsak studie vénujici se této problematice zaméfené prevazné na
flaviviry ptenaSené komary a interakce VKE s cytoskeletem hostitelskych bunék tak zatim
zustava pomérné neprobadanym tématem (Zhang et al., 2019). Cilem této prace tedy bylo
piiblizit roli cytoskeletu v infekci VKE, a to nejenom v lidskych neuroblastovych buiikach, ale

i v bunkach jeho pfirozeného vektora, klistéte I. ricinus.

VKE je ptirozené schopen infikovat a mnozit se v klistécich i sav¢ich bunkach. | v nasem
piipadé€ se ob& zvolené linie, klistéci linie IRE/CTVM 19 a lidska neuroblastova linie SK-N-
SH, ukazaly byt citlivé k infekci VKE, kmenem Neudoerfl. Jak jiz bylo pozorovano diive
(Razek et al., 2009), virus se v neuroblastovych bunkach replikoval velmi efektivné, pticemz
titr viru dosahoval hodnot az 108 PFU/mI. V piipadé klistécich bunék byl pak priibéh virové
fady nize nez v piipadé neuroblastovych bun¢k. Obdobny rozdil ve virové produkci mezi

klistécimi a savéimi buiikami byl pozorovan jiz diive (Senigl et al., 2006).

Pro studium interakci mezi viry a cytoskeletem hostitelskych bun€k se velmi Casto
pouzivaji chemické latky, jez maji potencidl specificky inhibovat urcité cytoskeletalni struktury.

Pro nase ucely byly zvoleny inhibitory mikrotubul a mikrofilament a s nimi asociovanych
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proteinovych motort, Cili téch slozek cytoskeletu, které se mimo jiné ucastni endocytickych
drah a jsou aktivné zapojeny do intracelularniho transportu. Vzhledem k tomu, ze cilové
struktury byly v naSem piipadé inhibovany po celou dobu experimentu, byla studovana jejich
role v replika¢nim cyklu VKE jako celku, nikoliv v ramci jeho jednotlivych krokii.

Mikrotubularni sit’ je vyznamna z hlediska intraceluldrniho transportu. Obecné jsou
mikrotubuly spojovany s transportem v ramci buniky na delsi vzdalenosti a zda se, ze celd fada
virdl tohoto transportu vyuziva ve sviij prospéch. Po inhibici mikrotubulil i cytoplazmatického
dyneinu bylo u obou buné¢nych linii zaznamenano statisticky vyznamné snizeni titru viru, pfi
pouziti nejvysSich koncentraci az o celé dva fady. Tento vysledek je piitom v souladu
pomoci Noco vyustilo v obdobny pokles ve virové produkci VKE (Bily et al., 2015). Nase
vysledky poukazuji na dilezZitou roli funkéni mikrotubularni sité¢ v replikaénim cyklu VKE.
Potencidlni roli mikrotubul v transportu virovych ¢astic pfitom podporuje zejména ndmi
zaznamenany negativni ucinek inhibice dyneinu na produkci viru. Dynein je totiz proteinovym
motorem, ktery zajist'uje transport ndkladu k minus-konci mikrotubuli, ¢ili ve vétsin€ ptipada
smérem k MTOC, které se nachazi v blizkosti bunééného jadra a tedy i pobliz mista virové
replikace.

Vyznam aktinové sité v infekci je spojovan nejéastéji S vazbou viru na povrch bunky a
jeho internalizaci, ackoliv nékteré studie navrhuji jeho zapojeni i v dalSich krocich replikacniho
cyklu (Henry Sum, 2015; Wang et al., 2010; Zhang et al., 2016). Aktin a myosin IT mimo jiné
sehravaji klicovou roli i v procesu Klatrin-dependentni endocytozy a makropinocytozy, ¢ili
obou endocytickych drah potencialné vyuzivanych VKE pro vstup do hostitelské bunky (Araki
et al., 2003; Chandrasekar et al., 2014). Pomérné piekvapujici jsou proto vysledky inhibice
mikrofilamentarnich struktur u SK-N-SH, kde depolymerizace mikrofilament a inhibice
myosinu Il vedla k poklesu titru viru az 2. den p.i. o necely jeden fad, a to pouze pii pouziti
nejvyssi koncentrace. Jednim z pravdépodobnych vysvétleni je, ze nami pouzité koncentrace
Cyto D a Blebbi nebyly dostate¢né vysoké k tomu, aby zajistily kompletni inhibici bunécnych
procesu spojenych s cilovymi strukturami (Shu et al., 2004). Toto vysvétleni podporuje i fakt,
ze pokles titru viru nebyl pfi pouziti shodnych koncentraci obou inhibitorii pozorovéan ani
v ptipadé IRE 19, nicméné u vyssich koncentraci doslo k signifikantnimu poklesu viru o jeden
fad jiz 2. den p.i. Inhibi¢ni testy pro SK-N-SH by bylo proto vhodné v budoucnu zopakovat
S pouzitim vys$8ich koncentraci mikrofilamentarnich inhibitord. Tato mozZnost by pfitom nebyla

mozna v piipadé Jaspla, u néhoz jsme se jiz s nejvyssi pouzitou koncentraci 1 uM pohybovali
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na hranici tolerované cytotoxicity. Vysledky nicméné naznacuji, Ze neporusena aktinova sit’

spole¢né s funkénim myosinem Il by mohla sehravat pii vstupu a replikaci VKE dulezitou roli.

Velmi ¢asto byvaji v prub¢hu flavivirové infekce pozorovany ¢etné morfologické zmény
zahrnujici také reorganizaci ¢i rozruSeni cytoskeletu hostitelskych bunék (Cortese et al., 2017;
Gil et al., 2007; Kanlaya et al., 2009). V nasem piipadé byly u SK-N-SH zaznamenany zmény
az v pozdni fazi infekce, konkrétné 7 dnd p.i. Kromé toho, Ze byla pozorovana tvorba vakuol
Vv cytoplazm¢ infikovanych bunék, zna¢eni aktinu phalloidinem odhalilo znamky reorganizace
aktinové sité. Nejvyraznéjsi zménou pfitom byla napadnd redukce neuritii a membranovych
protruzi. Filopodia jsou tenké membranové vybézky bohaté na F-aktin. Jejich tvorba je prvnim
krokem k tvorbé neuritt, které dale diferencuji v dendrity a axony, a umoznuji tak tvorbu plné
funkéni nervové sité. Pficteme-li k tomu roli aktinu v intracelularnim transportu nejriznéjsiho
nakladu véetné prekurzorti pro synaptické vezikuly a neurotransmiterd, aktin piedstavuje
stavebni i funk¢ni prvek nezbytny pro spravnou nervovou funkci (Dent et al., 2007; Ferrari et
al., 2012). Modulace aktinového skeletu nervovych bunék vlivem infekce VKE by tak mohla
byt jednou zmoznych pficin neurologickych dysfunkci doprovézejicich klinické formy
klistové encefalitidy. Na rozdil od mikrofilament, u mikrotubulii nebyly pozorovany zadné
viditelné zmény v jejich struktufe ani v pozdni fazi infekce. To je v rozporu s diivéjSimi
vysledky, kdy bylo u lidskych neuroblastovych bunék UKF-NB-4 zaznamenano rozruseni a
CasteCna degradace mikrotubularni sité jiz 48 hodin p.i. (Ruzek et al., 2009). Tento rozdil je
vSak pravdépodobné dan pouZzitim kmene Hypr, jenz je vice neurovirulentni neZ nami zvoleny
kmen Neudoerlf (Mandl et al., 1997). V téze studii vSak mimo jiné zaznamenali nejen
kolokalizaci virového proteinu E s a-tubulinem, ale i pfimou asociaci obalenych virovych ¢astic
s mikrotubuly neuroblastovych bunék 48 hodin p.i., coZ naznacuje moznou tlohu mikrotubul
v maturaci VKE. Obdobné i v naSem piipadé byla pozorovana vyrazna kolokalizace signalu
virového proteinu E s B-tubulinem 2 1 7 dni p.i. Vysledky naSeho pozorovani se navic shoduji
s vysledky studie, v nizZ byla u krysich astrocytll infikovanych VKE (kmen Ljubljana 1)
pozorovana vyznamna reorganizace aktinové sité 3 a 6 dnti p.i., zatimco struktura mikrotubul
zustala po celou dobu infekce nezménéna (Potokar et al.,, 2014). Strukturni zmény
mikrotubularni sité¢ nebyly pozorovany kuptikladu ani u bunécné linie A549 48 hodin po infekci
virem Zika (Hou et al., 2017).

V porovnani s lidskymi neuroblastovymi bunkami, u IRE 19 nebyly ve struktuie
cytoskeletu pozorovany zadné zmény ani 14 dnd p.i. Kolokalizace signalu virového proteinu E

s cytoskeletem vsak byla vyrazna zvlasté v ptipad¢ B-tubulinu, a to v obou nami zvolenych
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intervalech, 4 a 14 dnt p.i. Vzhledem k tomu, ze prvni zndimky matura¢niho procesu VKE byly
V piipadé klistécich bundk pozorovany pravé 4 dny p.i. (Senigl et al., 2006), vysledky naseho
pozorovani, obdobn¢ jako v ptipadé¢ SK-N-SH, naznacuji, ze mikrotubuly by mohly sehravat
dalezitou roli v maturaénim procesu VKE a Ze virus by mohl mikrotubularni sit’ vyuZzivat

k transportu maturujicich virovych ¢astic napfi¢ cytoplazmou hostitelskych bunék.

V prubéhu virové infekce byvaji Casto pozorovany zmény V genové expresi, at’ uz na
urovni mRNA ¢i proteini. U SK-N-SH doslo u nékterych nami sledovanych gent ke zménam
v expresi na Grovni mRNA az 7. den p.i. Statisticky vyznamné zvySeni exprese bylo
zaznamenano u genu pro spektrin, talin a vimentin.

Spektrin je jednim z aktinovych cross-linking proteint, nezbytny pro udrzeni struktury a
stability bunéénych membran. Interaguje s GA, ovliviiuje sekretorické drdhy a podili se na
transportu proteini z ER do GA. V neuronech se spole¢né s aktinem a dalSimi proteiny utvari
vysoce organizované struktury v axonech i dendritech (Han et al., 2017; Zhang et al., 2013).
V nasem experimentu vzrostla exprese genu pro spektrin u infikovanych neuroblastovych
bunék 7. den p.i. na dvojnasobek. Up-regulace spektrinu a nékterych dalsich cytoskeletalnich
proteinli véetné vimentinu a myosinu byla pozorovana v pozdni fazi infekce (5 dnti p.i.) také u
viru zapadonilské horecky, jejich role v infekci vSak nebyla blize urcena (Fraisier et al., 2013).

Ackoliv je tato prace primarné zaméfena na roli mikrotubul a mikrofilament v infekci
VKE, byl v pfipad¢ SK-N-SH mezi sledované geny zafazen i gen pro vimentin, zastupce
intermediarnich filament. Zatimco vysledky né€kterych studii naznacuji, Ze vimentin by mohl
sehravat dilezitou roli v pozdnich fazich flavivirové infekce, zejména v samotné replikaci a
uvolnéni flavivirovych ¢astic z bunky (Fraisier et al., 2010; Kanlaya et al., 2010), u buné¢k Huh7
over-exprimujicich vimentin byla ptekvapivé zaznamenana snizena virova produkce a zvySena
proteozomalni degradace virového proteinu C, coz poukazuje na potencialni roli vimentinu
jakozto hostitelského faktoru ptsobiciho proti infekci HCV (Nitahara-Kasahara a Fukasawa,
2008). V naSem ptipad¢ byla zaznamenana zvySena exprese genu pro vimentin, jez vzrostla 7.
den p.i. na dvojnasobek. Zda se vsak jedna o disledek strategie samotného viru, ¢i obrannou
odpovéd’ bunky na infekci nelze v tomto bodé¢ fici. Vysledek v§ak naznacuje, ze i intermediarni
filamenta by mohla sehravat diilezitou roli v infekci VKE, kterou by bylo vhodné v budoucnu
blize objasnit.

Poslednim genem, u né¢hoz byla pozorovana zvysena exprese, by gen pro talin 1. Role
tohoto proteinu v souvislosti s flavivirovou infekci nebyla dosud zkoumana, ackoliv talin

ptredstavuje v tomto ohledu zajimavy hostitelsky faktor. Talin je uzce asociovan s aktinem a
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spole¢né s integriny a dal$imi proteiny utvaii fokalni adheze, které zprosttedkovavaji kontakt
mezi extracelularni matrix a cytoskeletem, a podili se tak na signalni transdukci (Burridge a
Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Integrin avfs3 je pritom jednou z molekul navrhovanych jako
mozny receptor pro vstup flavivirti do hostitelské buiiky a virus by potencialné mohl ve svijj
prospéch vyuzivat i signalni drahy, které jsou s integrinem spojené (Chu a Ng, 2004). Nemén¢é
zajimavé jsou také vysledky nékterych studii, v nichz ovliviiovanim exprese talinu pomoci
transientni exprese a siRNA ziskaly vysledky svédcici pro potencial talinu 1 efektivné
potlacovat virovou infekci (Brown et al. 2011, Klundert et al., 2016). Za zvySenou expresi
talinu 1 by tak mohla stat, podobn¢ jako v piipadé¢ vimentinu, obranna odpovéd’ buiiky na
infekci.

U IRE 19 byla kvili nutnosti vyfazeni vzorkl pro interval 4 dny p.i. sledovana genova
exprese cilovych genti nakonec pouze v pozdni fazi infekce, ¢ili 14 dnti p.i. Na rozdil od SK-
N-SH, zmény v genové expresi na Grovni mRNA nebyly zaznamendny ani u jednoho ze

sledovanych genti.

Vysledky inhibi¢ni testi ukazuji, ze prakticky vSechny nami studované slozky
cytoskeletu hraji diileZitou roli v replika¢nim cyklu viru, a to u lidské neuroblastové i klistéci
bunééné linie. K utlumeni virové produkce dosSlo nejen pii naruSeni normalni struktury a
dynamiky mikrotubulti i mikrofilament, ale i pfi inhibici s nimi asociovanych proteinovych
motort, cytoplazmatického dyneinu a myosinu Il. Vyznam téchto struktur a proteint v infekci
VKE by vsak kazdopadné bylo vhodné dale objasnit, kuptikladu upfesnit jejich role v ramci
jednotlivych kroku replikaéniho cyklu. Strukturni zmény cytoskeletu v pribéhu infekce byly
pozorovany jen Vv ptipadé mikrofilament, a to pouze u SK-N-SH v pozdni fazi infekce.
Reorganizace aktinové sité, vyrazna redukce neuritli a tvorba vakuol v cytoplazmé pfitom
poukazuji spise na bunécné poskozeni zptisobené progredujici infekci VKE. Alterace aktinové
sit¢ by tak mohla byt jednou z moznych pii¢in neurologickych ptiznaka u pacienti s klinickou
formou KE. Tyto morfologické zmény pfitom pravdépodobné nejsou spojeny se zménami
v expresi samotného aktinu, minimalné tedy ne na tirovni mRNA. Sledovani zmén exprese genti
vSak U SK-N-SH odhalilo zvySenou expresi tii dalSich cytoskeletalnich slozek, jmenovité
spektrinu, talinu 1 a vimentinu. Role téchto proteint ve flavivirové infekci nebyla doposud
jednozna¢né urena. K zodpovézeni otazky, zda je zvySena exprese téchto gent dusledkem
strategie samotného VKE, ¢i obrannou odpoveédi bunky na infekci, bude zapotiebi dalSich
experimentll. Zaroven by bylo vhodné ovéfit expresi nami sledovanych gent i na urovni

proteinu.
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6.

Z.aveér

Vyznam zachovani integrity a dynamiky cytoskeletu v infekci VKE byl studovan
s pomoci specifickych inhibitord cytoskeletalnich struktur. Stabilizace i depolymerizace
mikrotubul a mikrofilament negativné ovlivnila virovou produkci u obou sledovanych
bunéénych linii, SK-N-SH i IRE 19. Tyto vysledky naznacuji, ze VKE v prub¢hu svého

replikacniho cyklu vyuziva obou studovanych slozek cytoskeletu.

Inhibiéni testy dale poukazali také na interakci VKE s proteinovymi motory. Inhibice
cytoplazmatického dyneinu asociované¢ho s mikrotubuly a myosinu II asociovaného s

mikrofilamenty vedla k vyznamné inhibici virové produkce u obou bunéénych linii.

Strukturni zmény cytoskeletu byly pozorovany pouze u SK-N-SH Vv pozdni fazi infekce
(7 dnti p.i.). Tyto zmény se tykaly aktinové sit¢ a vyznacovaly se zejména napadnou
redukci neurit a membranovych protruzi. U infikovanych bun¢k byla v této fazi infekce

pozorovana také vakuolizace v cytoplazmé.

U SK-N-SH bylo 7. den p.i. zaznamenano vyznamné zvySeni exprese na urovni mRNA
tii genll asociovanych s cytoskeletem, konkrétné spektrinu, talinu a vimentinu. V ptipadé
genu pro aktin nebyly v expresi zaznamenany prokazatelné zmény. Pozorované strukturni
zmény aktinové sité tak pravdépodobné nebyly zptisobeny zménou genové exprese aktinu

na urovni mRNA.

V kontrastu s buné¢nou linii SK-N-SH, u IRE 19 nebyly v pozdni fazi infekce u zadného

ze sledovanych genil zaznamenany zmény v genové expresi na urovni mRNA.
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7. Seznam zKratek

ACT
ACTB
BOFES
Cr
cDNA
DAPI
DENV2
DMSO
DPI

ER

GA
GTP
HCV
hnRNP
JEV
KE
MOI
MRNA
MTOCs
MTT
ORF
PBS
PFU
p.i.
PTS
RC
RNA
RNAI
RT-PCR
SDS
SEM

aktin

B-aktin

fetalni bovinni sérum

z angl. treshold cycle

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
4' 6-diamidin-2-fenylindol

virus dengue sérotyp 2

dimethylsulfoxid

den/dny po infekci

endoplazmatické retikulum

Golgiho aparat

guanosintrifosfat

virus hepatitidy C

z angl. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
virus japonské encefalitidy

klistova encefalitida

z angl. multiplicity of infection

mediatorova ribonukleova kyselina

z angl. microtubule-organizing centers
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
z angl. open reading frame

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

z angl. plaque forming unit

z angl. post infection

prekolostralni teleci sérum

z angl. replication complex

ribonukleova kyselina

z angl. RNA interference

z angl. real-time polymerase reaction
dodecylsiran sodny

z angl. standard error of the mean
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SiRNA
SPTA
SPTB
TBP
TLN
TLN1
TLN2
totRNA
TPM
TPM4
TUBA
TUBB
TUBBS3
ULFs
UTRs
VIM
VKE

z angl. small interfering RNA
a-spektrin

B-spektrin
tryptézo-fosfatovy bujon
talin

talin 1

talin 2

totalni RNA

tropomyosin

tropomyosin 4

a-tubulin

B-tubulin

B-tubulin 1

z angl. unit-lenght filaments
z angl. untranslated regions
vimentin

virus klistové encefalitidy
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9. Priloha

Z prilozeného piikladu pribéhu kvantitativni RT-PCR pro aktin u klistécich bun¢k IRE
19 (Obr. 9.1 A) je patrna nizka koncentrace CDNA ve vzorcich. Zaroven lze také vidét rozdil
v mnozstvi cDNA mezi jednotlivymi vzorky v ramci t€hoz genu, kdy Ct hodnoty pro interval
4 DPI jsou znateln¢ vyssi. Tento problém se se vzorky pro interval 4 DPI opakoval u vSech
sledovanych genti, proto byly pfislusné vysledky z prace vyfazeny. V piipadé aktinu se vSak
navic objevil i problém s nedostate¢nou specifitou amplifikace, ktery odhalila analyza tani (Obr.
9.1 B), a tak byly nakonec vysledky pro aktin u IRE 19 z prace kompletn¢ vyfazeny. Pro
srovnani jsou nize uvedeny také grafy z pribéhu kvantitativni RT-PCR a analyzy tani pro gen

aktinu u SK-N-SH, které byly shledany vyhovujicimi (Obr. 9.2).
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Obr. 9.1: Grafy znazornujici prubéh kvantitativni RT-PCR (A) a vysledky analyzy tani
(B) pro aktin u buné¢né linie IRE 19.
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Obr. 9.2: Grafy znazoriujici pribéh kvantitativni RT-PCR (A) a vysledky analyzy tani
(B) pro aktin u bunééné linie SK-N-SH.
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