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1. UVOD

Klistova encefalitida (KE) je onemocnéni zptsobené virem klistové encefalitidy (VKE),
ktery napada centralni nervovou soustavu. Poprvé bylo popsano v Rakousku v roce 1931
(Schneider, 1931) a do dnesniho dne nebyla vyvinuta specificka 1é¢ba. Jedinou spolehlivou
ochranou zustava ockovani, které by mélo byt provedeno ptfed propuknutim nemoci

(Demicheli et al., 2009).

1.1. Virus kliSt'ové encefalitidy

1.1.1. Zarazeni

Virus klistové encefalitidy (VKE) se tadi do rodu Flavivirus celedi Flaviviridae
(Simmonds et al., 2017). Tento rod obsahuje vice jak 50 druhd virt, které jsou pienaseny
¢lenovci (Mukhopadhyay et al., 2005).

Podle ptenasece délime tento rod do 3 skupin. Prvni skupinou jsou komary pfenasené
flaviviry. Mezi jeho zastupci muzeme najit virus zluté zimnice, virus dengue nebo virus
zpisobujici zdpadonilskou horecku. Dalsi skupina nema zndmého pienaSece a fadi se sem
napiiklad vir Rio Bravo. Virus klistové encefalitidy nalezi do tfeti skupiny, ktera je
prenasSena klistaty. Patfi sem 1 virus Langat, virus Omské hemoragické horeCky nebo virus

Kyasanurského lesa (Gaunt et al., 2001).
1.1.2. Subtypy

Kmeny viru klistové encefalitidy byly na zakladé fylogenetické analyzy rozdéleny do
3 subtypt (Ecker et al., 1999). Je to subtyp evropsky, ktery je pfenaSen hlavné kliStétem
obecnym (Ixodes ricinus), subtyp sibifsky a dalnovychodni, jehoz pienasecem je klisté
tajgové (I. persulcatus) (Heinz et al., 2000). Evropsky subtyp je dominantni napfi¢ Evropou
a v evropské ¢asti Ruska, zatimco sibifsky a dalnovychodni mizeme najit prevazné v Asii.
V nékterych oblastech, jako napfiklad v baltskych republikdch, na Sibifi nebo

na Ukrajing€, se miZzou rizné subtypy VKE vyskytovat soucasné (Rizek et al., 2019).

N 24

jedinci muze dojit k rozvoji meningoencefalitidy az polyencefalitidy. Pfi t€Zzkém pribéhu

dochazi k poskozeni neuront v riznych Castech mozku a michy. Rekonvalescence trva



dlouhou dobu a je doprovazena vyraznym pocitem tnavy (Gritsun et al., 2003). Po prod¢lani
této nemoci nema zadné trvalé nasledky pouze 25 % pacientti. Mortalita jedinci nakazenych

virem tohoto subtypu je skoro 35 % (Votiakov et al., 2002, Dumpis et al., 1999).

Sibifsky subtyp se projevuje méné¢ zavaznymi akutnimi pfiznaky, kdy se neobjevuji
paralytické formy encefalitidy. Dochazi zde ovSem casto rozvoji chronického onemocnéni
(Gritsun et al., 2003). Ke kompletnimu uzdraveni dochazi u 80 % nakazenych a onemocnéni

je smrtelné jen ve 2 % pripadt (Votiakov et al., 2002).

Encefalitida vyvolana evropskym subtypem viru klistové encefalitidy probiha vétSinou
dvoufazoveé. Nejdiive se objevuje horecka typickd pro prvni etapu onemocnéni. Ve druhé
fazi dochézi k nervovym poruchdm o rtizné intenzité. Oproti dalnovychodni formé priubéh
nebyva tak zédvazny. VEtSina pacientll po prodélani nemoci nema trvalé nasledky a umrtnost

se pohybuje pod 2 % (Gritsun et al., 2003).
1.1.3. Stavba virionu

Virion viru klistové encefalitidy je ovalna ¢astice méfici pfiblizné 50 nm v priméru.
Uvniti se nachazi genom viru, ktery je tvofen jednim vlaknem RNA pozitivni polarity o
délce 11 kb. Obsahuje jeden otevieny ¢teci ramec (ORF). ORF je ohrani¢en nekodujicimi
oblastmi. Na 5° konci je tato oblast dlouha pfiblizné 150 nukleotidd a na 3° konci 400—700
nukleotidii. 3 koncova oblast se rozd¢luje na variabilni a konzervovany usek. Konzervovany
usek koduje sekundarnich struktury, které jsou nezbytné pii replikaci genomu, pro jeho
translaci a spravné sbaleni. ORF obsahuje asi 3400 aminokyselin, které koduji 3 strukturni
proteiny: C, M, E a 7 nestrukturnich: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5
(viz Obrazek 1) (Pletnev, 2001, Gritsun et al., 2003). Genom viru je obalen kapsidou, ktera
je tvofend proteinem C (capsid). Kapsidu obklopuje lipidovd dvojvrstva obsahujici dva
glykoproteiny: E (envelope) a M (membrane). Protein E je nejvyznamnéj$i membranovy
protein, ktery interaguje s receptory hostitelské bunky, a tak zprostfedkovava fuzi viru s
danou hostitelskou buiikou (Gritsun et al., 2003).
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Obrazek 1: Schématické vyobrazeni genomu viru klistové encefalitidy vcetné 5 a 3¢

koncovych nekodujicich sekvenci. Pfevzato a upraveno od Simmonds et al., 2017.
1.1.4. PienaSec viru kli§t’ové encefalitidy

Hlavnim pifenaseCem klistové encefalitidy v naSich podminkach je klist¢ obecné.
Pfirozeny vyskyt téchto Clenovcu je v lesich Evropy a Asie, kde je dostate¢na vlhkost
vzduchu a husty podrost. Klistata ¢ekaji na prochazejici zvite, poptipadé ¢lovéka, jehoz
ptitomnost vyciti diky svym receptorim oxidu uhli¢itého (Bowman & Nuttal, 2008). Jakmile
dojde ke kontaktu se zvifetem nebo ¢lovékem, klisté se reflexivné ptichyti a posléze pfisaje
ke svému hostiteli. Krev obratlovcil je nezbytna pro klistéci zivotni cyklus. Ten zahrnuje 3
stadia: larvu, nymfu a dospélce a kazda z téchto fazi vyvoje trva nejméné rok (Siiss, 2003).
Kliste zustava prisaté i nékolik dni a délka sani zalezi na vyvojovém stadiu. Pro dospé€lé

samice je krev nezbytnda pro produkci vajicek (Rizek et al., 2010).

Nejvyznamngjsi cestou nakazy klistéte je tak zvanym ,,cofeeding®, kdy skupina jedinct
saje zaroven na jednom hostitelii u kterého nemusi propuknout virémie
(Labuda et al. 1993b). K pienosu viru dochazi i na imunnim jedinci (Labuda et al. 1997).
Klist'ata se mohou infikovat také sdnim krve z nakazeného zvifete béhem virémie, poptipadé
transovarialnim prenosem — z dospé€lé samice na vajicka a posléze nymfy. Tento zptisob ma
malou uéinnost, zhruba - 0,5 % (Labuda et al., 1993a, Danielova & Holubova, 1991).

Nakazena klistata zlstavaji infekéni po cely zivot (Gritsun et al.,2003).



1.1.5. Prubéh onemocnéni

Hlavni zpiisob pfenosu ndkazy na clovéka je kousnuti infikovanym klistétem. Kromé
prenosu viru z klistéte je dal$i popsanou moznosti nakazy konzumace nepasterizovanych
mléénych vyrobkl. Virus dokaze piejit zkrevniho fecist¢ do mlécnych Zzlaz savcl,
a tak infikovat mléko, které produkuji (Korenberg, 1976). Bylo téz prokazano, ze lidsky

travici systém neni schopny znicit virové Castice (Pogodina et al., 1960).

Inkubac¢ni doba KE se pohybuje mezi 7 a 14 dny. Poté propukd prvni fize nemoci.
Jeji typické ptiznaky jsou unava, horecka, bolest hlavy a oblasti Sije, dolni Casti zad
a koncetin. Objevi se pocity nevolnosti a zvraceni. (Gritsun et al. 2003). Toto obdobi trva
pfiblizn€ 2 aZ 4 dny. Poté dochazi k tstupu piiznaki. U 20 az 30 % nakaZenych se objevi
druha faze, ktera ma né€kolik forem: meningealni, meningoencefalitickou, poliomyelitickou,

polyradikuloneuritickou a chronickou (Kaiser, 1999, Gritsun et al, 2003).

Nejbéznéjsi je meningealni forma KE. Piiznaky se podobaji prvni fazi onemocnéni, ale
jsou intenzivnéjsi. Navic se miZe rozvinout fotofobie a bolest o¢i. ZvySena teplota trva 7-14

dni, kdy dochazi k postupnému uzdravovani (Gritsun et al. 2003).

Meningoencefalitida je méné Casta a poji se s ni poskozeni centralni nervové soustavy
(CNS). Pacienti se citi velmi slab¢, ospale, maji halucinace a mtzou upadat do bezvédomi.
Objevuje se 1 krvaceni do zaludku a ochrnuti c¢asti téla, které mize byt trvalé.

Rekonvalescence trva dlouhou dobu (Gritsun et al. 2003).

Stejné jako vétsina forem, i poliomyelitickd forma je pfiznacnd vycerpanosti S pocity
slabosti. Dochézi k necitlivosti v jedné z koncetin, kterd se postupné rozvine v paralyzu. Po
delsi dobé¢ nastava paralyza krku a ramen trvajici aZ nékolik mé&sicti. Po 2 aZ 3 tydnech
atrofuji svaly a postiZzeny neni schopny udrZet vzpifimenou hlavu. Jedna se o velice zavaznou

formu onemocnéni a zotaveni je velmi pomalé (Gritsun et al. 2003).

Polyradikuloneuritickd forma ma dvé faze. Kromé klasickych ptiznakli se objevuji
symptomy poskozeni periferniho nervového systému, které se ze zaCatku projevuje jako

mravenceni v koncetinach (Riizek et al., 2019).

Chronické onemocnéni se geograficky poji s uzemim Ruska. Symptomy se mohou
projevit az po letech od kousnuti nakazenym klistétem. Pfi rozvinuti této formy dochazi

k postupnému zhorSovani stavu postizeného (Gritsun et al. 2003).



U pacientii nakazenych klistovou encefalitidou se casto objevuji trvalé nasledky.
Ve 40 az 50 % piipadu se rozvine ,,post-encefaliticky* syndrom. Pro n¢j je typicka apatie,
podrazdénost, problémy s paméti, udrzenim pozornosti a spankem. Muze dojit k porucham
smyslového vnimani ¢i trvalé ochrnuti Casti t€la (Bogovié et al. 2018, Razek et al. 2019).
Pribéh a zavaznost onemocnéni se u kazdého cloveka 1isi. Zalezi na mnozstvi a virulenci
viru vpraveného do jedince pti kousnuti. Dilezity je i celkovy zdravotni stav infikovaného

jedince (Ruzek et al., 2009).
1.1.6. Zivotni cyklus viru v buiice

Prvnim krokem je vstup viru do buiiky pomoci glykoproteinu E, ktery se navaze na
povrch hostitelské bunky. Doposud neni znam specificky receptor, na ktery by se virus
vazal, ale Mandl et al., 2001 dokazal, ze virovy protein E ma vysokou afinitu k heparan

sulfatu, coz je glukosaminoglykan hojné pfitomny na povrchu bunék obratlovct i klist’at.

Virus se dostdva do buniky mechanismem endocytézy zprostiedkované receptorem
(Chu & Ng, 2004). Nizké pH v endozomu vyvolava konformacni zmény proteinu E, ktery
se z dimerni struktury pfetransformuje na trimerni (Allison et al. 2005). Tak dochazi
K splynuti obalu viru se sténou endozomu a uvolnéni virové nukleokapsidy do cytoplasmy
hostitelské buniky (Heinz & Allison, 2003). V cytoplasmé dochazi k translaci virové RNA do
polyproteinu (Mandl, 2005). B&éhem tohoto procesu se polyprotein $tépi na 3 strukturni

a 7 nestrukturnich proteinti, které se dale ucastni replikace viru (Mazeaud et al., 2018).

Nezralé viriony obsahuji protein prM a E v heterodimerickém uspofadani a prozatim jsou
neinfekéni (Elshuber et al., 2003). Maturace je dosazeno Stépenim prM proteinu pomoci
bunécné protedzy furinu v kyselych vaccich Golgiho aparatu (Stadler et al., 1997). Diky
tomuto Stépeni je E protein schopny se reorganizovat. Tyto jiz infekéni viriony jsou

sekretovany z buiiky ven pomoci transportnich vacka (Mandl, 2005).

1.2. Ovlivnéni centralni nervové soustavy infekei viru klistové

encefalitidy

Neurony jsou zékladni stavebni jednotkou nervové soustavy. Tvofi je télo, ve kterém
jsou ulozeny jadro a dalsi organely. Z téla vystupuji nervové vybézky — neurity, které se
pomoci synapsi spojuji s ostatnimi neurony a vytvaii sit. Jako podptirné bunky neuroniim
slouzi neuroglie. Mezi gliové bunky jsou fazeny astrocyty, oligodendrocyty, mikroglie a

periferni glie, do nichz patii napf. Schwannovy bunky (Druga et al. 2011).



1.2.1. Patogeneze viru klist'ové encefalitidy v centralni nervové soustavé

Virus je ptfenesen do téla pomoci slin v prvnich minutach po kousnuti klistétem.
Bylo zjisténo, ze sliny zvySuji schopnost replikace viru a jeho S$ifeni v téle hostitele
(Labuda et al., 1996, Lieskovska et al., 2018). V mist¢ sani se virus mnozi a infikuje bunky
kize — Keratinocyty, Langerhansovy bunky, nezralé dendritické bunky, neutrofilni
granulocyty a monocyty (Labuda et al., 1996). Nezral¢ dendritické bunky putuji
do lymfatickych uzlin, kde dozravaji a aktivuji T lymfocyty (Robertson et al., 2014).

Po replikaci v lymfatickych organech se virus §ifi eferentnimi lymfatickymi drahami
do dalsich organt, napiiklad do sleziny, jater a kostni diené. Uvolnéni virionu z téchto tkani
ma za nasledek nckolikadenni trvani virémie (Malkova & Frankova, 1959,

Ruazek et al., 2010, Zambito Marsala et al., 2014).

Aby se virus dostal do CNS, musi ptfekonat hematoencefalickou bariéru (HB). HB
se sklada ze souvislé vrstvy mozkovych kapildr, které ptiléhaji na bazalni membranu,
ktera je z druhé strany obklopena astrocyty. Kapilary nejsou fenestrované a sousedici bunky
jsou spojeny tésnymi Spoji (tight junctions). Toto uspoiadani zabranuje vniknuti ¢ervenych
krvinek, patogent a toxickych latek (Ruzek et al. 2019). Pfesny mechanismus vstupu viru
do CNS neni znam. Do této doby se uvazuje o 4 moznych mechanismech vstupu viru pies
HB: (i) infekce ¢ichového nervu nebo $ifeni z infikovanych perifernich nervi pies nervové
spoje (ii) ptekonani HB pomoci ,,trojského koné*, kdy infikované imunokompetentni bunky
migruji ptimo do CNS, (iii) infekce endotelovych bunék kapilar, (iv) zvySenou propustnosti
HB zplsobené prozanétlivymi cytokiny (Robertson et al., 2014, Ruzek et al., 2011,
Palus et al., 2014). Vyzkumy naznacuji, ze posledni zminéna cesta pruniku viru se jevi jako
nejpravdépodobnéjsi, zatimco strategie trojského koné je zminovana, ale neni podlozena

experimentalné (Schnoor & Parkos, 2008).

1.2.2. Infekce virem kli§tové encefalitidy v neuralnich buikach

Astrocyty  patii  mezi  nejpocetn&jsi  gliové  bunky = vlidském = mozku
(Nedergaard et al., 2003). Maji zasadni roli ve spravném fungovani CNS. Jejich funkce
spoCivda  vudrZzeni homeostdze, podpofeni funkce neuronli, zachovavani HB
a zprosttedkovani odvodu odpadnich latek (Verkhratsky & Nedergaard, 2018,
Abbott et al., 2006, Thrane et al., 2014, Prebil et al., 2011). Jako dalsi funkci astrocytti



naznacuje Fares et al., 2020 ochranu neuront pied virem KE. Ve smiSenych kulturach
astrocytll a neuronti, které byly infikovany virem klistové encefalitidy, bylo vyrazné¢ méné
infikovanych  neuronti v porovnani s kulturou, kterd neobsahovala astrocyty

(Fares et al., 2020).

Astrocyty obaluji nervové synapse a priléhaji k endotelovym bunikam krevnich kapilar
(viz Obrazek 2) (Zorec et al., 2019). Diky tésnym vazbam k buitkam endotelu pomahaji
formovat HB. Proto zmény vyvolané u astrocyti méni propustnost HB (Abbott et al., 2006,
Rizek et al., 2011).

Endotelové busiky

ZAS

Endotelové busiky

Obrazek 2: Astrocyty pfiléhajici k endotelovym bunkdm zajiStujici pevnost HB.
Obrazek zaroven popisuje mozny prunik viru z krve CNS. Endotelové buiky infikované
virem z krevniho fe€isté diky tésnému kontaktu s astrocyty infikuji i je. Astrocyty, které
vytvaii hustou sit’ 1 s ostatnimi buitkami mohou pfedéavat infekci dale. Prevzato od Protokar

et al., 2019 a upraveno dle vlastnich potieb.

Schopnost VKE infikovat astrocyty byla poprvé prokazana u hlodavci a pozdé&ji i u lidi
(Razek et al., 2009, Palus et al., 2014). Pokusy Potokar et al., 2014 ukazuji vysokou
schopnost pieziti krysich astrocytl, u kterych ani po 14 dnech od infekce nebyla
zpozorovana nekréza vyvolana virem klistové encefalitidy. Tato schopnost se pozdéji
potvrdila i u lidskych monokultur astrocytt (Palus et al., 2014). Ve smiSenych kulturach
astrocytl a neuronii ovSem Fares et al., 2020 zpozoroval snizeny pocet astrocytti po 7 dnech

od infekce v porovnani s kontrolni skupinou.



U infikovanych astrocytii dochazi k fyziologickym i morfologickym modifikacim. VKE
zpisobuje zménu V polymerizaci aktinu a myozinu a tim negativné ovliviluje cytoskeleton
bunky. V pribéhu infekce se méni endoplasmatické retikulum (ER). Vytvaii se vacky
na drsném ER, které obsahuji virové Castice. Byla zpozorovéna i pfitomnost tubulovitych
utvard. Zietelny je narist zralych viriond v Golgiho aparatu. Zmény jsou patrné
na mitochondriich, kde se objevuji prstencové struktury v matrix. (Palus et al., 2014). VKE
spousti také u astrocyti produkci GFAP (glial fibrillary acidic protein). Tento protein slouzi
jako marker pro detekci reaktivni astrocytozy. Béhem tohoto procesu dochazi k velkému
narustu poctu astrocytil za ucelem ochrany proti patogenim (Pékny & Pékna, 2016). Navic

Vv pribéhu infekce produkuji velké mnozstvi cytokind a chemokint (Palus et al., 2014).

Po vstupu VKE do CNS jsou v8ak neurony primarni cil (Bily et al., 2015). RNA viru KE
je schopnd se pohybovat po neuronu do dendritd, kde je schopnd translace i replikace
(Kao et al., 2010, Hirano et al., 2017). Diky dlouhym axontm jsou virové ¢astice schopné

se dostat 1 na velkou vzdélenost (Maximova & Pletnev, 2018).

Stejné jako u astrocytt, i u neuronti infekce VKE zptisobuje zmény ER. Byly pozorovany
dva druhy struktur pfipominajici tubuly, které se od sebe strukturné liSily (viz Obrazek 3).
Obsahovala virovy protein E, ktery tvoii hlavni soucast obalu viru. Druhy typ se nachézel

v dal$ich cisternach a byl vyrazné mensi (Bily et al., 2015).
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Obrazek 3: Vyobrazeni dvou druhii tubularnich struktur v infikovanych neuronech

vytvofenych po infekci virem klistové encefalitidy. Prevzato a upraveno od Bily et al., 2015.

Po vstupu viru do buiiky, spoustéji neurony i astrocyty set reakci vedouci k vypinani
a zapinani vybranych genti za Gc¢elem obrany. Tato odpoveéd se u astrocytil a neuront lisi.
Fares et al. 2020 dokézal, Ze u astrocytl reakce trva déle a je intenzivnéjsi. To vysvétluje

jejich zvysenou viabilitu po infekci virem KE (Palus et al., 2014).
1.2.3. Imunopatologie viru klistové encefalitidy v centralni nervové soustavé

VKE po vniknuti do CNS piednostné cili na neurony V ptednim rohu michy, prodlouzené
miSe, Varolové mosté, mozecku a striatu (Gelpi et al, 2005). V mozcich pacientu,
ktefi zemfeli na klistovou encefalitidu byly nalezeny zanétlivé 1éze a loziska poSkozenych
nebo degradovanych neuronti, ktera ovSem neodpovidala topograficky s misty, kde byl
detekovan virovy antigen (Gelpi et al., 2005, Gelpi et al., 2006).

Po napadeni CNS dochazi ke spusténi mnohych antivirovych mechanismu napf. produkci

interferonu, aktivaci komplementu nebo migraci makrofagh a leukocyti do CNS
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(Gupta et al., 2010, Palus et al., 2013, Razek et al., 2009). Hlavnimi producenty cytokind,
chemokinii a rdstovych faktori v mozku jsou povazovany astrocyty a mikroglie
(Ramesh et al., 2013). Ty po své aktivaci produkuji napi. TNF-o, IL-1p, IL-6
nebo CXCLI10, které¢ byly nalezeny v séru nebo v cerebrospindlni tekutiné pacient
s klistovou encefalitidou (Kondusik et al.,, 2001, Zajowska et al.,, 2011). Kromé
protektivnich G¢inkli mohou mit mechanismy obrany proti viru i imunopatologicky efekt,
ktery miize vést k poSkozeni tkani mozku (Gelpi et al., 2006, Ruzek et al., 2009).
Ghoshal et al., 2007 dokazal, Ze u Japonské encefalitidy TNF-o a IL-1B produkované
mikrogliemi zpisobily poSkozeni neuronti. Déle bylo zjisténo, ze TNF-a a IL-6 zvySuji
propustnost ~ hematoencefalické  bariéry, coz  prispiva  k  imunopatologii

(Atrasheuskaya et al., 2003, Palus et al., 2015).

Se zvySenou produkci cytokini a chemokint dochazi k aktivaci T-buné&tné odpovédi,
u které se ukazalo, ze béhem infekce zastava dudlni roli — protektivni a imunopatologickou
(Ruzek et al., 2009). Ruzek et al., 2009 ve svych pokusech dokazal, Ze mysi s deficienci pro
CD8+ T-lymfocyty méli po infekci virem klistové encefalitidy delsi dobu doziti.
CD 8+ lymfocyty také aktivuji NK bunky, kter¢é mohou posSkozovat tkané¢ mozku
(Biron et al., 1999). NK buiky se podili na usmrceni infikovanych bunék piimo nebo
nepfimo pomoci cytokind, které produkuji (Biron et al., 1999, Guidotti & Chisari, 2006).
Navic byly detekovany v cerebrospinalni tekutin€ u pacientli nakazenych virem klistové
encefalitidy, coz naznacuje jejich migraci pfes hematoencefalickou bariéru

(Tomazic & lhan, 1997).
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2. CIL PRACE

Cilem této prace bylo:

= zpracovat literarni reSersi k zadanému tématu

= optimalizovat podminky amplifikace cilovych genli pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR)

= kvantifikace exprese vybranych genii ve vzorcich astrocyti a neuront
infikovanych virem klistové encefalitidy

» vyhodnoceni ziskanych vysledki a porovnani s vysledky ziskanymi pomoci next

generation sequencing (NGS)
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3. METODIKA

3.1. Bunééné linie

Vzorky RNA pro stanoveni zmén genové exprese v lidskych astrocytech a neuronech
byly pfipraveny RNDr. Martinem Selingerem, PhD. Totozné vzorky pfipravené pro metodu
polymerazové reakce (QRT-PCR). Z divodu ucelenosti prace je zde zminén stru¢ny popis
diferenciace, procesu infekce a izolace RNA. K provedeni tohoto experimentu byly vyuzity
kultury lidskych neuralnich kmenovych bunék (hNSC11) od firmy ALSTEM. Z této linie je
mozné pomoci diferenciacnich medii ziskat primarni lidské astrocyty a neurony, jejichz
odpovéd’ na infekci byla studovana. V souladu s pokyny od vyrobce bylo pro diferenciaci
astrocytll vyuzito médium obsahujici D-MEM (Science Cell™) s 1 % fetalniho bovinniho
séra a 1 % GlutaMAX-1 Component. Diferenciace trvala 3 tydny. K ziskani linie primarnich
lidskych neuroni bylo pouzito diferenciacni medium, které se skladalo z Neurobasal
Medium (Thermo Fisher Scientific) s 2 % B-27 Serum-Free Component a 1 % GlutaMax-I

Component. Diferenciace trvala 2 tydny.
3.2. Virus

K infekci primarnich lidskych nervovych bunék byly pouzity dva kmeny evropského
subtypu viru klistové encefalitidy — Hypr a Neudoerfl (4. pasaz v mozcich sajicich mysi
u obou virll). Vice virulentni Hypr byl izolovan z krve desetiletého chlapce nakazeného
klistovou encefalitidou (Pospisil et al., 1954). Kmen Neudoerfl byl poprvé ziskan z klistéte
Ixodes ricinus v Rakousku v roce 1971 (Mandl et al., 1988).

3.3. Infekce

Po diferenciaci byly bunééné linie primarnich lidskych astrocyti a neuroni infikovany
dvéma kmeny viru klistové encefalitidy — Hypr a Neudoerfl. Bunky byly kultivovany
vV 6-ti jamkovém panelu (TPP) pokrytych bazdlni membranou Geltrex (Thermo Fisher
Scientific; A1413301). Pocet bunék primarnich lidskych astrocytl nasazenych v jamce byl
500 000. Pocet nasazenych primarnich lidskych neuronti byl 400 000. Do kazdé z jamek
u obou druhti bun¢k byla ptidana virova suspenze V takovém mnozstvi, aby multiplicita
infekce odpovidala ¢islu 5. U kontrolnich vzorku byla ke vzorkiim astrocytii a neuront

zvlast pridana negativni mysi mozkova suspenze. Vzorky byly pfipravovany v triplikétu.
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Odbér vzorkd probehl po 24 a 72 hodinach od infekce. RNA byla izolovana pomoci
RNA Blue (Top-Bio s.r.0.). Vzniklé pelety u vzorka byly rozpustény v 40 ul respektive
30 ul (neurony 72 hodin po infekci — h.p.i.) DEPC H.O. RNA byla poté dvacetkrat nafedéna
a pouzita kK mé&feni koncentrace pomoci bioanalyzéru (Agilent 2100 Bioanalyzer) s pouzitim
Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies; #5067-1511). Hodnoty koncentraci jsou

uvedené v Tabulce VI.
3.4. Geny

Z vyslednych dat ziskanych metodou NGS bylo vybrano 11 kandidatnich gena,
které mély v disledku infekce signifikantné odliSné exprimované geny. Po nasledné
optimalizaci reak¢énich podminek byly k ovétovani exprese vybrany 4 geny: HSPAG, OASL,
RNVUL a RSAD2. Charakteristiky zvolenych gend jsou shrnuty v Tabulce I. Mira zmén
exprese Vv diasledku infekce byla hodnocena relativné, porovnanim s referenénim
(housekeeping) genem HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), ktery je
odpovédny za syntézu purinu (Balendiran et al., 1999). Zaroven bylo stanoveno i relativni
mnozstvi virové RNA Vv infikovanych vzorcich. K amplifikaci byla vybrana ¢&ast genu
kodujiciho protein E viru klistové encefalitidy. Amplifikaéni primery maji pracovni
oznaceni EO1. Podrobnd charakteristika primerti zahrnutych v této praci je uvedena

v Tabulce II.
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Tabulka I: Charakteristika funkci vybranych gend.

Symbol Nazev genu Funkce

HSPAG Heat Shock Protein Family A (Hsp70) | Bunéény chaperon zajist'ujici spravné slozeni proteinil a jejich transport.
Member 6 Aktivuje proteolyzu Spatné slozenych proteint.
Utastni se formovani i rozpadu proteinovych komplexi.
Hraje vyznamnou roli pti obrané butiky proti stresu. (Radons, 2016)
OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like Ma antivirovou aktivitu — vaze se na RIG -I receptor (Zhu et al., 2014). Tento komplex se poté vaze na dvouvlaknovou
RNA v cytosolu bunky. (Marques et al., 2018).
Navazanim na RIG-I receptor dojde ke zrychleni reakce na cizorodou RNA (Zhu et al., 2014).
Spousti signalizaéni kaskadu vedouci k produkei interferont 1. typu (Choi et al.,2015, Kell & Gale, 2015).

RNVU1 | RNA, Variant U1 Small Nuclear 2 Ugastni se sestiihu pre-RNA jako souéast spliceozomu (U1) (Zhou et al., 2002).

Ul ¢ast spliceozomu definuje misto mezi intronem a exonem, kde dochézi k prvnimu sestfihu
(O'Reilly et al., 2013)

Chrani vznikajici transkripty pied pfed¢asnou polyadenylaci nebo degraci (Kaida et al., 2010)
Chrani buiku pfi stresovych situacich.

RSAD2 Radical S-Adenosyl Methionine Domain | Ma antivirovou aktivitu a jeho syntéza je vyvolana virovou infekci (Chin & Cresswell, 2001).

Containing 2/ M4 schopnost inhibovat velké mnozstvi DNA i RNA vird jako napt. virus zapadonilské horedky
(Szretter et al., 2011).
Viperin Brani $ifeni flavivirt degradaci jejich NS3 proteinu (Helbig et al., 2013).

Reguluje pfesun proteinit do ER, ¢imZ omezuje $ifeni viru, ktery vyuziva naslednou exocytézu (Hinson & Cresswell,
2009).
Hraje roli v produkci IFN (Qiu et al., 2009).
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3.5. Optimalizace reakénich podminek

Pro zajisténi vhodnych reakénich podminek kvantifikacni reverzné transkripéni
polymerazové fetézové reakce (QRT-PCR) byla nejprve provedena optimalizace reak¢nich
podminek a koncentrace primerit Vv PCR. Nasledné byla provedena separace produktt

na agarézovém gelu.
3.5.1. Primery

Primery 11 kandidatnich genti byly ruéné navrzeny Mgr. Hanou Tykalovou
a RNDr. Martinem Selingerem Ph.D. nebo byly pfevzaty z vetejné dostupnych databazi
a literatury. Tabulka II charakterizuje primery pouze 4 geni vybranych na zakladé
vysledkl optimalizacnich reakci, referenéniho genu a genu slouziciho pro stanoveni

relativniho mnozstvi virové RNA.
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Tabulka I1: Seznam a charakteristika pouzitych primert. MS — RNDr. Martin Selinger Ph.D., nt — po¢et nukleotidt primeru, Trm — teplota tani produktu.

Koncentrace
Nazev R Sekvence ot Tm | Velikost Zdroj primeru v Referencni Pazice
genu [°C] | produktu reakci sekvence

[nM]

HPRT1 5" TGACACTGGCAAAACAATGCA 3’ 21| 45,3 Vandesompele 300 NM_000194.3 558-651
R 5" GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 3’ 21| 49,2 92 etal., 2002 300

HSPA6 | F 5" GATGTGTCGGTTCTCTCCATTG 3’ 221 59 115 Primer bank 300 NM_002155.5 741-855
R 5" CTTCCATGAAGTGGTTCACGA 3’ 21| 58,2 42822885c3 150

OASL F 5" CTTCCATGAAGTGGTTCACGA 3° 23| 59,2 105 MS 150 NM_003733.3 278-363
R 5" CACAGCGTCTAGCACCTCTT 3’ 20 | 59,8 300

RNVU1l | F 5" ATACTTACTTGGCGGGGGAGATAC 37 24 |1 61,5 138 MS 150 NR_104076.1 1-138

R | 5" ACTATCACAAGTTATGCAGTCGAGTTCC 3" | 28| 63 150

RSAD2 | F 5'CAAGACCGGGGAGAATACCTG 3’ 21| 51,2 143 Primer Bank: 300 NM_080657 388-530
R 5'CAAGACCGGGGAGAATACCTG 3’ 23| 50,2 19923667a3 300

EO1 F 5'GCAGCCAGATGCCCAACAATGG 37 22 | 64,9 166 MS 150 NP_775503.1 1183-1348

R S'TCTTTTTTGCCTCACAAGCCGCCT3” 24 | 65,8 150
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3.5.2. Reverzni transkripce

Pro optimalizaci reak¢nich podminek gRT-PCR bylo tieba piipravit vhodny templat
v podobé DNA. Toho bylo dosazeno pomoci reverzni transkripce (RT), ktera piepisuje RNA
na cDNA (komplementarni DNA). Pro optimalizaci byl z kazdé bunéc¢né linie zvolen jeden

vzorek, ze kterého byl ptipraven cDNA templat.

K reverzni transkripci byl vyuzit ProtoScript® Il First Strand cDNA Synthesis Kit
(New England Biolabs), ktery byl pouzivan dle pokyni od vyrobce. Reakéni smés
se sklddala z1 pg RNA z A24N a A72N. Jako primer byly vyuzit¢ 6 uM nahodné
hexanukleotidy a do celkového objemu 8 ul byla smés  doplnéna
Nuclease-free H>O. Nasledn¢ byla RNA denaturovana pii teploté 65 °C po dobu 5 minut.
Pot¢ byly zkumavky kratce stoeny a do obou mixa byl pfidan
ProtoScript Il Reaction Mix (2X) a ProtoScript 11 EnzymeMix(10X). Reverzni transkripce
byla provedena v termalnim cycleru (Biometra Tone, Analytik Jena) podle programu

shrnutého v Tabulce I11. Takto piipravena cDNA byla skladovana pii -20 °C.

Tabulka I11: Program pouzity pro reverzni transkripci.

Popis kroku Teplota [°C] | Cas [min|
Inkubace 25 5
Reversni transkripce 42 60
Deaktivace enzymatické aktivity 80 5

3.5.3. Optimalizace koncentrace primeri a reakénich podminek PCR

Optimalizace spocivala V nalezeni idealni koncentrace primert tak, aby dochézelo
k amplifikaci pouze specifického produktu v co nejvy$§im mozném mnozstvi. V tomto
kroku byl pouzit Plain Combi PP Master Mix od firmy Top-Bio s.r.o (#C208-C210).
Podrobné slozeni Master Mixu je uvedeno v Tabulce IV. Jako templat byla vyuzita cDNA
(viz 3.5.2. Reverzni transkripce). U kazdé sady primera bylo provedeno
9 reakci s koncentracemi primert v riznych kombinacich uvedenych v nM koncentraci —
300F/300R, 300F/150R, 300F/50R, 150F/300R, 150F/150R, 150F/50R, 50F/300R,
50F/150R, 50F/50R. Do finalniho objemu 25 pul byla reakéni smés doplnéna
PCR H:0. Ke kazdé z 9 reakci byla pfifazena negativni kontrola, kterd neobsahovala Zadnou

templatovou DNA. Stejny rozsah koncentraci byl pouzZit 1 pro negativni kontrolu.
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Tato kontrola slouzila k pfipadné detekci kontaminaci a nezadoucich dimernich struktur.
Amplifikacni reakce probihala v terméalnim cycleru (Biometra Tone, Analytik Jena) a jeji

pfesny popis je uveden v Tabulce V.

Tabulka 1V: Detailni popis slozeni Master Mixu v reakci.

Reagencie Finalni koncentrace
Tris-HCI 75 nM
(NH4)2S04 20 nM
Tween 20 0,01 %
MgCl, 2,5nM
dATP 200 uM
dCTP 200 uM
dGTP 200 uM
dTTP 200 uM
Tagq DNA polymeréza 1,25 U
Stabilizatory, aditiva

Tabulka V: Program amplifika¢ni reakce.

Popis Teplota Doba Pocet cyklu
Uvodni denaturace  94°C  60's 1
Denaturace 94 °C 15s
Nasednuti primerd = 60°C | 155 40
Extenze 72°C | 15s
Chlazeni 16 °C

Produkty téchto PCR reakci byly rozdéleny pomoci elektroforézy v 1,5 % agarozovém
gelu (Agarose Standart, Carl Roth; #3810.4). Cela separace probihala v TAE pufru (Tribase
s6 % EDTA a 18 % kyselinou octovou) pii napéti 110 V (PowerPac HV High-Voltage
Power Supply, Bio Rad). Jako barvivo byl vyuzit 6 % GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium) spolu s nanasecim pufrem DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher

Scientific), které bylo ptidano ke vzorkiim. Z vysledné smési bylo na gel naneseno 15 ul.
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Pro vizualizaci vzorkd bylo pouzito UV zafeni (G: Box, Syngene). Po zviditelnéni vzorkt
byla vyhodnocena jako nejlepsi ta koncentrace primert, kde byl dobie viditelny ocekavany

produkt a zaroven nebyly pfitomny nespecifity (pro velikosti produkti viz Tabulka I1).

3.6. Analyza vzorki

3.6.1. DNazovani

Za Gcelem odstranéni genomické DNA, kterda mize byt soucasti vyizolované RNA byly
vzorky piedem oSetieny DNazou od firmy Thermo Fisher Scientific. Tento enzym zajist'uje,
ze vzorky RNA nebudou po oSetfeni obsahovat zbytky genomové DNA, kterd by mohla
negativné ovlivnit kvantifikaci mRNA u vzorkl i tim, Ze by béhem PCR vznikaly navic

odlisné produkty.

Reak¢ni smés o celkovém objemu 10 pl obsahovala 1 pl 10X dsDNase Buffer (Thermo
Fisher Scientifi, #ENO771), 1 U dsDNase (Thermo Fisher Scientifi, #ENO0771,
nuclease-free H>O a templatovou RNA. Mnozstvi pfidané templatové RNA bylo vypocitano
na zakladé¢ koncentraci RNA naméfené na bioanalyzéru s ohledem na koncentrace RNA

nutné pro prob&hnuti reverzné transkripéni PCR (viz. Tabulka V1).
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Tabulka VI: Vzorky primarnich lidskych astrocytti (A), neuronit (N) a negativnich mysich mozkovych suspenzi (mock) s udaji o jejich

koncentraci (c), poméru absorbanci (A260/A280, A260/A230) a &isla integrity RNA (RIN). Cervené zvyraznéna policka jsou vzorky, kde bylo

mensi mnozstvi vyizolované mRNA.

Cislo RIN Cislo - RIN
A~ |vzorku | Virovy kmen | € [ng/ill | po60/a280 | A260/A230 | RNAA | N |vzorku| Yirewy | cDnoMll | ao60/n080 | A260/A230 | mRNA 4
ioanalyzer s kmen bioanalyzer -
1 Neudoerfl 2490 1,987 2,315 1,61 19 Neudoerfl 1290 1,908 1,512 3,10
2 Neudoerfl 2040 1,996 2,288 1,96 20 Neudoerfl 1170 1,937 2,234 3,42
3 Neudoerfl 3110 1,929 2,344 1,29 21 Neudoerfl 1270 1,857 2,343 3,15
. 4 Hypr 2420 1,991 2,293 1,65 | 24 hodin | 22 Hypr 1620 1,956 2,336 2,47
p204i2?$2i 5 Hypr 1780 1,941 2,237 2,25 po 23 Hypr 1070 1,927 2,349 3,74
6 Hypr 2140 1,968 2,270 1,87 infekci 24 Hypr 1380 1,932 2,374 2,90
7 mock 1250 1,974 2,212 3,20 25 mock 2010 1,972 2,178 1,99
8 mock 2630 1,947 2,326 1,52 26 mock 1720 1,952 2,339 2,33
9 mock 1940 1,980 2,277 2,06 27 mock 1260 1,964 2,146 3,17
10 Neudoerfl 2230 1,934 2,333 1,79 28 Neudoerfl 890 1,865 2,337 2,25
11 Neudoerfl 2540 1,983 2,388 1,57 29 Neudoerfl 930 1,875 2,378 2,15
12 Neudoerfl 2140 1,958 2,341 1,87 30 Neudoerfl 820 1,920 2,313 2,44
; 13 Hypr 2690 1,979 2,292 1,49 | 72 hodin | 31 Hypr 360 1,851 2,446 5,56
p702i2‘f3$2i 14 Hypr 2910 1,983 2,362 1,37 po 32 Hypr 440 1,841 2,396 4,55
15 Hypr 2520 1,981 2,359 1,59 infekci 33 Hypr 350 1,915 2,093 5,71
16 mock 3530 1,978 2,317 1,13 34 mock 1380 1,976 2,316 1,45
17 mock 2550 1,971 2,300 1,57 35 mock 1020 1,968 2,359 1,96
18 mock 3860 1,968 2,369 1,04 36 mock 1260 1,944 2,337 1,59
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Osetfeni DNazou probihalo v termocycleru (Biometra Tone, Analytik Jena). Reakce
probihala 20 minut pfi teploté 37 °C. Teplota byla poté zvysena na 55 °C po dobu 5 minut.
Béhem tohoto kroku probihala inaktivace DNazy. Nasledné¢ byly vzorky nafedény
na koncentraci potfebnou pro analyzu QRT-PCR. Takto byly po 4 ul rozplnény do panelt
V rozvrzeni jeden panel pro jednu analyzu a skladovéany v -70 °C. Tento zpisob skladovani

zabranil opakovanému rozmrazovani RNA, které by ji degradovalo.
3.6.2. Kvantitativni RT-PCR

gRT-PCR byla vyuzita pro stanoveni relativni miry exprese vybranych genti ve vzorcich.
Pro tuto metodu byl pouzit termalni cycler LightCycler® 480 (Roche Life Science).
KAPA SYBR® FAST Universal One-Step gRT-PCR Kit (Kapa Biosystems, Inc.) pouzity
vtomto experimentu obsahuje SYBR Green 1. Toto barvivo se vaze nespecificky
na dvouvladknovou DNA. SYBR Green I by se mohl potencialné vazat na dimerni struktury
vytvofené primery, a proto byla nutna predesla optimalizace. Tento kit také obsahuje enzym

reverzni transkriptazu, takze PCR i reverzni transkripce se d&je postupné v jedné reakci.

Geny byly po jednom analyzovany v desticce s 96 jamkami (4titude; #4ti-0955,
Brooks Life Sciences). Analyza kazdého vzorku byla provadéna v technickém triplikatu.
Ke kazdému triplikatu byla pfifazend RT kontrola, kterda obsahovala templat,
ale neobsahovala reverzni transkriptdzu. Tato kontrola slouzila k pfipadné detekci
kontaminace genomovou DNA. Kazda desticka obsahovala jesté 3 negativni kontroly bez

templatu.

Reakéni smés o celkovém objemu 15 pl obsahovala 120 ng RNA ze vzorkd astrocytl
nebo neuronti. U nékterych vzorkt nebylo dostate¢né mnozstvi RNA (viz Tabulka V1), proto

reakéni smés obsahovala jen:

= 114 ng RNA ze vzorku 30
= 31,2 ng RNA ze vzorku 31
»= 62 ng RNA ze vzorku 32
= 85ng RNA ze vzorku 33

Smés déle tvoril 2X KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix, ktery je slozen z KAPA SYBR
FAST DNA Polymerazy, reakéniho pufru, KAPA RT Mix (50X) — M-MuLV Reverse
Transcriptase, dNTP, barviva SYBR Green | a MgCl2 (2,5 mM). Mnozstvi primert a PCR

H20 se liSilo v zavislosti na zvolené koncentraci primerti (viz Tabulka II). Po rozplnéni
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reakénich smési byla destiCka zakryta folii a kratce centrifugovéana. Cela reakce probihala
v cycleru dle programu uvedeného v Tabulce VII. Vyjimka z tohoto protokolu byla u¢inéna
u dvou genti — RNVU1 a HSPA6. U genu RNVUI musela byt koncentrace RNA u astrocytt
i neuroni 100X sniZena, protoze jinak bylo mnozstvi detekované RNA pfili§ vysoké,
coz zpusobilo brzky nértst fluorescence, ktery neumoznoval spolehlivou analyzu. U genu
HSPAG6 byl amplifikacni protokol upraven na tiikrokovy. Po fazi extenze byl pfidan krok,
ve kterém se teplota zvysSila na 80 °C po dobu 10 sekund, a kdy byla ode¢itana fluorescence.
Duvodem tupravy protokolu byl vznik nespecifickych produkti, které zkreslovaly vysledek

reakce.

Tabulka VI1I: Popis podminek RT-qPCR reakce. *Odecet fluorescence u genu HSPA6
probihal po samostatném kroku pfi teploté 80 °C po dobu 10 sekund.

Popis Teplota Cas Pocet cykli
Reverzni transkripce 42 °C 10 min 1
Inaktivace enzymu 95 °C 5 min 1
Denaturace 95 °C 5s
40
Nasednuti primeri, extenze, odecet fluorescence™ 60 °C 25s
Melting analyza v rozsahu 90 °C

Vysledky byly analyzovany pomoci LightCycler® 480 Software. Cislo cyklu, ve kterém
narist fluorescence ptekrocil prah pozadi, bylo bran jako hodnota Ct. Nasledné byla
vypocitana AACt analyza (Schmittgen & Livak, 2008) pomoci Microsoft® Office 365
Excel®. Pro porovnani shody dat ziskanych dvéma rozdilnymi metodami pro urceni genoveé
exprese byla vyuzita korela¢ni analyza v programu RStudio.Version (4.0.2) — Rstudio Team
(2020).
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4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni optimalnich reakénich podminek

Pro amplifikaci usekli vybranych gent byla vyuzita metoda PCR s templatem, jehoz
charakteristika je uvedena v kapitole 3.5.2. Reverzni transkripce, po které nasledovala
elektroforetickd separace produktt v 1,5 % agarozovém gelu. Vysledek téchto reakci dal
vzniknout ucelenému piehledu tvorby specifickych i nespecifickych produktt v zavislosti
na meénici se koncentraci primerii u kazdého z genii. Jiné aspekty reakce se optimalizovat
vtomto piipadé nedaly. Na ziklad¢ vysledku elektroforetické separace byla vybrana
nejoptimalnéjsi kombinace koncentraci u ,,forward* a u ,reverse” primeru, ktera vytvarela
nejvyssi mnozstvi specifického produktu (viz Tabulka I1). Ptiklad vysledku je ukazan
na Obrazku 3 a 4. Na zaklad¢é vysledku reakei, které¢ byly provedeny u vSech pivodnich
tiinacti gend, byly vybrany ctyii — HSPAG6, OASL, RNVU1 a RSAD2, u kterych se po

optimalizaci koncentrace primerd amplifikoval pouze specificky produkt.
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s |2 [|2|E||E(|S]|E||E||E|E
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g ':4.3 Ll I L o o o o o o
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—
—
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; 400 bp,
. 3006
o Ocekavany
- 20006 - o= produkt: 115 bp
R 100ty o
Nespecificky

\ produkt

Obrazek 3: Snimek elektroforetické separace zachycujici vysledné produkty PCR reakce
u genu HSPAG. Na gel bylo naneseno 15 pl reakéni smési. Hodnoty uvedené v popisku

udavaji koncentraci primeri v dané reakci a vyznacuji jamku s negativni kontrolou (NTC).
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Pii interpretaci vysledkli byla zohlednéna kiivka tani, kterd by odhalila ptipadné
nezédouci produkty, které by negativné ovlivnily odecet fluorescence. Ptiklad je uveden

na Obrazku 4.

Melting Curves

Melting Curves

Fluorcocence (483-513)
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0 9 w2 B u B0 62 B4 B 68 0 72 74 76 78 80 82 84 8% 8 W L WU
Temperature (*C)

Obrazek 4: Porovnani kiivek tani po amplifikaci genu HSPA6 pomoci qRT-PCR
U neuronii. Obrazek vpravo ukazuje tvorbu nespecifickych produktd, které negativné
ovlivnily stanoveni miry exprese V pfipadé¢ dvoukrokového protokolu amplifikace.
Na zéakladé tohoto vysledku byl upraven protokol a po kroku elongace byla fluorescence
odecitana pii teploté 80 °C. Stejny protokol byl poté aplikovan pro analyzu exprese genu

HSPAG u vzorku z druhé bunééné linie.

4.2. Kvantifikace exprese vybranych genii

Porovnéani miry exprese genll bylo provedeno pomoci qRT-PCR. Pro stanoveni relativni
kvantifikace jednotlivych gend u vzorkiu astrocytli a neurontt po infekci virem klistové
encefalitidy byla pouzita AACt analyza. Jako referen¢ni gen pro tuto analyzu byl pouzit
HPRTL.

Zvlast byl analyzovan gen kodujici protein E viru klistové encefalitidy. Stanoveni
relativniho mnoZzstvi virové RNA bylo uspé€Sné a poskytlo tak piehled o mnozstvi viru
v dobé, kdy byla zjistovana exprese ostatnich genl. Vyrazné vétsi mnozstvi virové RNA
bylo zaznamenano u vzorkl primarnich lidskych astrocytt, kdy s pfibyvajicim ¢asem se toto
mnozstvi jesté zvySovalo. Z vyslednych dat je mozné zpozorovat velky rozdil v produkci
virovée RNA mezi buitkami Vv zévislosti na odliSném kmenu viru, kterym byly infikovany.
U bun¢k infikovanych kmenem Hypr bylo zaznamenano vyrazné vétSi mnozstvi virove

RNA. Vysledky analyzy jsou pro zptehlednéni uvedeny v Tabulce VIII a na Obrazku 5 a 6.
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Tabulka VII11: Kvantifikace virové RNA v astrocytech a neuronech po

kmene Neudoerfl (N) nebo Hypr (H) v ¢asovych intervalech (24/72 h.p.i.).

24 N 13558,81 563,78 899,22 119,02

24 H 70750,74 | 13554,99 6344,11 526,51

72N 33363,21 5549,67 2340,15 1020,08

72H 136766,44 | 16135,19 6332,79 3099,75
VKE v astrocytech
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Obrazek 5: Relativni genova exprese proteinu E viru KE v kultufe primarnich

lidskych astrocytd s uvedenou smérodatnou odchylkou.
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Obrazek 6: Relativni genova exprese proteinu E viru KE v kultufe primarnich

lidskych neuronti s uvedenou smérodatnou odchylkou.
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Déale byla stanovena relativni exprese genii: HSPA6, OASL, RNVU1l a RSAD?2.

Kvantifikace téchto genti se u obou typt bun¢k podafila. Vysledky této analyzy jsou graficky

znazornéné na Obrazku 7 a 8. ZvySena exprese byla zaznamenana u gentit HSAP6, OASL a

RSAD2. Vseobecné lze zpozorovat U up-regulovanych genli narist exprese po 72 hodinach

od infekce. Vyjimku tvoii RSAD2, u kterého se mnozstvi RNA ve vzorcich neuront

nezvySovalo dle o¢ekavani. U genu RNVUL se produkce mRNA snizovala. K nejvétsimu

poklesu doslo u neuronti infikovanych Hyprem 24 a 72 hodin po infekci. Béhem této doby

doslo ke sniZzeni exprese. Z vysledki je také patrny rozdil v syntéze RNA u bunék

infikovanych subtypem Hypr a Neudoerfl. Je zjevné, ze Hypr u bunék vyrazné vice zvysuje

expresi geni HSAP6, OASL a RSAD2.
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Obrazek 7: Relativni exprese gentit HSAP6,

lidskych astrocyt infikovanych virem klistové

24 a 72 hodin po infekci
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Obrazek 8: Relativni exprese geni HSAP6, OASL, RNVU1 a RSAD2 u primarnich
lidskych neurontl, které byly infikovany virem klistové encefalitidy (Neudoerfl, Hypr) v
casech 24 a 72 hodin po infekci.

4.3. Porovnani exprese cilovych geni metodou qRT-PCR

s vysledky z NGS
Hlavnim cilem této prace bylo porovnani vysledkd ziskanych metodou gRT-PCR
s vysledky ziskanymi metodou NGS. Vystupy obou téchto metod byly zaznamenany do

tabulky porovnavajici relativni miru exprese jednotlivych genli u astrocytd a neurond po

infekci virem klistové encefalitidy (viz Tabulka IX).
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Tabulka IX: Porovnani zmén genové exprese spolu se smérodatnou odchylkou (SD)
astrocytech (A) a neuronech (N) infikovanych dvéma subtypy VKE (Neudoerfl - N,
Hypr — H) ve dvou ¢asovych intervalech po infekci (24 a72 h.p.i.) ze 3 biologickych

opakovani.

NGS 1,00 1,00 282,38 10,04 4,25 3,66 1308,23 46,39
HSPA6 | gPCR 212,02

+ 1,230,24 1,18+0,67 17,55+3,86 123+023 | 196x1,41 | 3,07+1,71 + 16,40+9,04

SD. 53,35

NGS 359,91 144,58 2290,58 708,74 374,86 193,10 951,20 383,42
OASL | gPCR

+ | 236,17£17,09 | 104,83£20,44 | 716,79+149,11 | 266,08+30,91 | 3,51+1,37 | 2,80+0,79 | 14,38+6,57 | 545+2,47

SD.

NGS 0,0088 0,0069 0,0008 0,0019 1,0000 1,0000 0,0014 0,0050
RNVUL | gPCR

- 1,47+0,50 1,180,44 1,18+0,19 1,14:0,02 | 0924036 | 192059 | 046£0,03 | 0,81+0,07

S.D.

NGS 88,26 64,46 361,87 170,00 18,23 14,64 82,54 68,14
RSAD2 | gPCR

- 473248,54 | 3784+555 | 112,56+13,03 | 6984608 | 23,18+7,09 | 2045£4,00 | 16,02+1,77 | 21,71+1131

S.D.

Pro statistické ovéfeni, zda si vysledky z obou metod odpovidaji, byla provedena
Spearmenova korela¢ni analyza. Korela¢ni koeficient hodnot relativnich expresi zjisténych
metodou gRT-PCR s expresemi stanovenymi NGS je 0.82, coz validuje vysledky ziskané
z NGS. Pro nazornost byl zkonstruovan graf (viz Obrazek 9). Neparametrickd obdoba
korela¢ni analyzy byla zvolena na zdklad€ charakteru analyzovanych dat. Pro zjiSténi

normality dat byl proveden Shapiro-Wilktv test, ktery uréil nenormalni rozdé€leni.

Dodate¢né byly zkonstruovany histogramy, které potvrdily vysledky Shapiro-Wilkovovych

testu.
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RSAD?2 ziskanych metodou gRT-PCR a NGS.
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5. DISKUZE
5.1. Reak¢ni podminky

Jednim zcilti této prace bylo stanoveni optimalnich reak¢nich podminek pro prub¢h
gRT-PCR, tak aby pro dany gen vznikal jeden nami ocekavany produkt. Pro dosazeni
specifické¢ho pribéhu reakce byla optimalizovana koncentrace primert jednotlivych genti.
Dalsi moznosti, jak zlepSit prubéh PCR reakce je uprava koncentrace MgCly,
kterou obsahuje Master Mix. MgCl, je potiebné kudrzeni enzymatické aktivity
Taq polymerazy tim, Ze stabilizuje komplex DNA-polymeraza (Cikos et al., 2001). V tomto
experimentu byl ale vyuzivan KAPA SYBR® FAST Universal One-Step gRT-PCR Kit,
ktery obsahuje jiz pfipraveny roztok Master Mixu o dané koncentraci MgClz. Ze stejného
divodu nebyly do reakce ptfidany dalSi reagencie, které by mohli pfiznivé ovlivnit
amplifikaci produktu. Mezi n¢ se tfadi napi. glycerol nebo DMSO, které brani vzniku
sekundarnich struktur (Cikos et al., 2001).

I po optimalizaci reak¢énich podminek byly nutné dodate¢né upravy v protokolu
pro qRT-PCR u gentt HSPA6 a RNVUI. U genu RNVUI bylo nutné 100x snizit vstupni
mnozstvi RNA. V plivodni reakci hodnoty fluorescence nartstaly pfili§ brzo, takze nebylo
mozné porovnavat zmény genové exprese v jednotlivych vzorcich. Po provedené upravé
bylo mozné analyzovat ménici se expresi toho genu. HSPA6 béhem qRT-PCR ve vzorcich
neuront vytvafel nespecifické produkty, které mohly potencidln¢ zkreslovat vysledek
reakce. Na zaklad¢é néasledné elektroforetické separace a analyzy teploty tani bylo zjiSténo,
ze nespecifické produkty denaturuji pifi nizSich teplotach neZ specifické produkty
(viz Obrazek 4). Proto byl poté do amplifikacniho protokolu pfidan krok, ve kterém se po
extenzi odecitala fluorescence pti 80 °C (viz Tabulka VII). Diky této optimalizaci nebyly po
upravé reakéniho protokolu detekovany nespecifické produkty a vysledky mohly byt

vyhodnoceny.
5.2. Mira exprese vybranych gent

Ve vzorcich primarnich lidskych astrocyt a neuronti byla stanovena mira exprese genu
kodujiciho protein E viru klistové encefalitidy (viz Tabulka VIII). Nartst mnozstvi virové
RNA a souvisejici mira replikace viru v bunkach byla signifikantné¢ zvysena u vzorka
infikovanych kmenem Hypr. Tento kmen je vice virulentni nez mirné&jsi Neudoerfl
(Mandl et al., 1997), coz se projevuje zvySenou expresi virové RNA. Také lze pozorovat

rozdil v produkci RNA mezi astrocyty a neurony. Ackoliv jsou neurony povazovany
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za hlavni cil viru (Hirano et al, 2014), infekce astrocyti byla taktéz prokdzana
(Palus et al., 2014). Zvysena produkce virové RNA v primarnich lidskych astrocytech
naznacuje, ze by tyto bufiky mohly slouzit jako potencialni rezervoar infekce v mozku
(Zorec et al., 2019). Relativni mnozstvi virové RNA u primarnich lidskych astrocyt bylo
vyrazné vyssi v porovnani s infikovanymi buiikami z lidské meduloblastomové linie
(Selinger et al., 2019). Tento rozdil v produkci virové RNA byl ocekavatelny,
protoze kultury primarnich lidskych bunék maji fyziologicky blize k fungovani bunék
v mozku, a proto mohou poskytnout lepsi presnéjsi vysledky k popisu neuropatogeneze
(Fares et al., 2020). Meduloblastomova linie pochézejici z nddoru mozecku ma vyrazné

pozménéné vlastnosti (Jacobsen et al., 1985, Petruzelka & Konopasek, 2003).

Ke stanoveni miry genové exprese byly vybrany ctyfi geny: HSPA6, OASL, RNVUI
a RSAD2. Na Obrazku 7 a 8 jsou viditelné odlisné odpovédi v bunkach, dle kmenu viru,
kterym byly infikovany. U up-regulovanych gent byly exprese vice zvySené u bunck
infikovanych kmenem Hypr, coZz mize byt dano tim, ze tento kmen je vice virulentni nez
Neudoerfl. Vyjimku tvofil gen RSAD2, u které¢ho se u neuronti po 72 hodinach od infekce
exprese snizila (viz Obrazek 8). Tento jev odpovidda vysledkim prace
Selinger et al., 2019, ktery u meduloblastomovych bunék infikovanych kmenem Hypr
zaznamenal sniZzenou hladinu mRNA tohoto genu. Snizenou expresi toho genu potvrdil
i Fares et al., 2020 u primarnich lidskych neuronti, které byly infikovany kmenem Hypr.
Niz8i mira zvySeni exprese RSAD2 v neuronech po 72 h.p.i. mtze byt disledkem virem
zpusobenym potlacenim produkce gent, jejichZ exprese je zavisla na produkci interferond

(Selinger et al., 2019).

RSAD2 neboli viperin (virus-inhibitory protein, endoplasmic reticulum-associated,
interferon-inducible) je gen, ktery byl ve vzorcich astrocytti i neuronti up-regulovany. Jeho
exprese je u savéich bunék vyvolana vazbou cizorodé RNA na Toll-like
nebo RIG-I receptory (Wang et al., 2015). Jeho hlavni funkci je ochrana bufiky pted virovou
infekcei. Jednou z jeho schopnosti je syntéza ribonukleotidu ddCTP, ktery zastavuje replikaci
nékterych virth (Gizzi et al., 2018). U VKE se viperin vaZze na nestrukturni protein NS3
a zpusobuje jeho degradaci (Helbig et al., 2013). NS3 ma funkci helikazy, a tak jeho rozpad
omezuje maturaci viru (Gritsun et al., 2003). DalS§im zplsobem, kterym RSAD2 pfispiva
k obrané proti flavivirim je regulace piesunu proteini do ER odkud jsou nasledné
exportovany z bunky ven (Mukhopadhyay et al., 2005). Tuto cestu vyuziva VKE ke svému

Sifeni. ZvySena exprese toho genu se dala ofekavat nejen z divodu jeho funkce, ale i na
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zaklad¢ jeho aktivace pomoci interferonu prvniho typu (IFN-I), coz je cytokin produkovany

jako jeden z prvnich pti virové nakaze (Der et al., 1998).

Jednim z genii, u kterého byla exprese po infekci viru klistové encefalitidy zvysena, byl
HSPAG. Tento gen koduje bunécny chaperon, ktery zajistuje spravné slozeni a transport
proteinti v buiice. Utastni se taktéz na formovani a rozpadu proteinovych komplext
(Radons, 2016). Zvyseni jeho exprese mize byt disledkem mnozeni viru. K svému mnoZeni
vyuziva virus proteosyntetického aparatu bunky, jehoz soucasti jsou po translaci i bunécné

chaperony (Bukau & Horeich, 1998).

Dalsi z up-regulovannych geni byl OASL. Divod =zvySeni jeho exprese
je pravdépodobné dan jeho funkci v buiice. Tento protein ma schopnost bojovat s virovou
transkripce OASL. OASL zvySuje aktivitu RIG-I receptoru, ktery rozpoznava
dvouvlaknovou RNA v cytosolu bunky (Yoneyama et al., 2004, Zhu et al., 2014).
Po navazani RNA dojde k signaliza¢ni kaskadé vedouci k produkci IFN-I, a tak i zvySeni
exprese samotného genu (Kell & Gale, 2015). Zvysena exprese se dala piedpokladat i na
zaklad¢ vysledka Selinger et al., 2017, ktery na meduloblastomovych buiikach prokazal

zvySenou expresi OASL po infekcei virem kliStové encefalitidy.

Exprese RNVUL1 se ve vzorcich primarnich lidskych astrocyti a neuront v ¢asech mezi
24 a 74 h.p.. snizovala. RNVUL je soucast spliceozomu a ucastni se sestfihu pre-RNA
a taktéz chrani vznikajici transkripty pied pfedasnou polyadenylaci nebo degradaci. Pokles
v expresi genu byl ocekavan na zakladé vysledkd Selinger et al., 2019, ktery prokazal
vyrazné snizeni produkce nové syntetizovanych proteinti jak u A549, Vero a PS bungk, tak i
u bun€k neuralniho pivodu béhem infekce virem klistové encefalitidy. Mira redukce
se vyrazng liSila. Nejvétsi snizeni translace naptic vS§emi bunéénymi liniemi bylo pozorovano
po infekci kmenem Hypr, ktery je vice virulentni a neuroinvazivni (Mandl et al., 1997).
Stejny trend byl pozorovan u vzorkd primarnich lidskych astrocytti a neuronti. K nejvétsimu
poklesu v expresi doSlo u neuront infikovanych Hyprem 24 a 72 hodin po infekci. Vysledek
kvantifikace pomoci RT-qPCR odpovida teorii, Ze buiika, kterd rozpozna napadeni RNA
virem, se snazi snizit svoji proteosyntézu, které se ucastni i RNVUL jako soucast
spliceozomu (Harding et al., 2003, Zhou et al., 2002). Data Selinger et al., 2019 naznacuji,
Ze ani sniZzend syntéza proteinll nezastavi replikaci viru klistové encefalitidy. Tuto teorie 1ze

podpofit i vysledkem analyzy na primarnich lidskych astrocytech a neuronech,
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u kterych bylo naméfeno relativné vysoké mnozstvi virové RNA soufasné Se snizenou

expresi genu RNVU1.
5.3. Porovnani metod gRT-PCR a NGS

gRT-PCR obsahuje tfi kroky: reverzni transkripci, PCR amplifikaci a detekci
a kvantifikaci produktu v realném case (Gibson et al., 1996). Tato metoda se stala jednou
Z nejcastéji pouzivanych pii stanovovani exprese jednotlivych gent. Jeji problém spociva
Vv zavislosti na vétSim mnozstvi a kvalité templatu (Bustin & Nolan, 2004). gqRT-PCR dokaze
Vv jednom setu reakci zacilit pouze na omezeny pocet gent diky nutnosti pouziti specifického

primeru. Vyhodou je vsak jeji vysoka citlivost (Bustin, 2000).

NGS dokaze najednou poskytnout informace o velkém mnozstvi gent z relativné malého
mnozstvi vstupni RNA, ale se sniZzenou citlivosti (Hrdlickova et al., 2017).
Avsak tyto metody maji problémy se sekvenaci homopolymert, coz mtize vést k problémim
pfi studiu poly(A) konct, které hraji dualezitou roli v metabolismu transkripti
(Hrdlickova et al., 2017). Jako nejlepsi moznost analyzy genové exprese se jevi spojeni
téchto metod, ve kterém NGS identifikuje geny, které budou podrobeny ptesnéjsi analyze
pomoci qRT-PCR (Costa et al., 2013). Moznost vyuziti této kombinace potvrzuje i analyza
genové exprese u primarnich lidskych astrocytti a neuronti, ve které byla dokazana korelace

mezi vysledky z NGS a qRT-PCR.
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6. ZAVER

Podafilo se optimalizovat reakéni podminky pro qRT-PCR tak, aby reakce probihala
specificky za vzniku jednoho ocekavaného produktu u vsSech genti krom¢ HSPAG.
U tohoto genu byl dodatecné upraven protokol takovym zplsobem, aby byl detekovan
pouze specificky produkt.

Exprese virové RNA se liSila v zavislosti na virulenci kmene viru klistové encefalitidy a
typu buné¢k, naznacujici moznou tlohu astrocytt jako rezervoar infekce v mozku.

Byla stanovena zména exprese geni HSPA6, OASL, RNVUI a RSAD2 v primarnich
lidskych astrocytech a neuronech po infekci virem klistové encefalitidy.

Vysledky diferencidlni exprese gent ziskanych pomoci NGS koreluji s vysledky
ziskanymi z QRT-PCR. Potvrzuji tak vhodnost kombinace téchto dvou metod pii analyze

genove exprese.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CNS
EO1

ER
GFAP
HB
h.p.i.
HPRT1
HSPAG
IFN-I
IL-1
IL-6

KE
NGS
OASL
ORF
PCR
RNVU1
RSAD?2
gRT-PCR
TNF-a

VKE

centralni nervova soustava

cast genu kodujici protein E viru klistové encefalitidy
endoplasmatické retikulum

glial fibrillary acidic protein

hematoencefalicka bariéra

hodin po infekci

Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1

Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 6

interferon I. typu

interleukin 1

interleukin 6

klistova encefalitida

next generation sequencing

2'-5'-oligoadenylate synthetase-like

otevieny ¢teci ramec

polymerazova fetézova reakce

RNA, Variant U1 Small Nuclear 2

Radical S-Adenosyl Methionine Domain Containing 2/Viperin
kvantitativni reverzné transkripcni polymerazova retézova reakce
tumor nekrotizujici faktor a

virus klistové encefalitidy
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