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1 Uvod

Klistova encefalitida (z angl. tick-borne encephalitis, TBE) je onemocnéni
zptisobené virem klistové encefalitidy (z angl. tick borne encephalitis virus, TBEV), ktery se
fadi do celedi Flaviviridae. Tato nemoc postihuje centralni nervovy systém a kazdorocné je
hlaseno ptiblizné 10 000 piipadit TBE po celém svété (Kaiser, 2016). Poprvé byla TBE
popsana v roce 1931 v Rakousku (Schneider, 1931).

1.1 Flaviviry

Flaviviridae je ¢eled’ pozitivnich, jednovlaknovych, obalenych RNA virl o velikosti
genomu piiblizné 9-13 kb, které jsou pienaseny cClenovci, piedev§im klistaty a komary,
a mohou infikovat i ¢lovéka ¢i jiné savce. Mezi viry prenaSené komary se fadi zejména virus
Zluté zimnice, virus dengue (DENV), virus japonské encefalitidy, zapadonilské viry a virus
Zika (Simmonds et al., 2017). Naopak viry pienasené klistaty mohou zptisobovat naptiklad
TBE ¢i fadu dalSich onemocnéni (virus Omské hemoragické horecky ¢i virus Kyasanurského
lesa). U fady flavivirt nebyl dosud identifikovan cyklus pfenosu, napiiklad virus Rio Bravo

(Gaunt et al., 2001).

1.1.1 Rozdéleni

Celed’ Flaviviridae se taxonomicky déli do &étyf rodd. Rod Pestivirus, Hepacivirus,
Pegivirus a Flavivirus (viz Obr. 1). Pestiviry infikuji pfevazn¢ prasata a piezvykavce a patfi
sem napiiklad virus klasického moru prasat ¢i bovinni virovd diarea, zndmé infekéni
onemocnéni skotu. Nejznaméjs$im virem rodu Hepacivirus je poté virus hepatitidy C, coz je
hlavni lidsky patogen zpusobujici chronické onemocnéni jater, vcéetné cirhézy nebo
rakoviny. Clenové rodu Pegivirus zptisobuji infekce u lidi i zviat, aviak nebyli jasné spojeni
s ur¢itym onemocnénim (Payne, 2017). Nejvyznamné&jSim rodem je rod Flavivirus, ktery
zahrnuje 53 dosud identifikovanych druhd (Simmonds et al., 2017). Jak jiz bylo feceno,
vétsina druht rodu Flavivirus je pfenasena ¢lenovci, a proto jsou také ¢asto oznacovany jako
arboviry (McLachlan, Dubovi, 2016). Primarnimi hostiteli jsou obvykle savci a ptaci,
U nichz se infekce projevuje od asymptomatické az po hemoragickou horecku ¢i zavazné
neurologické onemocnéni. TBEV spadd pravé do tohoto rodu spolecné s virem zluté

zimnice, DENV ¢i virem Zika.
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Obrazek 1: Fylogenetické vztahy &eledi Flaviviridae (Simmonds et al., 2017).

1.1.2 Rozsireni

Flaviviry jsou rozSiteny celosvétove, avSak kazdy jednotlivy druh se vyskytuje
v urcité specifické oblasti (viz Obr. 2). V tropickych a subtropickych oblastech Afriky a Jizni
Ameriky cirkuluje pfedevs§im virus Zluté zimnice, v tropickych oblastech Asie, Oceanie,
Afriky, Australie a Ameriky poté DENV. Virus japonské encefalitidy je rozsSifen nejvice
Vv jihovychodni Asii a TBEV v Evropé a severni Asii (Simmonds et al., 2017).
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Obrazek 2: Mapa rozsifeni jednotlivych druht rodu Flavivirus (Holbrook, 2017).



1.2 TBEV

TBEV je hlavni virovy patogen u lidi zptsobujici onemocnéni centralniho nervového
systétmu znamé jako TBE. Infekce TBEV miize probihat i bez zjevnych symptomu, avsak
symptomatické piipady maji obvykle neurologické projevy (Pulkkinen etal., 2018).
V ptipad¢ neurologickych projevl se pfiblizné u 50 % pacienti nemoc projevuje jako
meningitida, u 40 % jako meningoencefalitida a u 10 % jako encefalomyelitida (Kaiser,
2016).

1.2.1 Subtypy

Existuji tfi blizce pribuzné subtypy TBEV (Ecker et al., 1999): evropsky, sibiisky
(rusky) a dalnovychodni subtyp (Sudhindra, 2018). Sibifsky a dalnovychodni subtyp tvori
dvé samostatné linie, které sdileji spolecného piedka, a objevily se podstatné diive nez

subtyp evropsky (Tonteri et al., 2013).

Nejmirnéjsi ptiznaky se objevuji u infekce evropskym subtypem, kterd se rozd€luje
na 2 faze. Priblizné 65 % pacientl se zotavuje na konci prvni faze, kterd zac¢ina 2-18 dnti po
infekci jako klasické horecnaté a chiipkové onemocnéni s bolesti hlavy, tnavou ¢&i
nevolnosti. Trva 1-8 dni. Ve druhé fazi onemocnéni dochazi k rychlému néstupu horecky
apo inkubacni dob& se projevuje rychlym nastupem horecky, zvracenim, bolestmi hlavy,
fotofobii a Casto dochazi i1 k neurologickym komplikacim a paralyzdm. Pocet imrti je také
mnohem vyssi, az kolem 20-30 %, nez u infekce evropskym subtypem, kde je pocet umrti
kolem 1-2 %. U ptezivsich se také Casto vyskytuji trvalé neurologické nasledky, véetné
parézy dolnich koncetin a atrofie svall. Infekce sibifskym subtypem je obvykle spojena

s chronickymi infekcemi (Guerrant et al., 2011).

1.2.2 Rozsireni

Rozsifeni TBEV je omezeno zejména na Evropu a Asii s ohnisky v biotopech, ve
kterych se kliStata nejCastéji vyskytuji (Orlikova et al.,, 2020). Evropsky subtyp je
nejrozsifenéjsi v zapadni, severni a vychodni Evropé a evropskych ¢astech Ruska. Sibitsky
subtyp pfevlada v regionech mezi Japonskem, pobaltskymi staty a Bosnou. Déalnovychodni
subtyp je nejCastéj$i mezi nejvychodnéjSimi japonskymi a ruskymi ostrovy, pobaltskymi
staty a vyskytuje se i v nékterych oblastech Ciny a Mongolska (Plotkin et al., 2018).

V nékterych oblastech Ize narazit také na vice subtypii soucasné (Rtzek et al., 2019).



1.2.3 Pfenos

Celkem bylo identifikovano osm druhti klistat, kterda mohou pienaset TBEV.
Evropsky subtyp je pifenasen klistétem obecnym (Ixodes ricinus), zatimco sibifsky
a dalnovychodni subtyp klistétem sibifskym (Ixodes persulcatus) (viz Obr. 3, Plotkin et al.,
2018).
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Obrazek 3: Geografické rozlozeni Ixodes ricinus a Ixodes persulcatus v Evropé a Asii (Sudhindra, 2018).

TBEV mohou pfendset vSechna vyvojova stadia kliStéte, tedy larva, nymfa
i dospélec. Pii nepouzivani ochrannych pomucek a nedodrzovani postupti je mozné se
nakazit i pfi manipulaci a odstrafiovani klistéte. Virus je pfenasen transovarialné nebo ptimo
pfi sani na teplokrevnych obratlovcich (lesni a polni savci, hlodavci, hmyzozravci).
Transovaridlni pfenos je perzistentni pfenos viru, pii némz virové Castice pronikaji az do
vajecnikid (ovarii) samicek a samicka poté klade uz pifimo infikovana vajicka. Ziidka mtze
k pfenosu dojit také pitim nepasterizovaného mléka, at’ uz ov¢iho, koziho ¢i kravského, nebo
konzumaci nepasterizovanych syri ¢i jinych vyrobkll z tepeln€ nezpracovaného mléka.

Vyjimec¢né je mozny i pienos transfuzi a transplantovanymi organy (Orlikova et al., 2020).



1.2.4 Epidemiologicka situace

Rocné je po celém svété hlaseno vice jak 10 000 ptipadi TBE. Vyskyt v celé Evropé
se pohybuje od 0,5 do 45 ptipadid na 100 000 obyvatel rocné. Vyznamnou roli hraji také
faktory jako je teplota, vihkost, lidska ¢innost, pokryti vakcinou nebo zasahy do zalesnénych
regiont. Rizikové faktory pro infekci TBEV zahrnuji cestovani a pobyt v rizikovych
oblastech zejména od dubna do listopadu (Sudhindra, 2018). V priméru pouze 1-3 % klist'at
je infikovano TBEV, coz znamena, ze piiblizn¢ 1 z kazdych 100-300 kousnuti vede
k onemocnéni (Kaiser, 2016). Obecné je mira infekce mnohem nizs§i nez mira infekce

naptiklad u onemocnéni lymské boreliézy (Sudhindra, 2018).

Zavaznost TBE se zvySuje s vékem. Dosud neni zndma zadnd specifickd 1écba,
nemoci lze pouze zabranit aktivni imunizaci (Kaiser, 2008). Ockovéani proti TBE
inaktivovanou vakcinou je doporuceno vSem osobam, u nichz hrozi vystaveni nakaze.
Zakladni ockovani se sklada ze tii davek a k prvnimu pteockovani dochazi po 3 letech. Poté
nasleduje pfeockovani uz jen jednou za 5 let. Piikladem pouzivané vakciny mize byt

vakcina FSME-IMMUN nebo Encepur (Orlikova et al., 2020).

VétSina piipadi je hlaSena z Ruska a z pobaltskych stath (Sudhindra, 2018), nicméné
Ceska republika se také fadi mezi zemé s nejvyssim vyskytem TBE v Evropé. V roce 2019
bylo hlaseno celkem 774 ptipadt, z toho 447 ptipadi bylo zaznamenano u muzi a 327
pripadi u Zen. Incidence se v poslednich péti letech zvysila z 3,37 na 7,27 piipadi na
100 000 obyvatel a byla pozorovdna ve vétSin€ kraji. 92 % onemocnéni vyZadovalo

hospitalizaci a pét osob nadkaze podlehlo (Orlikova et al., 2020).



1.3 Molekularni a geneticka charakteristika TBEV

1.3.1 Stavba virionu

Virion TBEV ma kulovity tvar o priméru 50 nm a genom viru je tvofen jednim
vlaknem RNA pozitivni polarity o délce 10-11 kb. Povrchové strukturni proteiny jsou
uspofadany v ikosahedralni (dvacetisténné) symetrii (viz Obr. 4, Hulo et al., 2011). Viriony
obsahuji tii strukturalni proteiny: kapsidovy protein (C), hlavni obalovy protein (E)
a membranovy protein (M). E protein je virovy hemaglutinin, ktery zprostfedkovava

zejména vazbu na receptory (Simmonds et al., 2017).

T=3-like organization
of surface dimers

Obrazek 4: Struktura virionu viru klistové encefalitidy (Hulo et al., 2011).

Genom obsahuje jeden otevieny Cteci ramec ohrani¢eny nekodujicimi oblastmi. Na
5" konci je tato oblast dlouhd piiblizn¢ 150 nukleotid, na 3" konci 400-700 nukleotida.
Otevieny cCteci ramec kdduje jediny polyprotein (o délce zhruba 3400 aminokyselin).
Translatovany polyprotein je nésledné Stépen virovymi a hostitelskymi protedzami na
jednotlivych 10 proteinii: 3 jiz zminéné strukturni proteiny a 7 nestrukturnich. Mezi
nestrukturni proteiny patii NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5 (viz Obr. 5,
Gritsun et al., 2003).
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Obrazek 5: Schéma genomu viru klist'ové encefalitidy véetné strukturnich a nestrukturnich proteint
(Hulo et al., 2011).

1.3.2 Replikacni cyklus TBEV

Ptipojeni E proteinu k hostitelskym receptoriim zprostiedkovava internalizaci virionu
do hostitelské buiiky endocytéozou. V ramci endozomu dochazi ke snizeni pH, a tim
indukované fizi virové membrany s hostitelskou endozomalni membranou. Genom RNA je
uvolnén do cytoplazmy (Hulo et al., 2011). V ramci cytoplazmy je virova genomova RNA
rozpoznana hostitelskym translaénim aparatem, coz vede k syntéze polyproteinu. Virovy
polyprotein je poté zpracovan ko-translaén€¢ a post-translaéné hostitelskymi a virovymi
protedzami za vzniku jiZ zminénych strukturnich a nestrukturnich proteinti (Hulo et al.,
2011). Pro naslednou replikaci genomu TBEV je klicova, stejn¢ jako u jinych RNA vird,
pritomnost sekundarnich RNA struktur a asistence virovych a hostitelskych proteini
(Albentosa-Gonzales et al., 2020). Probiha na invaginovaném povrchu endoplazmatického
retikula v tzv. cytoplazmatickych virovych tovarnach, coz jsou intracelularni kompartmenty,
které zvySuji ucinnost virové replikace (Hulo et al.,, 2011). Flavivirova replikace je
semikonzervativni a asymetricka (Albentosa-Gonzales et al., 2020). Uvolinovani novych

virontli probihd exocytézou (Hulo et al., 2011).



Vétsina nestrukturnich proteini TBEV ma vice nez jednu funkci. Naptiklad C konec
NS5 proteinu ptsobi jako virovda RNA-dependentni RNA polymeraza a N konec jako
methyltransferaza. C konec NS3 proteinu pusobi jako helikaza a N konec poté jako proteaza.

Oba proteiny jsou dulezité pro zahajeni replikace viru (viz Obr. 6, Gritsun, Gould, 2014).

Obrazek 6: Struktura NS5 (vlevo) a NS3 (vpravo) proteinu (Goodsell, 2008).

Funkce jinych nestrukturnich proteind jsou méné znamé, nicméné NS1 glykoprotein
je translokovan pies endoplazmatické retikulum a vylu¢ovan mimo buiiky spole¢né s viriony
u savct, ale ne v bunikach naptiklad komart. Jeho ukotveni do membran je zprostiedkovano
zejména glykosyl-fosfatidylinositolem. Protein NS1 hraje dilezitou roli v imunopatologii,
jelikoZz indukuje tvorbu ochrannych protilatek, které se rovnéZz podili na komplementarni
lyze infikovanych bun¢k. Protein NS2A se nachéazi ve spojeni s komplexem NS3 helikdzy
a proteinem NS5. Protein NS2B miiZe také souviset s replikaci diky jeho modula¢ni aktivité
membranové propustnosti a zaroven tvoii spolecné s proteinem NS3 komplex virové
proteazy NS2B3. Hydrofobni protein NS4A ve spojeni s proteinem NS1 pravdépodobné
ukotvuje polymerazovy komplex na membranu endoplazmatického retikula a podili se na

pieskupeni membran vyvolanych virem (Gritsun, Gould, 2014).



1.4 Protein NS5

Gen pro NS5 je v ramci flavivirového genomu nejvétsi (délka genu pro kmen TBEV
Hypr je 2709 bazi) a koduje protein o velikosti pfiblizné¢ 105 kDa, ktery je zodpovédny
hlavné za replikaci virového genomu a sklada se z 900 aminokyselin (Best, 2017). Mimo
jiné je NS5 také zodpovédny za inhibici signdlni dréhy interferonu typu I (INF-a), kdy
blokuje signalizaci JAK-STAT, coz je bunééna draha prenasejici signal z interferonového
receptoru skrz fosforylaéni kaskddu do jadra (Best, 2017). Bun&cna antivirovd odpovéd
vyvolana INF-a pfedstavuje silnou ptekazku virové infekce a pravé potlaceni této drahy je
jejim dilezitym determinantem (Best, 2017). N¢kdy se vyuziva také k vyvoji antivirotik
proti nejriznéj$im flavivirovym infekcim, napiiklad proti infekci DENV (Dwivedi et al.,
2017).

NS5 obsahuje dvé funkéni domény: C-terminalni RNA-dependentni RNA
polymerdzu (RARP) a N-termindlni methyltransferdzu (MTéza), kterd methyluje virovou
RNA cepicku, ¢imz zabranuje jeji degradaci hostitelskymi RNazami podobn¢ jako u mRNA
(viz Obr. 7, Best, 2017).
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Obrazek 7: Domény MTé4za a RARP (Chatrin et al., 2017).

Doména RdARP (RARPD) se sklada ze tii subdomén (Finger, Thumb a Palm, viz
Obr. 8), které jsou strukturné konzervovany napii¢ virovymi RARPD. Oblast této domény
obsahuje lokalizacni sekvence, které jsou nezbytné pro interakce s jinymi virovymi

a hostitelskymi proteiny (Dwivedi et al., 2017).



Obrazek 8: Subdoménova struktura NS5 proteinu (Griesemer et al., 2016).

1.4.1 Lokalizace

Predpokldda se, Ze vétSina funkci proteinu NS5 probihd v cytoplazmé, kde je
lokalizovana replikace virové genomové RNA. Cytoplazmatickd lokalizace NS5 byla
experimentalné prokézana naptiklad dle studie Werme et al. (2008) nebo Zheng et al. (2018).
Kromeé toho bylo ale také zjisténo, Ze v ur€itych piipadech je vyznamna ¢ast NS5 smétfovana
1 do jadra, kde navazuje interakce s bunéénymi faktory, které ovliviiuji normalni expresi
nékolika hostitelskych genti ve prospéch replikace viru (Albentosa-Gonzales et al., 2020).
Jaderna lokalizace byla napiiklad zjiSténa v buiikach infikovanych DENV, kde NS5 protein

lokalizuje do jadra bez jasné role v replikaci nebo patogenezi (Tay et al., 2016).

Pro TBEV NS5 nebyla jadernd lokalizace pozorovana, pii¢emz cytoplazmatickd
lokalizace byla dokumentovana pouze v ptipadé neinfikovanych bunék exprimujicich NS5
s fuznim peptidem pro imunolokalizaci (Werme et al., 2008, Zheng et al., 2018). Dle
predikéniho programu cNLS Mapper (Kosugi et al., 2009), ktery umoznuje predikovat
pfitomnost jaderné¢ho lokaliza¢niho signalu (NLS) na zakladé¢ aminokyselinové sekvence,
byl NLS u TBEV NS5 (kmen Hypr) detekovan na dvou mistech v ramci RARPD (viz
Tab. ). Sekvence proteinu DENV NS5 (DENV-2 NS5, viz Tab. II) byla pouzita jako
pozitivni kontrola, pficemz bylo identifikovano 10 moznych NLS sekvenci. Identifikované

sekvence NLS nebyly shodné.
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Tabulka I: Predikované sekvence NLS v ramci TBEV Hypr NS5 (CNLS Mapper).

Piedpokladany NLS (TBEV Hypr NS5)
Poz. Sekvence Skore

615 | TNIKVQLIRMMEGEGVIEAADAHNPRLLRVE 4.6
687 KTRKDIGEWEHSAGLSSWEEVPFCSHHFHE 4

Tabulka I1: Predikované sekvence NLS v ramci DENV-2 NS5 (cNLS Mapper).

Piedpokladany NLS (DENV-2 NS5)
Poz. Sekvence Skore

212 | RFTMRHKKATYEQDVDLGSGTRTVWRKGEKP 4.8
323 TCCKRKGGYYSPHTDGRRTATRENRSRVAL 4.3
397 RRKKAVEDLWQLENFECWRKVWNMCILR 4
478 | WQEKRGINWVWCQERWLSWKDEHYKSMMP 4
478 | WQEKRGINWVWCQERWLSWKDEHYKSMMPHT 4
492 | RWLSWKDEHYKSMMPHTGIHVSPYRMIKIKRWW | 4.2
874 | KQGWKSGRIKPWYGKNYATCEPLQGRKKKSG 55
899 RKKKSGHYKCHSLSKLCSLWLHLRRCKKS 4.5
898 GRKKKSGHYKCHSLSKLCSLWLHLRRCKK 45
899 | RKKKSGHYKCHSLSKLCSLWLHLRRCKKSGKP 4.5
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo charakterizovat lokalizaci proteinu TBEV NS5 v ramci
infikovanych bunék kmenem TBEV Hypr a bunck transfekovanych savéim expresnim

konstruktem pCAGGS-NS5 kodujicim tento protein.

Konkrétnimi cili byly optimalizace transfekce lidské neurdlni bunééné linie DAOY
HTB-186 s naslednou imunolokalizaci proteinu TBEV NS5 vramci infikovanych
a transfekovanych bunék za pouziti konfokalni mikroskopie v kombinaci s markery pro
jednotlivé bunétné organely. Findlné pak potvrzeni ziskanych dat pomoci subcelularni

frakcionace.
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3 Material

3.1 Bunécné linie

K provedeni veSkerych experimenti byla vyuzita bunééna linie lidského
meduloblastomu DAOY HTB-186 (ATCC) pochazejiciho od ¢tytletého chlapce (Jacobsen
et al., 1985). Tato bunécna linie byla udrzovana dle pokyni v DMEM médiu (DMEM Low
Glucose, Biosera) obsahujici také 10 % fetalni bovinni sérum, antibiotika a antimykotika
(amphotericin B 0,25 pg/ml, penicillin G 100 units/ml, streptomycin 100 pg/ml) a glutamin.

Udrzovana byla pravidelnym pasazovanim a kultivovana pii 37°C a 5 % COs.

3.2 Plasmidy

Transfekce lidské bunécéné linie byla provadéna za pouziti komeréniho reagens
PolyJet a plasmidu pCAGGS-NS5 o koncentraci 0,505 pg/ul. Jako negativni kontrola byl
pouzit pPCAGGS o koncentraci 0,422 pg/ul.

Plasmid pCAGGS je designovan pro expresi zaklonovanych gentli v sav¢ich bunikach
a kombinuje CMV-IE enhancer s promotorem pro kufeci P-aktin, chimericky intron
a terminator pro krali¢i B-globulin. Gen pro NS5 byl zaklonovan spolecné s proteinovym
tagem FLAG (DYKDDDDK) pro moznou detekci pomoci FLAG specifickych protilatek
(viz Obr. 9).
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B-actin chicken promoter

Chimeric intry,
n

pCAGGS-NS5
7,385 bp

T
SV40 poly(A) FLAG ta

3' UTR of rabbit B-globin, inl. polyA

Obrazek 9: Plasmid pCAGGS-NS5. Schéma vytvoteno v programu Geneious (M. Selinger).

3.3 Virus

Veskera prace sinfekénim materidlem byla provadéna v BSL2 laboratofich
Piirodovédecké fakulty Jihogeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. K infekci byl pouzit
vysoce patogenni evropsky kmen TBEV Hypr (4. pasaz v mozcich sajicich mysi: GenBank,
pfistupové Cislo: U39292). Jako negativni kontrola byla pouzita mozkova suspenze

z neinfikovanych mysi (Mock).
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3.4 Protilatky

V této praci byly pouzity nasledujici protilatky (viz Tab. IlI).

Tabulka I11: Seznam pouzitych protilatek.

Protilatka Vyrobce Experiment Pomér a mnozstvi
) _ Abcam 1:200,
Anti-Calnexin transfekce ¢. 2
(#ab22595) 50 pl/jamku
) Invitrogen 1:200,
Anti-COX4 transfekce ¢. 1
(#MA5-15078) 50 ul/jamku
) Sigma transfekce €. 1 1:200,
Anti-FLAG
(#F1804-200UG) transfekce ¢. 2 50 pl/jamku
) Dr. M. Bloom (NIAID, ) 1:5000,
Anti-NS3 infekce _
Montana, USA) 100 pl/jamku
vyrobeno v Laboratofi 1:1000/1500,
transfekce €. 3 )
_ aplikované biochemie ) 100 pl/jamku
Anti-NS5 (4) infekce
(PfF JU) _ 1:1000,
sub. frakcionace
10 ml/membranu
) Abcam ) 1:2000,
Anti-GAPDH [EPR16891] sub. frakcionace
(#ab181602) 5 ml/membranu
o ] Novex ] 1:1000,
HRP Anti-Guinea Pig sub. frakcionace
(#A18769) 10 ml/membréanu
HRP Anti-Rabbit IgG VectorLabs ) 1:1000,
sub. frakcionace
(H+L) (#P1-1000) 10 ml/membranu
Anti-Rabbit IgG (H+L) VectorLabs transfekce ¢. 1 1:400,
DyLight 488 (#D1-1488) transfekce €. 2 100 pl/jamku
Anti-Mouse IgG DyLight Abcam transfekce €. 1 1:400,
594 (#ab96881) transfekce ¢. 2 100/80 pl/jamku
Anti-Guinea Pig 1gG Alexa Abcam transfekce €. 3 1:400,
Fluor 594 (#ab150188) infekce 100 ul/jamku
Anti-Chicken IgY DyLight Abcam ] 1:400,
infekce
488 (#ab96947) 100 pl/jamku
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4 Metodika

4.1 Transfekce

Den pfed samotnym procesem transfekce byly nejprve buiky nasazeny
v odpovidajicim poctu na dva rizné typy panelti vV zavislosti na typu experimentu. Pro ptesné
stanoveni poctu bunék ve vzorcich bylo vyuzito pocitani bun¢k pomoci Biirkerovy komurky
a spoCteno pomoci nasledujiciho vzorce: ¢ = Ax2x10 000 [b/ml], kdy c je vysledna
koncentrace bun¢k v 1 ml suspenze a A je stanoveny pocet bunék. Schéma a udaje o poctu

nasazenych bunék jsou zahrnuty v Tabulce IV,

Tabulka IV: Schéma nasazenych bunék pro proces transfekce.

Typ panelu Experiment Pocet bun¢k Celkovy objem
96-ti jamkovy transfekce €. 1 15 000 a 20 000 200 pl/jamku
96-ti jamkovy transfekce €. 2 20 000 a 60 000 200 pl/jamku
96-ti jamkovy transfekce €. 3 20 000 200 pl/jamku

6-ti jamkovy sub. frakcionace 500 000 2 ml/jamku

Druhy den byla provedena transfekce v poméru 1:3 (ug DNA: ul PolyJet) a pro
ptipravu transfekéni smési bylo pouzito DMEM médium (DMEM Low Glucose, Biosera)
bez fetalniho bovinniho séra, antibiotik a glutaminu. Byl ptipraven vzdy Mix 1 a Mix 2 pro
kazdy jednotlivy plasmid, tedy pPCAGGS a pCAGGS-NS5 (viz Tab. V). Po smichani mixt
se nechala transfekéni smés 15 minut inkubovat pti pokojové teploté a poté bylo do kazdé
jamky ptidano ke 100 pl cerstvého média 10 ul odpovidajici transfekéni smési. Transfekce
probihala stejnym zplsobem také u vzork pro subcelularni frakcionaci, pti¢emz k1 ml
Cerstvého média bylo na konci ptidano 100 pl transfekéni smési. Odbér vzorki probehl vzdy

24 hodin po transfekci.

Tabulka V: Schéma transfekéni smési.

Mix 1 Mix 2

Plasmid [ug] | DMEM [ul] | PolyJet[n]] | DMEM [ul]
0,1 4,9 0,3 4,7
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4.2 Infekce

Den pted infekci doslo opét k nasazeni bunék na dva typy paneli podle typu
experimentu. Nasazeni probihalo stejnym zplisobem jako u procesu transfekce a schéma
studaji o po¢tu nasazenych bun¢k je uvedeno v Tabulce VI. Transfekce ¢. 3 a infekce

probihala zaroven na stejném sklicku.

Tabulka VI: Schéma nasazenych buné€k pro proces infekce.

Typ panelu Experiment Pocet bun¢k Celkovy objem
96-ti jamkovy infekce 15 000 200 pl/jamku
6-ti jamkovy sub. frakcionace 500 000 2 ml/jamku

Druhy den byla provedena infekce kmenem TBEV Hypr. Schéma celého procesu je
zaznamenano v Tabulce VII. Mnozstvi virové suspenze na jednu jamku bylo spoc¢teno podle

nize uvedené rovnice:

MOI X pocet bun¢k
titr virové suspenze [PFU/ml]

= objem virové suspenze [ml]

Tabulka VI11: Schéma procesu infekce.

_ Multiplicita [ Koncentrace Objem virové
Experiment Pocet bunék ] Celkovy objem
infekce [PFU/mI] suspenze
infekce 15 000 5 2,08x10® 0,36 ul 100 pl/jamku
sub. frakcionace 500 000 5 2,08x10° 12,01 pul 1 ml/jamku

Po dvou hodinach inkubace s virem byla virova suspenze odstranéna. Buriky byly

promyty v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS)' a nasledné bylo pfidano &erstvé

kompletni médium. Odbér byl proveden vzdy 24 hodin po infekci.

1 10x PBS, pH 7,4 [14,4 Na,HPO, (27,2 g Na,HPO,-7H,0), 80 g NaCl, 2 g KCI, 2 g KH,PO,]
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4.3 Priprava vzorki pro imunofluorescentni konfokalni mikroskopii

24 hodin po transfekci ¢i infekci byly vzorky promyty v PBS a fixovany pomoci
4% paraformaldehydu (Roti®-Histofix). Po 15-ti minutové fixaci pfi pokojové teploté byly
bunky 3% promyty PBS po intervalech 5 minut a byly uskladnény pii teploté 4°C.

Dalsi den byly nejprve pfipraveny veskeré roztoky, které se pred pouzitim
prefiltrovaly (0,22 um filtr). Bunky byly permeabilizovany inkubaci 15 minut
v 0,1% Tritonu® X-100 (Serva) v PBS. Poté byly vzorky 3x promyty PBS a bylo k nim
ptidano 50 mM NH4CI v PBS pro blokovani formaldehydové autofluorescence. Inkubace
byla provedena 2x 10 minut a pted pfidanim 3% BSA (Roti®-Albumin Fraktion V) v PBS
pro blokovani nespecifickych vazeb byly vzorky opét 2x promyty PBS. Inkubace v 3% BSA
v PBS trvala 1 hodinu a probihala pfi pokojové teploté. Poté byly pfidany primarni protilatky
v 1% BSA v PBS, které se inkubovaly 1 hodinu pfi pokojové teploté nebo ptes noc ve 4°C

(seznam pouzitych primarnich protilatek s podrobnymi informacemi uveden v Tab. 111).

Po inkubaci doslo opét 5x k promyti PBS po intervalech 5 minut a byly pfidany
sekundarni protilatky v 1% BSA v PBS, které se tentokrat inkubovaly vzdy ve tmé& 1 hodinu
pti pokojové teploté (seznam pouzitych sekundarnich protilatek pro jednotlivé experimenty
je uveden v Tab. Ill). Po hodiné byly vzorky opét 5x promyty PBS a doslo k pfipravé
samotnych preparatli, ktera se skladala z odstranéni pfebytecného plastu a silikonového
tésnéni, vysuSeni vzorkl, piidani montovaciho média s DAPI (Roti®-Mount FluorCare
DAPI), ptilozeni kryciho sklicka a naneseni laku v okoli sklicka. Hotové preparaty byly
uskladnény v lednici pifi 4°C a dale zpracovavany pomoci konfokalniho mikroskopu
Olympus Fluoview FV10i a nasledny export snimki probihal v softwaru FV10-ASW
(ver.04.02).
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4.4 Subcelularni frakcionace

Subcelularni frakcionace byla provadéna pomoci kitu Thermo Scientific Subcellular
Protein Fractionation (#78840). Doslo k postupné separaci a piipravé cytoplazmatickych,
membranovych, rozpustnych jadernych, chromatinové véazanych a cytoskeletalnich
proteinovych extraktii, které byly nasledné pouzity pro imunodetekci TBEV NS5 pomoci
Western blotu (WB).

U adherentnich bunék DAOY HTB-186 doslo nejprve K jejich uvolnéni pomoci
trypsinizace. Buiiky byly néasledné¢ resuspendovany Vv 0,5 ml kultivatniho média
a centrifugovany piti 300x g po dobu 5 minut. Po centrifugaci byly buiiky promyty v PBS
aopét zcentrifugovany 5 minut pii 500x g. Poté byl pipetou opatrné odebran veskery

supernatant tak, aby pelet zlstal co nejsussi.

Jako prvni byl k peletu ptidan cytoplazmaticky extrakéni pufr (CEB) zpusobujici
selektivni permeabilizaci bunééné membrany a uvolnéni cytoplazmatického obsahu. CEB
byl uloZeny na ledu a obsahoval inhibitory proteaz (100x Halt™ Protease Inhibitor Cocktail,
#87786), které byly pfedem piidany do vSech pufri v poméru 1:100. Ptidany objem

jednotlivych pufri ke kazdému vzorku je zaznamenan v Tab. VIII.

Tabulka VIII: Objemy jednotlivych pufrii o konkrétnim objemu bunék.
Poéetbunék‘ CEB [ul] ‘ MEB [pl] ‘ NEB [pul] ‘ NEB-+ [pl] ‘ PEB [ul]

O,5x106‘ 100 ‘ 100 ‘ 50 ‘ 50 ‘ 50

Inkubace probéhla 10 minut pti 4°C a poté doslo k centrifugaci pii 500x g po dobu
5minut a k odebrani supernatantu do Cistych zkumavek na ledé obsahujici uz jen Cisty

cytoplazmaticky extrakt.

K peletu byl nésledné ptiddn membranovy extrakéni pufr (MEB) ulozeny na ledu
a rozpoustéjici membrany mitochondrie, endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu. Po
ptidani byly vzorky zvortexovany 5 sekund na nejvyssi rychlost a inkubovany 10 minut pfi
4°C. Pot¢ doslo k centrifugaci 5 minut pti 3000% g a ¢isty membranovy extrakt byl pfeveden

do novych zkumavek.
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Ihned na to byl k peletu pfidan jaderny extrakéni pufr (NEB) poskytujici rozpustny
jaderny extrakt. Poté doslo ke zvortexovani 15 sekund pfi nejvyssi rychlosti a inkubaci po
dobu 30 minut pii 4°C. Centrifugace probihala 5 minut pii 5000x g a Cisty jaderny extrakt

byl opét pienesen do novych zkumavek.

Mezitim byl pfipraven extrak¢éni pufr pro jaderné proteiny vazané na chromatin
(NEB+) obsahujici krom¢ inhibitorid proteaz také 5 pl 100 mM CaCl; a 3 ul mikrokokalni
nukledzy (300 jednotek, #88216) na 100 pul NEB pokojové teploty. Po pridani NEB+ doslo
ke zvortexovani 15 sekund na nejvys$si rychlost a k inkubaci 15 minut pii pokojové teploté.
Po inkubaci byly vzorky opét zvortexovany 15 sekund a zcentrifugovany 5 minut pfi

16 000x g. Chromatinov¢ vazany nuklearni extrakt byl pfeveden do novych zkumavek.

Jako posledni byl pfidan pelet extrakéni pufr (PEB) pokojové teploty. Opét probéhlo
zvortexovani po dobu 15 sekund a inkubace 10 minut pfi pokojové teploté. Centrifugace
probihala 5 minut pfi 16 000% g a kone¢ny cytoskeletalni extrakt byl pfenesen do novych
zkumavek. Ziskané vzorky byly uskladnény pii -80°C.
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4.5 Stanoveni koncentrace proteini pomoci BCA metody

Stanoveni koncentrace proteinit ve vzorcich ziskané metodou subcelularni
frakcionace bylo provedeno pomoci kitu Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay
(#23225). BCA proteinovy test kombinuje redukci Cu?* na Cu'* proteinem v alkalickém
médiu s vysoce citlivou a selektivni kolorimetrickou detekei kationtu (Cu'*) kyselinou

bicinchoninovou (BCA).

Piiprava vzorkd byla nasledujici: k 10 pl kazdého vzorku ziskaného subcelularni
frakcionaci bylo ptfidano 200 pl smési reagencii, ktera byla ptipravena dle instrukci vyrobce
v poméru 50:1 (pufry A:B). Ksestaveni kalibra¢ni ktivky byly na desticku ve stejném
objemu pfidany i BSA standardy o0 znamych koncentracich (A = 2000 pg/ml,
B =1500 pg/ml, C= 1000 ug/ml, D = 750 pg/ml, E = 500 pug/ml, F = 250 pg/mi,
G =125 pg/ml, H =25 ug/ml), ke kterym byla ve stejném objemu piidana také smeés
reagencii. Vzorek kalibra¢ni kiivky ,,I“ o koncentraci 0 ug/ml byl povazovan za slepy
vzorek (blank). Poté doslo k inkubaci 30 minut pii 37°C, byla zmé&fena absorbance pti
vlnové délce 562 nm a sestrojena kalibra¢ni kiivka (viz Obr. 10). Nakonec byla dopocitana
presna koncentrace pro jednotlivé vzorky, se kterou se dale pocitalo pii ptipraveé vzorkd pro

SDS-PAGE.

Graf na Obr. 10 zachycuje zavislost koncentrace a absorbance na zaklad¢ hodnot

naméfenych u druhého biologického opakovani.
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Obrazek 10: Kalibra¢ni kiivka.
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4.6 SDS-polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Metoda SDS-PAGE byla pouzita k separaci jednotlivych proteini a probihala
ve 12% polyakrylamidovych gelech. Principem je separace proteinii ve stejnosmérném
elektrickém poli podle jejich velikosti. Gelem prochazi stejnosmérny elektricky proud, diky
kterému proteiny zdporné¢ nabité pomoci dodecylsiranu sodného (SDS) migruji skrz gel
smérem ke kladné nabité anodé. Na zdkladé rtizné pohyblivosti jednotlivych proteini

dochazi k separaci. Prvni ¢ast gelu, tzv. separacni gel, byl ptipraven dle Tab. IX.

Tabulka IX: Schéma pro piipravu 12% separa¢niho gelu.

Latka MnozZstvi
30% AA° g ml
4 x separaéni pufr” 5mil
ddH.O 6,8 ml
10% APS 200 pl
TEMED 8 ul
2,2,2-trichlorethanol (TCE) 100 pl

Ihned po smichani byl roztok pro separa¢ni gel nalit do ptedem ptipravené aparatury.
Pro ziskani vodorovné hladiny gelu byla smés pievrstvena 30% isopropanolem (v/v). Po
ztuhnuti byl 30% isopropanol odstranén, dutina promyta a zbytek vody byl opatrné vysusen
filtraénim papirem. Byl pfipraven 5% zaostfovaci gel (viz Tab. X), do které¢ho byl po naliti

na separacni gel vlozen hiebinek s potfebnym mnozstvim jamek (10 ¢i 15).

Tabulka X: Schéma pro ptipravu 5% zaostfovaciho gelu.

Latka Mnozstvi
30% AA 660 pl
4 x zaostiovaci pufr’ 1ml
ddH,O 2,3ml
10% APS 40 pl
TEMED 4 ul
TCE 20 pl

2 Rotiphorese® Gel 30, 37,5:1
*1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4% SDS
*1,0 M Tris-HCl, pH 6,8, 0,4% SDS




V pribéhu tuhnuti zaostfovaciho gelu byly piipraveny vzorky, které byly poté
nanaseny do jednotlivych jamek. Mnozstvi vzorku bylo spocitdno podle koncentrace ziskané
metodou BCA (viz Kap. 4.5). Celkovy objem byl 16 ul a pomér vzorku a pfidané barvy
(4x LB DTT®) 3:1 (tedy 12:4 ul). Pozadované mnozstvi proteint bylo 4 000 ng a mnoZstvi

H,0 bylo dopocitano podle nasledujici rovnice:

4000
X

=y+z=12

X = koncentrace vzorku [ul]
y = mnozstvi vzorku [pl]

z = mnozstvi ptidané H,O [pl]

Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl opatrné vyjmut hiebinek a gely byly umistény do
elektroforetické aparatury, ktera se zalila 1x elektrodovym pufrem® a do jednotlivych jamek
byly napipetovany jednotlivé vzorky v mnozstvi 15 pl na jamku. Jako velikostni standard
byl pouzit Protein Marker VI (10-245) prestained (AppliChem, #A8889), ktery byl do
kazdého gelu nepipetovan v objemu 6 pl. Elektroforeticka separace probihala po dobu

90 minut ve stejnosmérném elektrickém poli pii napéti 100 V.

Gely byly nasledn€ vyjmuty z aparatury, promyty destilovanou vodou a analyzovany
na uspesnost separace. Ta byla provedena fotodokumentaci fluorescenéniho signalu TCE
excitovaného UV svétlem ve fotodokumentacnim zatfizeni GENESys, V1.5.2.0.
Zdokumentované gely byly posléze pouzity v ramci WB. Po jeho dokonceni byly proteiny

v gelu barveny pomoci PageBlue Protein Staining Solution (Thermo Scientific, #24620).

°0,313 M Tris-HCI, pH 6,8, 10 % SDS, 50 % glycerol, 0.05 % bromfenolova modi, 50 mM dithiotreitol (DTT)
0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS
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4.7 Western blot (WB)

WB je metoda pro detekci a charakterizaci proteini zaloZzena na principu
imunochromatografie, kdy jsou proteiny rozdéleny podle jejich molekulové hmotnosti
a pfeneseny nejcastéji na nitrocelulézovou ¢i PVDF (polyvinylidendifluorid) membranu
(Bhandari, 2017).

Po dokonceni metody SDS-PAGE byly nejprve PVDF membrany inkubovany 3-5
minut ve 100% methanolu a pouzité papiry v blotovacim pufru (0,025 M Tris-HCI, 0,192 M
glycin, 20% methanol). Po inkubaci doslo k piipravé ,,blotovaciho sendvice® (viz Obr. 11),

odstranéni bublin a zapnuti aparatury (20 V, 1 A, 30 minut).

Sponge
Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Sponge

Obrazek 11: Obecné schéma vytvoreného ,,blotovaciho sendvice® (Bhandari, 2017).

Membrany s navdzanymi proteiny byly nasledné blokovany za neustalého michani
1 hodinu pfi pokojové teploté v blokovacim roztoku z 5% odtuénéného suseného mléka
v PBS-T’. Detekce zdjmoveho proteinu byla provedena inkubaci membran s primarnimi
protilaitkami (viz Tab. Ill) nafedénymi v blokovacim roztoku. V zavislosti na typu
experimentu byly primarni protilatky s membranami inkubovany bud’to 1 hodinu pfi
pokojové teploté, nebo pies noc pti 4°C (vzdy za stalého michéani). Pro detekci navazanych
primarnich protilatek byly pouzity sekundarni protilatky (viz Tab. Ill) konjugované
s kifenovou peroxidazou (HRP) pro naslednou chemiluminiscentni detekci, coZ je detekce
emise viditelného svétla generovaného chemickou reakci. Inkubace membran se
sekunddrnimi protildtkami probihala vzdy 1 hodinu pii pokojové teploté. Vzdy pted
pfidanim sekundarni protilatky a po inkubaci sekundéarni protilatkou byly membrany
promyty 3x v PBS-T. Pro detekci navazanych sekundarnich protilatek konjugovanych
s HRP byl pouzit WesternBright™ Quantum kit (Advansta, #K-12042-D20) pouzity dle

instrukci vyrobce (smichéani roztoki A a B v poméru 1:1).

"PBS, 0,05% Tween

24



5 Vysledky

5.1 Detekce TBEV NS5 v transfekovanych buiikach pomoci
konfokalni mikroskopie

Kazdy pokus transfekce vektorem pCAGGS-NSS5 byl proveden ve dvou biologickych
opakovanich, pficemZz hodnoty intenzit laseri na konfokalnim mikroskopu a nasledné

upravovani signalu bylo provedeno se stejnymi hodnotami pro v§echny vzorky.

Priméarni optimaliza¢ni pokusy vedly k negativnim vysledkim z dGvodu malého
mnozstvi bun¢k ve vzorcich, proto byly vyzkouSeny rizné pocty bunék na jamku (15 000,

20 000, 60 000, viz Tab. IV), z ¢ehoz nejlepsi vysledky byly patrné u 20 000 bunék.

Aby bylo mozné presné definovat lokalizaci NS5-FLAG Vv ramci bunéénych
kompartmentii, byla nejprve provedena ko-lokalizace NS5 pomoci Anti-FLAG spole¢né
s markery pro mitochondrie (COX4) a endoplazmatické retikulum (Calnexin). Jadra byla
obarvena pomoci DAPI. V ptipad¢ transfekce ¢. 3 byl NS5 detekovan samostatné piimo

pomoci protilatky Anti-NS5 (4) vyrobené v Laboratofi aplikované biochemie na PfF JU.

Na Obr. 12 (ko-lokalizace COX4 a NS5-FLAG), Obr. 13 (ko-lokalizace Calnexinu
a NS5-FLAG) a Obr. 14 (lokalizace NS5) jsou zobrazeny reprezentativni vysledky ze dvou
biologickych opakovani, pfi¢emz pro kazdé opakovani bylo zdokumentovano 10-20 snimki
pro kazdou variantu. Vysledky ukazuji na vyznamnou lokalizaci v endoplazmatickém

retikulu se sporadickou jadernou lokalizaci.
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Obrazek 12: Transfekce ¢. 1: Bunky DAOY HTB-186 byly transfekovany plasmidy pCAGGS-NS5
a pCAGGS a fixovany po 24 hodinach. Nasledné byla provedena imunodetekce mitochondrialnim markerem
COX4 a NS5-FLAG. Zvétseni 60% a métitko 250 um.
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Obriazek 13: Transfekce ¢. 2: Buiiky DAOY HTB-186 byly opét transfekovany plasmidy pCAGGS-NS5
a pCAGGS a fixovany po 24 hodinach. Imunodetekce v ptipadé transfekce ¢. 2 byla provedena markerem
cytoplazmatického retikula Calnexinem a NS5-FLAG. Zvétseni 60x a métitko odpovida 250 pm.
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DAPI Anti-NS5 (4) Spojené

pCAGGS-NS5  pCAGGS-NS5

pCAGGS

Obrazek 14: Transfekce ¢. 3: Buiky DAOY HTB-186 byly transfekovany plasmidy pCAGGS-NS5
a pPCAGGS a fixovany po 24 hodinach. Imunodetekce NS5 byla provedena primarni protilatkou Anti-NS5 (4).
Prvni fddek na Obr. 14 zndzorfiuje Anti-NS5 (4) po inkubaci pies noc pii 4 °C a druhy fadek inkubaci jednu
hodinu pfi pokojové teploté. ZvétSeni 60x a métitko odpovida 250 pm.
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5.2 Detekce TBEV NS5 v infikovanych buiikach pomoci konfokalni
mikroskopie

Detekce TBEV NS5 v infikovanych bunkach byla provedena ve dvou biologickych
opakovanich a pro obé opakovani byl pocet nasazenych bunék 15 000 na jamku. Inkubace
primarni protilatkou Anti-NS5 (4) trvala bud’to pfes noc pii 4 °C, anebo 1 hodinu pfi
pokojové teploté (shodné podminky jako v ptipad¢ transfekce €. 3).

Hodnoty intenzit laserti na konfokdlnim mikroskopu a nésledné upravovani signalu
bylo provedeno opét se stejnymi hodnotami pro vSechny vzorky. Jadra byla standardné
obarvena pomoci DAPI. Aby doslo k potvrzeni specificity protilatek proti NS5, byla
provedena soucasné detekce dalsiho virového proteinu NS3, ktery se spoleéné s NS5 podili
na tvorb& replikaéniho komplexu. Reprezentativni vysledky ko-lokalizace proteinu NS3
pomoci Anti-NS3 protilatky a proteinu NS5 pomoci Anti-NS5 (4) primarni protilatky jsou
zaznamenany na Obr. 15 (inkubace primarni protilatky ptes noc pii 4°C), Obr. 16 (inkubace
primarni protilatky 1 h pti pokojové teplote) a Obr. 17 (jaderna lokalizace TBEV NS5).

Porovnanim intenzity signalu pro TBEV NS5 na Obr. 15 a Obr. 16 jsou vysledky
témeét totozné, piiCemZz =z hlediska lokalizace opét nejvice pievaZzovala oblast
endoplazmatického retikula (Jak u NS5, tak 1 NS3). Vramci detekce TBEV NS5
v infikovanych bunkach byly zaznamenané piipady bunék s téméf vyluéné jadernou
lokalizaci (Obr. 17), jednalo se vSak pouze o jednotky bunék. Signal pro NS5 a NS3 se dle
ocekavani z vetsi ¢asti prekryval, nebot, jak jiZ bylo feeno, oba proteiny tvoii spolecné

replika¢ni komplex v rdmci invaginaci membran endoplazmatického retikula.

29



(+) SSN-Duy ¢SN-NuUY Idvd

sualodg

Obrazek 15: Infekce ¢. 1: Bunky DAOY HTB-186 byly infikovany TBEV (kmen Hypr) a jako negativni
kontrola byla pouzita mozkova suspenze z neinfikovanych mysi (Mock). Fixace probé&hla 24 hodin po infekci
a inkubace primarnimi protilatkami (Anti-NS5 (4) a Anti-NS3) probihala pfes noc pti 4 °C. Zvétseni 60x
a métitko odpovida 250 um.
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Obrazek 16: Infekce ¢. 2: Bunky DAOY HTB-186 byly infikovany TBEV (kmen Hypr) a jako negativni
kontrola byla pouzita mozkové suspenze z neinfikovanych mysi (Mock). Fixace probé&hla 24 hodin po infekci
a inkubace primarnimi protilatkami (Anti-NS5 (4) a Anti-NS3) probihala 1 hodinu pii pokojové teploté.
Zvétseni 60% a mefitko odpovida 250 pm.
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DAPI Anti-NS5 (4) Spojené

Obrazek 17: Jaderna lokalizace NS5: Buniky DAOY HTB-186 byly infikovany TBEV (kmen Hypr) a jako
negativni kontrola byla pouzita mozkova suspenze z neinfikovanych mysi (Mock). Fixace prob&hla 24 hodin
po infekci a inkubace primarnimi protilatkami (Anti-NS5 (4) a Anti-NS3) probihala 1 hodinu pti pokojové
teploté. Zvétseni 60x a méfitko odpovida 250 um. Signal pro NS5 je zaznamenan i v oblastech jader zna¢enych
pomoci DAPI, coz miiZze naznacovat jadernou lokalizaci tohoto proteinu.
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5.3 Kvantifikace fluorescen¢niho signalu pro TBEV NS5 v jadre
a cytoplazmé

Pro detailnéjsi analyzu jaderné lokalizace proteinu NS5 Vv zédvislosti na pfitomnosti
virovych faktorii byla kvantifikovdna intenzita fluorescence v ramci cytoplazmy a jadra
u transfekovanych i infikovanych bunc€k, a to za pouziti programu Imagel. K vypoctu
celkové fluorescence bunky (CTCF) byl pouzit nize uvedeny vzorec, kde IntDen oznacuje
integrovanou hustotu, Area se rovna plose vybraného objektu a Mean je primér naméienych
hodnot na pozadi:

CTCF. = IntDen — (Areawnole cell X Mean)
CTCF, = IntDen — (Areanycleus X Mean)

Byla provedena kvantifikace fluorescenéniho signalu pro celou buiku (CTCF.)
a pouze jadro (CTCF,), pficemz cytoplazmaticky signal byl vypocitan rozdilem hodnot pro
CTCF.a CTCFy:
CTCF: = CTCF. - CTCF,

Fluorescencni signal byl méfen u stejného mnozstvi transfekovanych i infikovanych
bunék a z poméru stiedni hodnoty fluorescence (F) jadra a cytoplazmy (F n/c) byl sestrojen
graf na Obr. 18.
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mtransfekce  minfekce

Obrazek 18: Stiedni hodnota fluorescence: Graf na Obr. 18 shrnuje vypolty poméri stfedni hodnoty
fluorescence (F) jadra a cytoplazmy u transfekovanych (modré oznaceni, n = 20) a infikovanych (Eervené
oznaceni, n = 20) bunék.
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5.4 Subcelularni frakcionace a SDS-PAGE

Pro potvrzeni vysledk lokalizace TBEV NS5 z konfokalni mikroskopie byla
nasledn¢ provedena detekce TBEV NS5 v subcelularnich frakcich ziskanych z infikovanych
1 transfekovanych bunék. Tato metoda spocivala v piipravé jednotlivych cytoplazmatickych,
membranovych, rozpustnych jadernych, chromatinové vazanych a cytoskeletalnich
proteinovych extrakti pomoci pufri pro jednotlivé bunééné frakce (CEB, MEB, NEB,
NEB+, PEB).

Subcelularni frakcionace byla provedena ve tifech biologickych opakovanich

a celkem bylo vytvoieno vzdy 5 vzorkd pro jednotlivé varianty:

1) transfekci plasmidem pCAGGS-NS5
2) transfekci plasmidem pCAGGS
3) infekci TBEV (kmen Hypr)

4) infekci negativni kontrolou (Mock)

Dohromady bylo vygenerovano 20 vzorki pro jedno biologické opakovani a separace
proteinovych extraktll zjednotlivych frakci byla provedena metodou SDS-PAGE, ktera
probihala ve 12% polyakrylamidovych gelech. Koncentrace proteinii ve vzorcich byla
stanovena pomoci BCA metody (viz Kap. 4.5). Byla zméfena absorbance, vytvoiena
kalibra¢ni kiivka (BSA standardy) a dopocitana piesna koncentrace jednotlivych vzorku.
Mnozstvi proteinil nanesenych na jamku bylo vzdy 4 000 ng a celkovy objem vzorku na

jednu jamku ¢inil 15 pl.

Proteiny separované metodou SDS-PAGE byly nejprve analyzovany na tspé&S$nost
separace pomoci fluorescence TCE navazaného na proteiny (Obr. 19 a 20). Analyza separace
a uspésnost blotovani byly poté ovéfeny barvenim proteint v gelu pomoci PageBlue Protein
Staining Solution, které bylo provedeno po blotovani. Vysledky jsou zaznamenany na
Obr. 21 a 22.
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MEB MEB NEB  NEB Marker

Obrazek 19: Separace gelu ¢. 1, vyvolavani signalu TCE: Separované vzorky cytoplazmatického extraktu
(CEB), membranového extraktu (MEB) a poloviny vzorkli jaderného extraktu (NEB). NS5 znadi vzorky
transfekované plasmidem pCAGGS-NS5, pCAGGS oznauje vzorky transfekované pouze pCAGGS, INF
znaéi vzorky infikované kmenem TBEV Hypr a NK oznacuje vzorky infikované Mock. Pouzity marker
(Protein Marker V1 (10-245) prestained) je viditelny na konci fady.

NEB NEB NEB+ NEB+ NEB+ NEB+ PEB PEB PEB PEB Marker

Obrazek 20: Separace gelu ¢. 2, vyvolavani signalu TCE: Separované vzorky druhé poloviny jaderného
extraktu (NEB), chromatinové vazaného extraktu (NEB+) a cytoskeletalniho extraktu (PEB). NS5 znaci opét
vzorky transfekované plasmidem pCAGGS-NS5, pCAGGS oznacuje vzorky transfekované pouze pCAGGS,
INF znac¢i vzorky infikované kmenem TBEV Hypr a NK oznacuje vzorky infikované Mock. Pouzity marker
(Protein Marker VI (10-245) prestained) je viditelny na konci fady.
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Obrazek 21: PageBlue barveny gel ¢ 1: Separované vzorky cytoplazmatického extraktu (CEB),
membranového extraktu (MEB) a poloviny vzorkl jaderného extraktu (NEB). NS5 znaci opét vzorky
transfekované plasmidem pCAGGS-NS5, pCAGGS oznauje vzorky transfekované pouze pCAGGS, INF
zna¢i vzorky infikované kmenem TBEV Hypr a NK oznacuje vzorky infikované Mock. Pouzity Protein Marker
VI (10-245) prestained je viditelny opét na konci fady.

NEB NEB NEB+ NEB+ NEB+NEB+ PEB PEB PEB PEB
INF  NK NS5 pCAGGS INF NK NS5 pCAGGS INF NK Marker

Obrazek 22: PageBlue barveny gel ¢. 2: Separované vzorky druhé poloviny jaderného extraktu (NEB),
chromatinové vazaného extraktu (NEB+) a cytoskeletalniho extraktu (PEB). NS5 znaci vzorky transfekované
plasmidem pCAGGS-NS5, pCAGGS oznaduje vzorky transfekované pouze pCAGGS, INF znaéi vzorky
infikované kmenem TBEV Hypr a NK oznacuje vzorky infikované Mock. Protein Marker VI (10-245)
prestained) je umistén opét na konci fady.
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5.5 Western blot (WB)

Metoda WB byla pouzita k detekci TBEV NS5 v ramci jednotlivych subcelularnich
frakci, pricemz kromé lokalizace NS5 byla zjiStovana také lokalizace proteinu GAPDH
(glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza). GAPDH je enzym o velikosti pfiblizné¢ 37 kDa,
ktery tvori zakladni slozku glykolytické drahy, kdy katalyzuje zejména izomeraci
glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat (Jakubovics et al., 2014). GAPDH byl
pouzit pifedevSim jako cytosolicky marker a jako kontrola mnozstvi nanesenych vzorkl

Vv ptipad¢ cytoplazmatické frakce (Johnson, 2012).

Veskeré pokusy byly provedeny ve trech biologickych opakovénich. Vysledky
lokalizace GAPDH jsou zaznamenany na Obr. 23 a vysledky lokalizace TBEV NS5 na
Obr. 24.

CEB CEB CEB CEB MEB MEB MEB MEB NEB NEB NEB NEB
NS5 pC. INF NK NS5 pC. INF NK NS5 pC. INF NK Marker

NEB+ NEB+ NEB+ NEB+PEB PEB PEB PEB 3/ 4 ..
NS5 pC. INF  NK NS5 pC. INF NK )

Obrazek 23: Western blot 1: Detekce GAPDH po inkubaci s primarni protilatkou Anti-GAPDH a sekundarni
protilatkou Anti-Rabbit-HRP. CEB oznacuje cytoplazmatické frakce, MEB membranové frakce, NEB znaci
jaderné frakce, NEB+ chromatinové vazané frakce a PEB frakce cytoskeletdlni. NS5 zna¢i vzorky
transfekované plasmidem pCAGGS-NS5, pC. oznaCuje vzorky transfekované pouze pCAGGS, INF znaci
vzorky infikované kmenem TBEV Hypr a NK oznacuje vzorky infikované Mock.

CEB CEB CEB CEB MEB MEB MEB MEB NEB NEB
NS5 pC. INF NK NS5 pC. INF NK NS5 pC.  Marker

NEB NEB NEB+ NEB+ NEB+ NEB+PEE PEB PEB PEB Marker
INF NK NS5 pC. INF NK NS5 pC. INF NK )

Obrazek 24: Western blot 2: Detekce NS5 po inkubaci s primarni protilatkou Anti-NS5 (4) a sekundarni
protilatkou Anti-Guinea Pig-HRP. CEB oznacuje cytoplazmatické frakce, MEB membranové frakce, NEB
znadi jaderné frakce, NEB+ chromatinové vazané frakce a PEB cytoskeletdlni frakce. NS5 znac¢i vzorky
transfekované plasmidem pCAGGS-NS5, pC. oznauje vzorky transfekované pouze pCAGGS, INF znaci
vzorky infikované kmenem TBEV Hypr a NK oznacuje vzorky infikované Mock.
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5.6 Kvantifikace chemiluminiscentniho signalu pomoci programu
ImageJ

Pro detailngj$i porovnani lokalizace TBEV NS5 v ramci jednotlivych bunéénych
frakci byl chemiluminiscentni signal kvantifikovan u vSech biologickych opakovéani pomoci
programu ImageJ. Vstupni mnozstvi proteinu v kazdém vzorku bylo totozné (4 000 ng),
Z tohoto diivodu jsme neprovedli Zadnou dals§i normalizaci. Z jednotlivych priméri byl poté
sestrojen graf na Obr. 25 zachycujici relativni hodnoty vztazené k signalu CEB INF
(100% = 1,00). Signal pro NS5 byl detekovan ve vsech frakcich, avsak nejvice ve frakcich

CEB, MEB a NEB, pticemz hodnoty mezi procesem transfekce a infekce se nelisi.
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Obrazek 25: Kvantifikace chemiluminiscentniho signalu pro NS5: Graf na Obr. 25 zachycuje relativni
hodnoty vztazené k signalu CEB INF (ten bran jako 1). Transfekce plasmidem pCAGGS-NS5 je oznadena
modrie a infekce TBEV Hypr Cervené. Na svislé ose jsou uvedeny naméfené hodnoty signalti a nazvy na
vodorovné ose znaci jednotlivé frakce: cytoplazmaticka frakce (CEB), membranova frakce (MEB), jaderna
frakce (NEB), frakce vazana na chromatin (NEB+) a cytoskeletalni frakce (PEB).
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6 Diskuze

TBEV (Celed’ Flaviviridae) zptsobuje onemocnéni centralniho nervového systému
znamé jako TBE. Do celedi Flaviviridae spadaji spole¢né s TBEV i jiné celosvétové
rozsitené viry jako naptiklad DENV, virus Zika ¢i virus zluté zimnice (Simmonds et al.,
2017). Kazdoro¢né je hlaseno piiblizn¢ 10 000 ptipadi TBE po celém svété a v soucasné
dobé neexistuje zadnd specificka 1écba, nemoci lze pouze zabréanit aktivni imunizaci
(Orlikova et al., 2020). Vzhledem k hlavni roli pti flavivirové replikaci by mohl NS5 protein
predstavovat jeden z moznych cilii pro navrh antivirotik a udaje ziskané v ramci této prace

by mohly pomoci v dal§im vyzkumu.

Flavivirovy protein NS5 obsahuje dvé funkéni domény s enzymatickou aktivitou, a to
N-terminalni metyltransferazovou doménu (MT4aza) a C-terminalni RNA-dependentni RNA
polymerdzovou doménu (RdRPD) (Best, 2017). RARPD dale obsahuje lokaliza¢ni sekvence
nezbytné pro interakce s jinymi virovymi a hostitelskymi proteiny, napiiklad s proteinem
NS3 (RNA helikaza), ktery se spolecné¢ s proteinem NS5 podili na tvorbé replika¢niho
komplexu (Dwivedi et al., 2017). Pfedpoklada se, ze vétSina funkci tohoto proteinu probiha
Vv cytoplazmé, konkrétné v membranovych soustavach endoplazmatického retikula, kde
dochazi k replikaci a tvorbé novych virioni (Hulo et al., 2011). U DENV vsak byla
piekvapivé dokumentovana migrace proteinu NS5 do jadra, ovSem bez jasné role v replikaci

nebo patogenezi (Tay et al., 2016).

Detekce proteinu TBEV NS5 v transfekovanych bunikach byla jiz experimentalné
provedena (Werme et al., 2008, Zheng et al., 2018). V obou pracich NS5 protein lokalizoval
vyhradné v ramci cytoplazmy. Nicméné vzhledem Kk absenci jakychkoliv dat v ramci
infikovanych bunék bylo cilem této prace charakterizovat lokalizaci TBEV NS5
v transfekovanych (pCAGGS-NS5) a infikovanych lidskych neuralnich bunkach DAOY
HTB-186.
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Za pouziti programu cNLS Mapper (Kosugi et al,, 2009) byl predikovan NLS
I vramci TBEV NS5 (kmen Hypr). Jako pozitivni kontrola pro predikci NLS byl pouzit
DENV-2 NS5, u n¢hoz byla jaderna lokalizace experimentalné potvrzena (Tay et al., 2016).
cNLA Mapper identifikoval celkem 10 moznych NLS sekvenci v ramci DENV-2 NS5,
zatimco pro TBEV NS5 byly identifikovany pouze dvé (Tab. I a II), piicemz
aminokyselinové sekvence predikovanych NLS pro TBEV a DENV-2 NS5 nebyly shodné.
Tato data indikovala moZnou jadernou lokalizaci pro TBEV NS5, a proto bylo rozhodnuto

toto zjisténi experimentalné overit.

Dle vysledki imunodetekce a nasledné konfokdlni mikroskopie byla lokalizace
proteinu TBEV NS5 v ramci transfekovanych (pCAGGS-NSS5) i infikovanych (TBEV Hypr)
bun¢k prevazné cytoplazmaticka (F n/c poméry 0,20 a 0,23). Vyluéné jaderna lokalizace
byla zaznamenana pouze u procesu infekce, a to viadu jednotek bun€k. Naproti tomu
lokalizace DENV NS5 analyzovana v praci Tay et al. (2016) poukazala na témét vyluéné
jadernou lokalizaci pro sérotypy DENV-2, DENV-3 a DENV-4 (F n/c 20,7, 13,0 a 4,94, viz
Obr. 26). Dalsim zajimavym zji§ténim v ramci zminované studie byla naprosto rozdilna
lokalizace pro sérotyp DENV-1, kdy, podobné jako v ptipadé TBEV, NS5 lokalizoval

pfevazné v cytoplazmé.
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Obrazek 26: Porovnani lokalizace TBEV NS5 a DENV NS5: Na hornim obrazku (A) je vidét cytoplazmaticka
a jaderna lokalizace NS5 u TBEV (kmen Hypr). Zvétseni 60% a métitko odpovida 250 um. Dolni obrazek (B)
ukazuje prevazné cytoplazmatickou lokalizaci NS5 u DENV-1 a jadernou lokalizaci NS5 u DENV-2, DENV-3
a DENV-4 (Tay et al., 2016).

Pro potvrzeni pozorované jaderné lokalizace TBEV NS5 bylo pfistoupeno k detekci
TBEV NS5 v jednotlivych organelarnich frakcich pomoci metody subcelularni frakcionace,
a to vramci transfekovanych i infikovanych bunck. Separace proteinovych extraktl
z jednotlivych frakci poté probihala metodou SDS-PAGE a detekce cilovych proteinti byla
provedena pomoci WB, kde byly detekovany proteiny GAPDH a TBEV NS5.
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GAPDH byl pouzit primarné¢ jako cytosolicky marker pro ovéfeni Ccistoty
jednotlivych frakci (Johnson, 2012), zejména pak jaderné a cytoplazmatické. Vysledky
lokalizace GAPDH byly pomérné prekvapivé, jelikoz signal pro GAPDH byl zaznamenan ve
vSech frakcich svyjimkou PEB (cytoskeletarni frakce). Kromé ocekavanych
cytoplazmatickych frakci byl GAPDH zaznamenan zejména ve frakcich jadernych (Obr. 23).
Tato skute¢nost by mohla byt zplisobena faktem, ze GAPDH kromé své role v glykolyze
iniciuje také kaskadu programované bunécéné smrti - apoptozy (Sen et al., 2008). Bylo
zjisténo, ze ve stresovych podminkach mohou apoptotické podnéty aktivovat iNOS
(indukovatelna NO syntdza), ktera nitrosyluje GAPDH, a tim aktivuje jeho import do jadra
(Sen et al., 2008). V jadie GAPDH stimuluje aktivitu acetyltransferazy p300/CREB, coz
vede k aktivaci exprese pro-apoptotického genu p53 (Sen et al., 2008). Jelikoz proces
transfekce 1 infekce muize byt timto stresovym faktorem, neni pouZiti GAPDH jako
cytosolického markeru pravdépodobné pfili§ vhodné. Alternativnimi moznostmi pro pristi

pouziti by mohly byt napiiklad cytoskeletarni proteiny vimentin, desmin nebo B-tubulin.

Krom¢ této proapoptotické funkce GAPDH, spusténé transfekci ¢i infekei, je dalsi
moznosti rovnéz kontaminace cytoplazmatickou frakci v ramci ostatnich analyzovanych
frakci. Tato moZnost je ale vzhledem ke stabilnimu signalu v ramci frakci MEB a NEB méné
pravdépodobnda, nebot v pfipadé¢ kontaminace by intenzita signdlu pro GAPDH méla

Vv pritbéhu piipravy frakci klesat (CEB > MEB > NEB > NEB+ > PEB).

Také bylo zjisténo, ze GAPDH ko-lokalizuje s virovou RNA polymerazou (NS5)
v bunikach infikovanych virem japonské encefalitidy, ktera méni jeho subcelularni lokalizaci,

coz by mohlo naznacovat replikacni funkci tohoto enzymu (Yang et al., 2009).

TBEV NS5 byl detekovan ve vSech subcelularnich frakcich, a to v ramci
transfekovanych i infikovanych bunék. Poméme silny signél v jadernych frakcich podpofil
hypotézu jaderné lokalizace TBEV NS5. VétSina funkci tohoto proteinu spojend s replikaci
viru probihd v cytoplazmé na membranach endoplazmatického retikula (Hulo et al., 2011),

tudiz signaly u téchto frakei byly pfedpokladané.

42



I pres intenzivni vyzkum neni vyznam jaderné lokalizace NS5 stale plné objasnén.
Podle ptedchozich vyzkumii u ptibuznych vir (napt. Usutu virus) by mohla jaderna
lokalizace souviset naptiklad s interakci s bunénymi transkripénimi faktory, které ovliviuji
expresi né¢kolika hostitelskych geni ve prospéch virové replikace (Albentosa-Gonzéles et al.,
2020). U DENV by zase jaderna lokalizace mohla dle studie De Maio et al. (2016) souviset
se zménami V alternativnim splicingu a u viru Zika bylo prokazano, ze jaderna lokalizace
proteinu NS5 se podili pfevazné na potlaceni interferonového regula¢niho faktoru 3 (IRF3)
zprostiedkovaného aktivaci transkripce a inhibice IFN-0, coZz naznacuje, Ze subcelularni
lokalizace NS5 muize byt dtlezita také pro funkci NS5 proteinu pfi vrozené imunitni supresi

(Zhao et al., 2019).

V této praci byla popséana lokalizace TBEV NS5 v infikovanych a transfekovanych
buiikdich DAOY HTB-186, ktera byla pievazné cytoplazmaticka. Konkrétné byl NS5 protein
exprimovan predev§im na membrdnach endoplazmatického retikula. Zajimavym zjisténim
byla i jaderna lokalizace, kterou podporuji ziskana data z konfokalni mikroskopie
I subcelularni frakcionace. Je ovSem pravdou, Ze v porovnani s DENV-2 dochazi pouze
k ¢asteéné jaderné lokalizaci, nikoliv vétSinové. Budouci experimenty tedy mohou byt
zamé&feny napiiklad na zjiSt€ni funkce TBEV NS5 v jadfe nebo na prozkoumani jeho
nereplikacnich funkci, coZ by mohlo vyrazn€ pfispét k lepSimu pochopeni patogeneze

TBEV.
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7 Z.Aavér

V této praci se podafilo lokalizovat protein TBEV NS5 vramci lidské
meduloblastomové linie DAOY HTB-186, a to jak v pfipad¢ infekce, tak za pouziti sav¢iho
expresniho konstruktu pCAGGS-NS5. Ko-lokalizace TBEV NS5 v ramci transfekovanych
bunék v kombinaci s markery pro jednotlivé bunécné organely byla vyhodnocena piredevsim
jako cytoplazmatickd na membranach endoplazmatického retikula. V ptipadé infekce byla
pozorovana ko-lokalizace virovych proteini TBEV NS3 a NS5 v ramci endoplazmatického
retikula a zaroven byla v par pripadech zaznamenana také jaderna lokalizace TBEV NSS5.
Subcelularni frakcionace odhalila pfitomnost TBEV NS5 ve vSech analyzovanych frakcich
(cytoplazmatickd, membrénova, jadernd, chromatinové vdzand i1 cytoskeletalni), pfiCemz

7adna z frakcei jednoznaéné neptevazovala.
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8 Seznam pouzitych zkratek

Blank slepy vzorek

Calnexin marker endoplazmatického retikula
CEB cytoplazmaticky extrakéni pufr
COX4 mitochondrialni marker

C protein kapsidovy protein

CTCF celkova fluorescence buiky
DAPI montovaci médium

DENV virus dengue

E protein hlavni obalovy protein

F sttedni hodnota fluorescence

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

HRP kfenova peroxidaza

INF-a interferon typu |

IRF3 interferonovy regulaéni faktor 3

MEB membranovy extrakéni pufr

Mock mozkova suspenze z neinfikovanych mysi

M protein membranovy protein

MTéza methyltransferaza

NEB jaderny extrakéni pufr

NEB+ extrakéni pufr pro jaderné proteiny vadzany na chromatin
NLS jaderny lokaliza¢ni signal
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PBS pufrovany fyziologicky roztok

PBS-T pufrovany fyziologicky roztok obsahujici Tween
PEB pelet extrak¢ni pufr

PVDF polyvinylidendifluorid

RdRP RNA-dependentni RNA polymeraza

RARPD doména RdRp

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE  SDS-polyakrylamidové elektroforéza

TCE 2,2,2-trichlorethanol

TBE klistova encefalitida
TBEV virus klistové encefalitidy
WB Western blot
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