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Anotation

This study focuses on the optimization of dot-blot method for detection of sSfRNA in RNA
isolated from sfRNA-transfected or TBEV-infected DAOY HTB 186 human neural cells. The
optimization led to successful detection of sSfRNA hybridization signal. However, unspecific
hybridization signal in negative control were observed and attempts to remove it failed to
improve signal specificity or unspecific hybridization signal source identity using northern
blot. The optimization of gRT-PCR essay for quantification of SfRNA in sfRNA-transfected
or TBEV-infected DAOY HTB 186 human neural cells was also performed. Interestingly, the
gRT-PCR essay adopted from Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 failed to perform efficiently
using gRT-PCR chemistry established for qRT-PCR essays in our laboratory and thus could
not be used for reliable quantification of SfRNA in samples used in this work. Attempts to
design custom gPCR essay for sSfRNA quantification also failed to work most probably due to

difficult secondary structures formed in the sSfRNA structure.
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1 Uvod
1.1 TBEV

Klistova encefalitida (TBE) je bézné lidské onemocnéni zplisobeno virem klistové
encefalitidy (TBEV, z anglického tick borne encaphalitis virus) a postihuje centralni nervovy
systém nakazenych. Virus jako prvni popsal primar Dr. Hans Schneider jiz v roce
1931(Schneider H., 1931). Onemocnéni zasahuje velkou ¢ast Evropy, severni Asie a Ciny.
Klisté obecné Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae) je primarnim pfenaseéem Evropského subtypu
TBEV (Kaiser R., 2016). I. ricinus (klist¢ obecné) je krev sajici pavoukovec. I. ricinus se
piisava k celé fad¢ zivocichu. Hostitelé I. ricinus jsou zastupci riznych plazi, ptakt a savc.
Jednim z hostitelt I. ricinus mtize byt i ¢lovek, na kterého klisté mize prenést TBE (Medlock
J.M. et al., 2013). TBEV se tadi do ¢eledi Flaviviridae, rodu Flavivirus (Labuda M. et al.,
1996).

1.1.1 Taxonomie ¢eledi Flaviviridae

Celed’ Flaviviridae se taxonomicky rozdéluje do &tyt rodd a jsou to Hepacivirus,
Pegivirus, Pestivirus a Flavivirus (Simmonds P. et al., 2017). Fylogenetické vztahy téchto
rodii jsou znazornény na Obr. 1 a Obr. 2. Rod Hepacivirus zahrnuje jeden z nejvyznamnéjsich
lidskych patogenti viru hepatitidy C, ktery celosvétoveé ro¢né nakazi 3-4 miliony lidi a asi 170
miliont lidi jsou chronicky infikovani s naslednym vyvojem jaterni cirhdzy a jaterni rakoviny
(Mohd H. et al., 2013). Pegivirus je posledni objeveny rod ¢eledi Flaviridae, ktery patrné
postrada patogenitu (Stapleton J. T. et al., 2011). Pestivirus je jeden z rodu postihujici
prevazné skot. Skot nakazeny virem Pestivirus trpi pfevazné bovinni virovou diarrheou a
prasata trpi morem prasat (Schweizer M., Peterhans E., 2014). Ctvrtym rodem je Flavivirus
ktery obsahuje vice nez 70 druhti virt. Mezi ty nejznamé;jsi patii virus zluté zimnice (YF),
virus japonské encefalitidy (JEV), virus klistové encefalitidy (TBEV), dengue virus (DENV),
virus zdpadonilské horecky (WNV), Racio encefalicky virus a virus St. Louise encefalitidy
(Leyssen P. et al., 2000). Flavivirus se dale déli podle typu pienasece, a to na komari, klistétem
ptreneseny a neznamého ptivodu. Prvni dva typy pienost jsou charakteristické pro skupiny virt
zahrnujici lidské patogeny, zatimco posledni zahrnuje pouze par vird, které byly izolovany
z mysi a netopyra (Kuno G. et al., 1998). Primarnimi hostiteli prvnich dvou typt virt jsou
mofsti ptaci a obratlovci, a to prevazné hlodavci u nichz se infekce projevi od asymptotickych

az po zavazné piiznaky, mezi které patii hemoragicka horecka nebo neurologické onemocnéni.



Tyto primarni hostitelé a piiznaky jsou typické pro vyse uvedené viry, piedevsim pro TBEV,
YF, DENV, JEV a WNV (Simmonds P. et al., 2017).
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Obrazek 1: Fylogenetické vztahy ¢eledi Flaviridae (Romero-Brey ., Bartenschlager R., 2014).

1.1.2 Flaviviry

Flavivirus je maly virus, obaleny a obsahujici pfevazné jednovlaknovou pozitivné
nabitou genomickou RNA o velikosti pfiblizn¢ 11 kb (Tamura T. et al., 2019). Vétsina
Flavivira je pienaSena infikovanymi klist'aty nebo komary do savci jako jsou domaci i volné
Zijici zvitata, ale 1 ¢lovek. Komaii jsou nejcastéjSim prenaSecem vétSiny nemoci zplsobené
Flaviviry. V hostiteli poté zpusobuji dané nemoci (Gould E., Solomon T., 2008). Zastupci
komary prenasenych Flavivirt jsou pivodci zluté zimnice, japonské encefalitidy, St. Louise
encefalitidy, nemoci dengue a zapadonilské nemoci. U téchto nemoci je ¢lovek kone¢nym

hostitelem. KliStata pienasi pfevazné¢ TBEV, virus kjasanurského lesa a virus zpisobujici

Omskou hemoragickou horecku (Gould E., Solomon T., 2008).

1.1.3 RozSireni

Flaviviry jsou rozsifeny témér po celém svété jejich rozsiteni lze vidét na obr.2.
Zapadonilska horecka je ze vSech nemoci zptsobenych Flaviviry nejvice rozsitena. JEV, jak
jiz jméno napovida se vyskytuje zejména v jihovychodni Asii. Oblasti s nejvyssim poctem lidi
nakazenych DENV jsou tropy a subtropy (Stapleton J. T. et al., 2011; Kuno G. et al., 1998).

v

TBEV je zejména rozsifena ve vychodni Evropé€ sttedni az vychodni Asii.
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Obrazek 2.: Rozsiteni nejvyznamnégjsich Flavivira (Sips G. J. et al., 2012).

1.1.4 Subtypy TBEV

TBEV je délen do tii hlavnich subtypti. Témito subtypy jsou Evropsky, Sibifsky a
dalnovychodni subtyp. Evropsky a dalnovychodni subtyp jsou fylogeneticky ptibuznéjsi,
jelikoZ jsou shodné u asi 95,6 % aminokyselinovych sekvencich (Holzmann H. et al., 1992).
Existuji dal$i nedavno objevené subtypy, mezi né patii Bajkalsky subtyp a Himalajsky subtyp
(Dai X. et al., 2018).

1.1.5 RozSifeni subtypii

Rozsiteni subtypti zndzornéno na Obr.3 a jejich nemonklatura je klasifikovana na
zaklad¢€ nazvu oblasti rozsifeni. Evropsky subtyp se nejvice vyskytuje ve stfedni a zadpadni
Evropé, zapadnim Uralu a Sibifi. Sibifsky subtyp se vyskytuje zejména v Rusku,
V pobaltskych statech a severnim Finsku. Délnovychodni subtyp se nejcastéji objevuje ve
vychodnim Rusku a dalném vychodg, a to ptevazné v Japonsku (Mansfield K. L. et al., 2009).
Znazornéni na mapé Ize vidét na obrazku 3, kde Evropsky a Sibitsky subtyp jsou znazornény

zelenou barvou a Japonsky subtyp barvou ¢ervenou (Sips G. J. et al., 2012).

1.1.6 Pienos TBEV
V Evropé bylo rozpoznano 8 druhti klistat fadu Ixodida, ktefi jsou ptenaSeci TBEV.
Nejbéznéjsim prenasecem Evropského subtypu TBEV je I. ricinus. Prenasecem pro Sibifsky

a dalnovychodni subtypy je Ixodes persulcatus (Klisté sibifské) (Kollaritsch H. et al., 2012).



Klisté se nakazi TBEV od jiz nakazeného hostitele nebo jiného nakazeného klistéte
vyskytujiciho se na stejném hostiteli. V téle kliStéte se poté virus pomnozi a pomoci jeho
kousnuti nakazi jiného obratlovce, vCetné ¢loveéka. Pienos z klistéte na jiné klist€¢ probiha na
stejném hostiteli, pfedev§im mezi nymfami a larvami klist’at. Jejich rozmisténi na primarnich
hlodav¢ich hostitelich je shlukové. (Lickova M. et al., 2020).

1.1.7 Priznaky infekce TBEV

TBE je jednim z nejvyznamnégjSich onemocnénich centralniho nervového systému
¢loveka, zpusobené patogennim TBEV. TBEV se do téla dostane kousnutim klistéte (Bogovic
P., Strle F., 2015)

Po infekci TBEV nastava bezptiznakova faze, tzv. inkubaéni doba trvajici 4-28 dni.
Prvni pfiznakova faze trva 1-8 dni. Pfi této fazi nastavaji symptomy podobajici Se symptomiim
chiipky. Symptomy jsou malétnost, bolest zad a hlavy, nevolnost, celkova vycerpanost a
horecka pohybujici se od 38°C a vySe (Hombach J. et.al., 2017). Dale nastava obdobi bez
zvysené teploty a vétsinou i bez dalsich ptiznaku, které trva zpravidla 20 dni. Nasledné nastava
druhd infekéni faze, pti které dojde k nahlému zvySeni teploty a objevuji se piiznaky
zavazngj$i nez v prvni infekéni fazi. U 50 % ptipadl vznikaji onemocnéni centralni nervové
soustavy jako jsou meningitida s pleocytozou. U dalSich asi 40% piipadii jsou piiznaky
oznacovana také jako nejhor$i ptiznakovd nemoc TBEV se vyskytuje pfiblizné u 10 %
pacientl vétSinou star§iho véku. Napiiklad paralyza se objevi mezi péti a deseti dny od za¢atku
druhé faze, ktera se nejCastéji vyskytuje v oblasti ramen. Riziko dlouhodobych nésledkli se

zvySuje se zavaznosti onemocnéni (Hombach J. et.al., 2017).

1.2 Molekularni a geneticka charakteristika TBEV

1.2.1 Stavba virionu

Virion je kulovity o velikosti mezi 40—60 nm, obalen lipidovou vrstvou. Zakladni
stavba virionu je zndzornéna na obr. 3. Uvnitf virionu se nachazi genom viru tvofen jednim
vlaknem RNA o pozitivni polarité¢ délce 11 kb (Mansfield K. L. et al., 2009). Povrchové
proteiny tvoii heterotetramery, které jsou usporaddany tésn¢ vedle sebe a tvoii ikosahedralné
symetricky povrch virionu. Mezi povrchové proteiny virionu patii kapsidovy (C), obalovy (E)
a membranovy (M) protein. E protein ma zahyb, ktery se chova jako antigen a zprostfedkovava
vazbu na hostitelské receptory (Mansfield K. L. et al., 2009; Pulkkinen L. I. A. et al., 2022).
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Obrazek 3.: Struktura virionu viru klistové encefalitidy (Mukhopadhyay M., Bhaumik P., 2016).

Struktura genomu TBEV je znazornén na obr. 4. Genom obsahuje jeden otevieny cteci
ramec (ORF) ohrani¢eny nekodujicimi tiseky 5 o délce 131 nukleotidti a tsek 3" o délce od
31 do 728 nukleotidti. Tyto useky pravdépodobné slouzi k amplifikaci genomu, translaci nebo
jeho sbaleni v kapsidu. Samotny d&teci rdmec koduje polyprotein o velikosti 3414
aminokyselin. Polyprotein je dale zpracovan do tfi strukturnich proteinti (C, E a M) a sedm
nestrukturnich (NS) proteind (Velay A. et al.,, 2019). Mezi NS proteiny patii NS1
(glykoprotein), NS2A, NS2B (soucast proteazy). NS3 (protedza, helikdza), NS4A, NS4B a
NS5 (RNA-dependentni polymeraza) (Mansfield K. L. et al., 2009).
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Obrazek 4.: Schéma genomu viru klistové encefalitidy véetné strukturnich i nestrukturnich proteinti (Slonchak,
A., Khromykh, A. A., 2018).

1.2.2  Zivotni cyklus TBEV

Pocatecni infekce a replikace viru probihd v koZnich builkich hostitele v misté
kousnuti klistétem (Hombach J. etal., 2017). Do bunék CNS, které jsou cilovymi
kompetentnimi bunikami infekce a propagace TBEV, je virus z mista pfisati klistéte pfenesen
bunikami imunitniho systému (Fares M. et al. 2020). Protein E interaguje s buné¢nymi
receptory a zprosttedkovava fuzi viru a bunééné membrany. E proteiny se vyskytuji volné na
povrchu viru spolecné s fiznim peptidem. Po rozpoznéni receptoru dochazi k endocytdze a
vstupu viru do bunky. Endocytéza zpiisobuje acidifikaci vnitiniho prostoru buiiky, kde

zpusobi nevratnou konformacni zménu endozomu. Fuzni peptid je nasledné nasmérovan
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k endozomalni membrang, coz vede ke splynuti peptidu s endozomalni membranou a uvolnéni
infekéniho virového genomu do cytoplazmy. Replikace viru probiha ve vaccich tvofenych
Z endoplazmatického retikula (ER), kde virus puci a poté pokracuje se svoji sekre¢ni drahou.
Sestaveni Viru nastava v ER, kde kapsidovy protein (C) sbali genom RNA do nukleokapsid.
Nastava sestaveni virového obalu, jez obsahuje prekurzory pro proteiny M a E. Tyto proteiny
puci z nukleokapsidu do lumenu ER, coz vede k tvorbé nezralych, neinfekénich viriond.
Viriony jsou transportovany sekre¢ni drahou hostitelské buiiky. Poté jsou prekurzory
pfeménény na protein M, ¢imz vyzraje virion. Infekéni zralé viriony se uvoliuji z bunky fazi

transportnich vacki s plazmatickou membranou hostitelské bunky (Velay A. et al., 2019).

1.3  Subgenomicka flavivirova RNA (SfRNA)

Cteci ramec genomové RNA (totRNA) je ohraniéen 5"UTR a 3"'UTR konci (Velay A.
etal., 2019). Na 3"UTR konci genomové RNA se nachazi subgenomova flavivirova RNA, jez
je zndzornén na obr.5. Délka sfRNA je zavisla na délce genomového 3° UTR useku
konkrétniho viru a pohybuje se v rozmezi 0,3 — 0,5 kb (Silva P. A. G. C. et al., 2010).

SfRNA se nachazi v genomu vétsiny Flaviviri jako je naptiklad WNV nebo YFV. Dale
se sSfRNA vyskytuje v genomu viru encefalitidy Murray Valley (MVE), DENV (Pijiman G. P.
et al., 2008), virus zika (Akiyama B.M. et al., 2016) a v TBEV (Sakai M. et al., 2015).

1.3.1 Vznik sfRNA

V priubéhu infekce viru dochazi ke vstupu viru do buriky s naslednou expresi virového
polyproteinu a replikaci jeho genomové RNA. Po uvolnéni genomové RNA do cytoplasmy
dochazi k odstranéni ¢epicky z 5"UTR konce genomové RNA pomoci enzymi odstranujicich
cepicku (DCP1/DCP2) a helikdzy. Daéle nastdva degradace cepicky hostitelskou
exoribonukleazou XRN1, ktera $t€pi genom od 5"UTR konce k 3"UTR konci (Villordo S. M.
etal., 2016; Clarke B. D. et al., 2015). 3" UTR konec se sklada ze sekundarnich struktur (Obr.
6.), jinak znamych jako XRN1 rezistentni elementy (xrRNA). xrRNA elementy maji velikost
193 nukleotidd a spojuji se do konstrukénich smycek (SL). Tyto casti jsou dilezité pro
replikaci genomové RNA (Funk A. et al., 2010). Sekundarni struktury na 3"'UTR konci; také
umoziuji nekompletni degradaci genomové RNA a tim vznik subgenomické RNA (sfRNA)



(Clarke B. D. et al., 2015; Funk A. et al., 2010). SL-1I vyznacena na obr. 5. je tou sekundarni
strukturou zpusobujici zastaveni XRN1 v ptipadé TBEV (Clarke B. D. et al., 2015).
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Obrazek 5.: Proces vzniku sfRNA. Spodni ¢ast obrazku ukazuje strukturu 3"UTR se svymi sekundarnimi a
terciarnimi strukturami s mistem vyznadeni, kde se nachazi sfRNA (Clarke B. D. et al., 2015).

1.3.2 Funkce sfRNA

Jak jiz bylo feceno, sfRNA potlac¢uje funkci XRN1 a endonukleazy Dicer (Slonchak
A., Khromykh A. A., 2018). Dicer je endonukleaza z rodiny RNaz III, ktera hraje dilezitou
roli v procesu RNA interference bud’ pfi regulaci genomové exprese, degradaci endogennich
miRNA prekurzorti na 21-23 nukleotidové miRNA nebo v draze protivirové bunéné obrany
Stépenim exogenni virové dSRNA za vzniku siRNA. V obratlovcich SfRNA zptsobuje inhibici
interferon-a/pB odpovédi a indukuje apoptoézu. Inhibice interferonu-a/p je zprostfedkovana
spojenim s TRIM 25. TRIM 25 je RNA vazajici protein a je soucasti signalizacni drahy
aktivujici imunitni odpovéd’ na infekci. Dal$i moZnost inhibice interferonu-o/p odpovédi
nastane po napojeni sfRNA na molekuly CAPRIN, G3BP2 a G3BP1. Neposledné je sfRNA
zodpovédna za virovou patogenitu, hostitelskou adaptaci na virus a vznik novych patogennich
kmeni (Slonchak A., Khromykh A. A., 2018).
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Obrazek 6.: Upravené schéma vlivu STRNA na hostitele (Slonchak, A., Khromykh, A. A., 2018).

1.4 Metoda dot-blot
Metoda dot-blot je jednoducha, kvalitativni, ale i semikvantitativni a rychla diagnosticka
metoda pouzivana k detekci specifickych sekvenci proteinti nebo nukleovych sekvenci ve
zkoumaném vzorku. Metoda je pouzitelna pro velké mnozstvi vzorki (Henry Sum M. S. et
al., 2017; Stott D. 1., 1989). Metoda dot-blot, stejné jako dalsi hybridiza¢ni techniky, funguje
na principu specifické vazby segmentti nukleovych kyselin, tzv prob nebo protilatek ke
komplementarni molekule nukleové kyseliny nebo k proteinu. Proby jsou pouzity k dokazani
ptitomnosti komplementarni Sekvence DNA, RNA, oligonukleotidt ve vzorku naneseného na
membrané. Membran je nekolik typti podle typu polymeru pouzitého pro jejich vyrobu. Pro
ucely hybridiza¢nich technik se nejcastéji pouzivaji nitroceluléozova (Stott D. 1., 1989),
nylonova (Reed K. C. & Mann D. A., 1985) a polyvinyliden difluoridovd membrana
(Chabraoui F. et al., 1993).
Dot-blot metoda ma pouziti i pro detekovani antigent, protilatkové aktivity na
membrané nebo ji 1ze pouzit jako kvantitativni metodu pro urceni antigenové koncentrace
(Stott D. I., 1989). Jednou z dalsich moznosti pouziti této metody je k identifikaci slozek ve

vzorcich a k identifikaci riiznych druhii mikroorganismt (Stott D. 1., 2000).

1.4.1 Obecny postup
Pro zjednoduseni bude nasledujici popis omezen na detekci nukleovych kyselin.
Nejprve je vzorek nanesen na membranu bud’ naképnutim nebo filtraci vzorku pies membranu

pomoci vyvévy/vakuové pumpy, kde jsou vzorky nechany k zaschnuti. Vzorek nukleové
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kyseliny musi byt pfed nanesenim denaturovan, aby doslo k rozpojni dvouvlakna DNA nebo
sekundarnich struktur RNA, a sekvence nukleové kyseliny tak mohla byt zcela piistupna
hybridizaci proby. Vzorky v podob¢ tecek (dot) se nechaji zaschnout a pro pevné piilnuti
vzorku na membranu dochazi k imobilizaci nukleové kyseliny na membrané pomoci UV
zafeni. Po imobilizaci vzorku na membran¢ dojde k prehybridizaci a poté k samotné
hybridizaci. Prehybridizace slouzi k blokaci nespecifickych molekul na membrané i ve
vzorku. Prehybridizace i hybridizace probihaji za zvySené teploty a po ur¢itou dobu, zpravidla
od 30 minut az po n€kolik hodin. V hybridiza¢nim roztoku se nachéazi znacena préba. Poté
dochdzi k promyvani a k zobrazeni hledanych RNA nebo DNA sekvenci, pomoci pfimo
znacenych prob (Bergmans H. E.W. & Gaastra, W., 1988; Brown T., 1993). V pfipade
nepiimého znaceni proby napi. biotinem nebo digoxigeninem, je dal$im krokem blokace
membrany nespecifickym blokovacim ¢inidlem pro zamezeni vzniku nespecifickych interakci
protilatky nebo Streptavidinu s membranou nebo zkoumanym vzorkem. Nasleduje prevrstveni
membrany konjugatem reportérové molekuly s protilatkou nebo Streptavidinem a poté

nasleduje zobrazeni signalu dle typu reportérové molekuly (Stott D. I., 2000)

1.4.2 Typy prob a zkoumaného vzorku

Jak jiz bylo vySe zminéno proby slouzi k detekci hledané DNA, RNA nebo
oligonukleotidové sekvence. Existuji hlavni typy prob a témi jsou DNA, RNA a
oligonukliotidové proby (Stott D. 1., 1989). NiZe jsou pouze uvedeny DNA a RNA proby.

1.4.2.1 DNA préba

Mezi nejpouzivanéjsi DNA proby patii dvou-fetézcova kopy DNA (ds cDNA),
genomova DNA (gDNA) nebo jedofetézcovd DNA (ssDNA). dsDNA proba je méné
termodynamicky stald nez RNA proba, coz je tieba zohlednit pfi navrhovéani hybridiza¢nich

podminek, jak bude uvedeno v nasledujicich kapitolach.

1.4.2.2 RNA proba

RNA proby jsou syntetizovany in vitro transkripei z linearizovaného, plazmidového,
templatového DNA fetézce pomoci DNA-dependentni RNA polymerazy, ktera zahajuje RNA
syntézu V misté¢ promotort na linearizovanych plazmidech (Altar C. A. et al., 1989; Wages J.

M., 2005). Vyhodou RNA proby je, ze vytvaii vysoce stabilni vazbu s cilovou molekulou.



Jejich nevyhodou je, ze dochazi castéji ke vzniku nespecifickych vazeb a tim se vytvari
nespecifické pozadi béhem detekce (Farrell R. E. Jr., 2010).

1.4.3 Zpusoby znaceni DNA préby

Kazda z prob je znacena pomoci molekul, které jsou dale detekovany. Pfimo znacené
proby mohou byt pouzity k pfimé identifikaci nebo nepiimé. Pii nepfimé detekci molekul se
na probu navaze molekula streptavidinu spolecné s konjugatem, ktery se néasledné detekuje.
Nasledujici podkapitoly uvadéji zpisoby znaceni DNA prob pouzivané v této studii. Mezi
ostatni znaceni, které neni nize zminéno patii znaceni 5° konce, znaceni 3' konce a znaceni

pomoci polymerazové fetézcové reakce (PCR).

1.4.3.1 Znaceni nahodnymi primery

Metoda znac¢eni nahodnymi primery pracuje se smési malych sekvenci oligonukleotida
s ndhodnymi sekvencemi. Tyto primery nasedaji na DNA templat na ndhodnych mistech a
slouzi jako ndhodné pocatky replikace pro pritomnou DNA polymerazu, které v pribéhu
extenze zaclefiuje do nové vznikajictho komplementarniho vldkna denaturovany templat.
Malé oligonukleotidové sekvence se béhem PCR reakce nakonec stanou soucasti proby. Proby
mohou byt znaCeny radioaktivné nebo mohou byt zna¢ené biotinem ¢i dioxigeninem (DIG).
Oligonukleotidové sekvence nejlépe nasedaji na denaturovanou DNA, protoze pii znaceni
dvou-fetézcové DNA dochazi k 20krat az 30krat mensi specifi¢nosti prob, nez je tomu u
denaturované DNA. Pro znaceni ndhodnymi primery je nejvhodnéjsi velikost templatové
DNA 200-2000 bazi. Zna¢eni nahodnymi primery obvykle trva 10-30 minut (Farrell R. E. Jr.,
2010).

1.4.3.2 Nick translace

Znaceni pomoci nick translace byla jedna z prvnich metod pouZitych pro znaceni
DNA. Nick translace je zaloZena na ndhodném nasedani DNazy I na DNA. DNaza [ se pii
velmi nizkych koncentracich ptipoji asi na 4-5 nukleotidech DNA a provede rozstépeni vazby.
V mistech vazby DNazy | dochazi k rozstépeni DNA ve struktufte jeji cukr-fosfatové vazbe za
vzniku volné 5’-PO skupiny a 3’-OH skupiny, kterd mtze nasledné fungovat jako 3’konec
primeru. Nasledn¢ dochéazi k uplatnéni ptitomné DNA polymerdzy I, kterd je schopna se
navazat na vzniklé volné 3 konce a pii zapojeni jeji 5‘—3° exonukleazové aktivity zacélenuje

volné nukleotidy ptitomné v reakénim roztoku v prib&éhu extenze nového komplementarniho
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DNA fetézce. Smés volnych nukleotidi obsahuje v§echny 4 druhti nukleotidt a jeden z téchto
nukleotidii je vazan bud’ piimo k reportérové molekule (vétSinou se jedno o néktery typ
fluoroforu) anebo k molekule specificky vazajici pouze jeden typ protilatky nebo.
Streptavidin. Reakce znaceni nick translaci obvykle trva maximalné 1 hodinu (Farrell R. E.

Jr., 2010).

1.4.4 Typy reportérovych molekul

Proby |ze znadit nékolika druhy molekul, které slouzi pifimo jako reportérové molekuly
aneb se jedna o specificky vazany konjugaty reportérovych molekul s protilatkami ¢i
haptenem (napf. avidinem/streptavidinem). Déle se tyto molekuly klasifikuji na zékladé
strategie znaceni prob, A) pfimé znaceni B) nepifimé znaceni. Pti pfimém znaceni je proba
znacena piimo fluorochromem, zatimco pfi nepiimé detekci je proba znacena haptenem, ktery
je nutné¢ dale detekovat konjugatem protilatky proti tomuto haptenu bud pifimo s
fluorochromem nebo enzymem umoziujicim kolorimetrickou ¢i chemiluminiscenéni detekci
(Tijssen P., 1993). Mezi nejpouzivanéjsi reportérové molekuly patii radioizotop, biotin,

dioxigenin, fluorochrom, které jsou popsany nize.

1.4.4.1 Radioizotopy

Radioizotop je nestabilni atomové jadro, jez emituje energii Casticové radiace
v n€kolika formach. Mezi n¢ patii a,  zafeni a elektromagnetické radiace ve formé y zateni
nebo radia¢ni zafeni (Bavelaar B. M., et. al., 2018) Radioizotopem se mohou znacit protilatky
i nukleotidové proby. Mezi nejcastéji pouzité radioizotopy pro znaceni nukleotidii patii

naptiklad 3H, 32P, 35S vyzatujici B zafeni (Stott D. 1., 1989, Tijssen P., 1993).

1.4.4.2 Biotin

Biotin je organicka heterobicyklicka molekula skladajici se z 2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazolu a majici navazanou kyselinu valerovou na tetrtahydrothiofenovy
prstenec (PubChem [Internet], Biotin, 2004). Biotin je vodé-rozpustny esencialni vitamin B7,
ktery napomaha metabolismu proteinu, sacharida a tuk, je také soucasti syntézy mastnych
kyselin, glukdzy a aminokyselin (Raghu S., Sunita P., 2023).

Nejvice je pouzivan nukleotid s biotinem je Bio-11-dUTP3, ktery funguje jako analog
deoxythymidintrifosfatu (dTTP). Bio v ndzvu znamena, Ze se jedna o molekulu s biotinem a

11 udava pocet atomt mezi samotnym biotinem a nukleosidovou slozku molekuly. Biotin Ize
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znacit nékolika zptsoby, nékteré z nich jsou napsany v kapitole vyse. Biotin se navazuje na
streptavidin ¢i avidin, které se dale navazuji na konjugaty. NejCastéji je streptavidin ¢i avidin
pouzivan ve form¢ konjugatu s alkalickou fosfatazou (AP) a kienovou peroxidazou (HRP),
jejichz ptitomnost je mozné detekovat smichanim s pfisluSnym substratem. Substraty
navazané na AP ¢i HRP Ize detekovat pomoci chemiluminiscence ¢i kolorimetrie. (Farrell R.

E. Jr., 2010).

1.4.4.3 Pomoci dioxigeninu (DIG)

DIG je 5p-kardinalit s hydroxidovymi substituenty v pozicich 3p-, 12p- a 14B-, coz
jsou steroidni hydroxidy. VV molekule je nadale dvojna vazba v misté C(20) - C(22) (PubChem
[Internet], Digitoxigenin, 2004).

Nejcastéji U znaceni pomoci znacici molekule dioxigenin-dUTP (DIG-11-dUTP), ktera
se dale navazuje na konjugity. DNA proby lze znacit dioxigeninem vSemi metodami
popsanymi v kapitole vyse kromé znaceni biotinem. RNA proby jsou syntetizovany in vitro
transkripci s prabéznym  syntetizovanim  DIG-11-dUTP. Detekovdno  pomoci

chemiluminiscence, kolorimetrie ¢i fluorescence (Farrell R. E. Jr., 2010).

1.4.4.4 Znaceni prob pomoci fluorochromu

Fluorochrom je molekula, jez po dopadu svétla urcité vinové délky absorbuje energii
zZ tohoto zéfeni a okamZité tuto energii ztrati emisi zafenim o delsi vlnové délce (Mullins J.
M., 2009), podrobné&ji popsano v kapitole niZe.

Proby se znaci pomoci FL-12-dUTP pro DNA a FL-12-UTP pro RNA. (Farrell R. E. Jr.,
2010). Fluorochrom se vaze na avidin nebo se ptimo navazuje na DNA probu. DNA proby
lze znacit fluorochromy pomoci vSech metod popsanych v kapitole vySe kromé znaceni
biotinem. Znaceni fluorescenénimi latkami je detekovano pomoci ultrafialového zafeni, které

zpusobi fluorescenci (Stott D. 1., 1989, Farrell R. E. Jr., 2010).

1.5 Metody detekce signalu znacené proby
Znacici molekuly Ize detekovat pomoci nékolik metod. V podkapitole niZze jsou

uvedeny nékteré z nich.
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1.5.1 Radiograficka detekce

Radiograficka detekce pouziva rentgenovy film k vizualizaci a kvantifikaci
radioaktivnich molekul. Principem radiografické detekce je, Ze foton svétla, ¢astice B nebo y
zateni uvolnéné z radioaktivni molekuly oxiduji krystaly bromidu stiibrného, ktery se nachazi
na rentgenovém filmu. Oxidované molekuly bromidu stéibrného se nasledné redukuji. Béhem
redukce dochézi ke vzniku stfibrného kovu, ktery na rentgenovém filmu vytvari obraz.
Nejcastéji se pouzivaji dvojvrstvé rentgenové filmy, kterymi se detekuji B Castice o veliké

energii, jeZ jsou emitovany napiiklad 3P (Voytas D., Ke N., 2002).

1.5.2 Kolorimetricka detekce

Kolorimetricka detekce je jednoducha a rychla metoda u niz k detekci staci lidské oko
nebo spektrofotometr (Wilson H. N., 1966). Kolorimetricka detekce se déli dle konjugatu
napojeného na streptavidin ¢i avidin, a to na HRP systém a AP systém.

HRP systém — Jako substrat pro HRP se nejcastéji pouziva 3,3"-diaminobezidin
(DAB), 4-chloro-1-naftol (PubChem [Internet], 4-Chloro-1-naphthol, 2004; Rodig S. J.,
2019), 3-Amino-9-etylkrabozol ((PubChem [Internet], 3-Amino-9-etylkrabozol, 2004; Rodig
S. J, 2019) a 3,3 ,5,5 -Tetramethylbenzidine (TMB) (Frey A. et.al. 2000). Vysledna barva
DAB je Seda az Cerna. Vysledna barva lze ziskat za piitomnosti H2O2, kde HRP katalyzuje
oxidaci substratu za vzniku barevného produktu (Rodig S. J., 2019).

AP systém — Jako substrat pro AP se nejcastéji pouziva 5-bromo-4-chloro-indy! fosfat
(BCIP) a chlorid nitrotetrazoliové modii (NBT). Pomoci né€kolikanasobného znaceni 1ze na
AP navazat nékolik druht substrati kazdy o jiné barvé (Blake M. S. et al., 1984; Kurien B.
T., Scofield R. H., 2003). AP b¢hem reakce se substratem hydrolyzuje BCIP za vzniku
indoxylu, ktery je oxidovan NBT a dochazi ke vzniku indigové barvy. NBT je redukovano za
vzniku diformazanu, ktery je modry. Kombinaci indigové a modré barvy vznikd fialovo-
modry barevny produkt. Reakce AP s BCIP a NBT nema rychly pribéh, coz vytvaii moznost
kontroly vyvoje celé reakce (Samar K. K., 2014).

1.5.3 Chemiluminiscen¢ni detekce

Chemiluminiscence je velmi citliva optickd metoda, pfi které fotony svétla spontanné
vystupuji z probihajici chemické reakce substratu, ktera je katalyzovana konjugaty HRP a AP.
(Samar K. K., 2014). Nejcastéji pouzivanymi substraty pro chemiluminiscencni detekci

pomoci HRP jsou luminoly a podobné cyklické diacylhydrazidy. V ptitomnosti peroxidu
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vodiku HRP reaguje luminolem za vzniku excitované formy luminolu 3-aminoftalatu, ktery
emituje zatfeni o vinové délce 425 nm. Vznikajici fotony je mozné detekovat pomoci dlouhé
expozice citlivé CCD kamery. (Bronstein 1., Olesen C. E. M., 1995). NejcitlivéjSimi substraty
pro AP jsou 3-(2'-Spiroadamantane)-4-methoxy-4-(3"-fosforyloxy)fenyl-1,2-dioxetan
(AMPPD) a analog 5-chloro-derivatu (CSPD). AP defosforyluje substraty za vzniku
fenoxidového meziproduktu (Kricka L. J., 1996).

1.5.4 Fluorescen¢ni detekce

Fluorescencni detekce je snadnd a velmi citlivd metoda vyuzivajici schopnosti
nékterych slou¢enin emitovat fluorescencni zafeni nasledkem ozafeni a absorpce excitujiciho
elektromagnetického zéfeni. Pfi ozafeni téchto sloucenin, nejcasteji ultrafialovém zafenim,
dochdzi k excitaci valen¢nich elektronti do vyssich energetickych hladin odkud se elektrony
okamzité vraci zpatky do hladin o nizsi energii. Elektron, ktery se vraci do hladin o nizsi
energii — emituje elektromagnetického zateni, jehoz vinova délka je vzdy delsi nez vinova
délka zafeni molekulou absorbované. — Fluorescen¢ni molekuly nebo slou¢eniny vyuzivané v
biologickém nebo fyzikdlnim vyzkumu samostatné jako fluorescencni barvivo nebo v

konjugatu v probach se nazyvaji se fluorochromy (Demchenko A.P. et al., 2009).

1.6 Metoda Northern blot

Metoda Northern blot poskytuje kvantitativni a kvalitativni vysledky o dané
detekované RNA sekvenci (Farrell E. R., 1993). Metoda Northern blot je zalozena na detekci
separovanych RNA sekvenci pomoci zna¢enych prob. Northern blot obvykle zac¢ina s izolaci
RNA, jeji separaci pomoci elektroforetického separace v gelu a prenosu separované RNA na
membranu. RNA z gelu na membranu se ptfenese tzv. difuznim blotovanim (kapilarnim,
vakuovém ¢i pomoci elektrického napéti). Membrana ma vyhodu v jednodussi manipulaci nez
gel a proby pouzité pii nasledné hybridizaci prochdzeji membranou lépe. Membrana je
hybridizovana spoleéné s probou, kde nasledny postup je stejny jako u metody dot-blot
popsany vyse (Lovatt D., Eberwine J., 2013).

1.7  Denatura¢ni agarozovy-formaldehydovy gel
K elektroforetické separaci RNA muze slouzit denaturacni agarézovy-formaldehydovy
gel, ktery denaturuje RNA a separuje ji dle jeji velikosti. Formaldehyd obsahujici karbonyl

skupinu slouzi jako denatura¢ni ¢inidlo, jez vytvari Schiffovy baze samino ¢i imino
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skupinami guaninu, adeninu a cytosinu. Schiffovy baze zapfiCini, Zze se nukleotidy spolu
nesparuji spravné a tim udrzuji RNA v denaturovaném stavu. Denaturovany Stav je nestabilni,
a tedy formaldehyd musi byt stale ptitomen v gelu, aby RNA zistala denaturovana (Rio D. C.
2015). Bézné pouzivanym pufrem pro agardzovy-formaldehydovy denaturaéni gel je MOPS,

ktery nereaguje s formaldehydem jako naptiklad Tris-HCI (Southern E. M. 2003).

2 Cil prace

Cilem této prace bylo optimalizovat senzitivitu a specificitu signalu zna¢ené proby proti
sfRNA v bunécné linit DAOY HTB 186 transfekované sfRNA a infikované TBEV Hypr.

Konkrétnimi cili byla optimalizace protokolu metody dot-blot pomoci hybridiza¢ni proby
zacilené proti transkriptim lidského ,,houskeeping® genu poly (A) polymeraza alfa (PAPOLA)
a actin B, v jejichz struktufe se nenachazi zadné komplikované repetitivni sekvence s tendenci
k formovéni sekundarnich struktur.

Optimalizovany protokol pro metodu dot-blot byl nasledné pouzit pro optimalizaci
detekce sfRNA TBEV Hypr v RNA ziskané z bunécné linie DAOY HTB 186 transfekované
sfRNA nebo infikované TBEV Hypr.

Doprovodnym cilem byla optimalizace metody qRT-PCR Kk ovéfeni pfitomnosti a
mnozstvi sfRNA v bunécné linii DAOY HTB 186 transfekované sfRNA nebo infikované
TBEV Hypr.

3 Metody

3.1 Invitro transkripce sfRNA

In vitro transkripce SfRNA probihala za pouziti p)cDNA DEST40 plazmidu obsahujiciho
3'UTR konec genomu TBEV Hypr (obr.8) a kontrolni plazmid nesouci MBP pcDNA DEST40
HDVr MBP (obr.7.). In vitro transkripce byla provedena pomoci HiScript™ T7 High Yield
RNA Synthesis Kit (New England Biolabs®) dle protokolu vyrobce.
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Obrazek 7.: Schéma plazmidu pcDNA DEST40 obsahujici Hypr (obsahujici SfTRNA) a HDVr (obsahujici MBP)
inserty.

3.2 Transfekce bunééné linie DAOY HTB 186 s in vitro transkribovanou sfRNA

K transfekci byla pouzita buné¢na linie lidského meduloblastomu (DAOY HTB-186).
Bunééna linie DAOY HTB-186 byla ziskana z biopsie nadoru odstranéného ze zadni dutiny
lebe¢ni Ctytletého jedince (Jacobsen P.F. et al., 1985). Bunécna kultura byla kultivovana
v DMEM s nizkym obsahem glukézy a pridavkem 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS), 1 %
L-alanyl-L-glutamin, a 1 % antibiotickych antimykotik (Amphotericin B 0,25 pg/ml, Penicilin
G 100 units/ml, Streptomycin 100 pg/ml) (dale jen médium) pti 37°Ca 5 % CO..

Bunky byly nasazeny 24 h pted transfekci na 6-jamkovy panel v koncentraci 500 000
bunck na mililitr (ml). Po 24 h minimaln€ 30 minut pfed samotnou transfekci bylo buiikdm
vyménéno medium. Transfekce byla provedena za pouziti Polyjet™ In vitro DNA
Transfection Reagent (SignaGen Laboratories) dle protokolu vyrobce. Pro kazdou jamku 6-
jamkového panelu byla pripravena transfekéni smés nasledujicim zpisobem. 1 pg
transkribované RNA bylo smichano se 100 ul DMEM s vysokym obsahem gluké6zy. Dale bylo
smichéano 3 pl transfekéniho reagens se 100 ul DMEM s vysokym obsahem glukozy. Nakonec
byla smés DMEM s transfekénim reagens pfimichana ke smési DMEM s transkribovanou
RNA v tomto potadi a vysledny mix byl inkubovan pti pokojové teploté po dobu 10-15 minut.
Po uplynuti inkubace byl transfekéni mix pomalu nakapan do jamky k bunkam. Transfekce
probihala po dobu 48 hodin pti 37°C v inkubatoru s atmosférou sycenou 5 % CO.. Po uplynuti
inkubace byly transfekované buiiky sklizeny a pouzity pro izolaci RNA. Izolace RNA
probéhla dle protokolu uvedeného v kapitole 3.4.
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3.3 Infekce bunécné linie DAOY-HTB 186 virem TBEV Hypr

K infekci virem TBEV kmene Hypr byla pouzita bunécna linie DAOY-HTB 186. Den
pted infekci bylo nasazeno 1,5 - 2 miliony bun€k do kultivaéni lahvicky o kultivacni ploSe
25¢cm?,
Druhy den bylo z obou kultiva¢nich lahvic¢ek odstranéno médium a v jedné z lahvicek bylo
nahrazeno Cerstvym médiem s piidavkem lyzatu buné€k infikovanych virem TBEV Hypr ve
finalni koncentraci 5 virovych ¢astic na 1 milion bunék (5 MOI). Do druhé kultiva¢ni lahvicky
bylo pifidano cerstvé médium s piidavkem stejného objemu lyzatu neinfikované bunécné
kultury, kterd byla pouzita ke kultivaci TBEV Hypr, tzv. mock kontrola slouzici k odectu
efektu pritomnosti samotného lyzatu bun¢k na tkanovou kulturu v prabéhu infekce.

Naésledna izolace RNA z infikovanych a neinfikovanych bunék probéhla dle protokolu

uvedené¢ho v kapitole 3.4.

3.4 lzolace RNA
RNA byla izolovana pomoci RNA Blue ¢inidla (Top-Bio) dle pokynl vyrobce.
Vysledna RNA byla rozpusténa v 45 pl RNase free H20. Koncentrace izolované RNA byla

zméfena pomoci NanoPhotometer® Perl (Implen). Vysledny vzorek byl uskladnén pii -80°C.

3.5 Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA byl pouzit 1 pg RNA. Pted vlastni syntézou cDNA bylo provedeno
odstranéni DNA molekul pomoci dsDNase (Thermo Fisher Scientific) dle protokolu vyrobce.
cDNA byla syntetizovdna pomoci ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis kit (New
England Biolabs®) dle protokolu vyrobce. K syntéze cDNA byl pouzit Random Primer Mix.

3.6 Kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR)

gRT-PCR esej s fluorescencni probou k ovéfeni Gc¢innost transfekce sfRNA nebo
infekce TBEV Hypr v bunééné linii DAYO HTB 186 byla provedena dle protokolu z
publikace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 pomoci KAPA PROBE FAST Universal One-
Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) (Tab II a II). Dale byly pouzity
reakéni mixy bez proby KAPA SYBR® FAST One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit
(KAPA Biosystems) (Tab. IV a V) a qPCR 2x SYBR Master Mix (Top Bio) (Tab VI a VII).
Kazda gPCR byla provedena dle protokolu vyrobce. VSechny gPCR reakce byly provedeny a
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analyzovany v pristroji CFX96 Real-time PCR detection systém a software CFX Manager
verze 3.0 (Bio-Rad).

G I G CEMNAR CC CCic CRENEC

B CGCCACCRCEC

£ SENARY | R :
:E\g}' '-.yplj (T EUETDZ‘BZL 5 guwt@lmm&@mcctcm@ltmﬂﬁc!@Mm@mm&ad@@_caaxmacEIICSGD!GGGGGEC(6(!MGCCG@K(!CMCGZGG@!M@GMC!!@IC@CKG!
EV Neudoerfl (TEU27495) TENER GGG R G G

}GGC C RN GGG R GEER GGG B GGC CCCC GG (B C GO CCOCAB G GGG I CI 2 NN Y C i CREMER CEXRENN CCC C (i CG R GG GGG GC GO G ClC CiGR GC I CBICE CCCRR (R GANE Gl R (G (2 GGl RN Gl ACH CCCREERR B CCCG

Obrazek 8.: Schéma pozic primert v SFRNA sekvenci, jejichz detailnéjsi informace jsou popsany v Tab.l.

SHRNA F1

SRNA

TBE F(Schweiger et Cassi

Tab. I. Ptehled prob a primeru a piislusnych podminek PCR pro pfipravu reakénich smési na

qRT-PCR.
Gen Nazev Sekvence primeru | Kombinace | Délka Annealingova | Doba
primeru 5¢ -3¢ primert amplikonu | teplota [°C] exten
[bp] ze [s]
CGAACATGGTGCA
F TGAAAAGGG FxR5 122 57 20
RS CCTCTACCGAGGG
GGAATTTTGT
GCCGAACATGGTG | F1xR5
F1 CATGAAA 124 57 20
TTGGCAGCTCTCT | F3xR5
F3 58 57 20
a | TR
R2 CTTCCCTCC 70 S 20
TBELF GGGCGGTTCTTGT
TeTCC FxR 68 60 20
TBELR ACACATCACCTCC
TTGTCAGACT
TBE- TGAGCCACCATCA
probe-WT | CCCAGACACA
Fo CCGCTGGGTGCCG | F2xR1 75 60 20
MBP TA
R1 GACAGTCTGACGA
CCGCTG

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny ptedpisy reakénich mixt a reakénich podminek pro

gRT-PCR esej s pouzitim TagMan proby TBE-probe-WT (znacené na 5° fluorochromem
FAM a na 3¢ zhase¢em BHQ1) a parem primerd TBE1 F A TBE1 R dle publikace Schwaiger

M., Cassinotti P., 2003. Koncentrace a reakéni podminky ostatnich primerii byly pfedmétem

optimalizaci v kapitole 4.1.2.
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Tab.ll: Reakéni mix pro qRT-PCR s pouzitim KAPA PROBE FAST Universal One-Step
gRT-PCR Master Mix (2x) (KAPA Biosystem) Pfedpis dany vyrobcem byl pfepoéten na

finalni reakcni objem 15 pl.

Cinidlo MnozZstvi [pl]
KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix | 7,5

10 uM Foward primer 0,075 ul (50nM)
10 uM Reverzni primer 0,45 ul (300nM)
Templat RNA 4

10 puM préba 0,3

50x KAPA RT Mix 0,3

Nuclease free H2O Do 15 ul

Tab. 111: Reakéni podminky pro amplifikaci vzorkt pomoci KAPA PROBE FAST Universal
One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems).

Krok Teplota [@] | Cas [min] | Poéet cykli
Reverzni transkripce | 42 5 1

Aktivace enzymu 95 3 1
Denaturace 95 1 40
Annealing/extenze 60 0,5

Tab. 1V: Reakéni mix pro qRT-PCR s pouzitim KAPA SYBR® FAST One-Step qRT-PCR
Master Mix (2x) (KAPA Biosystems). Predpis dany vyrobcem byl pfepocten na finalni

reakéni objem 15 pl.

Cinidlo Mnozstvi [pl]
KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2x) (7,5

Universal

10pM Foward primer 0,075 (50nM)
10pM Reverzni primer 0,45 (300nM)
50x KAPA RT Mix 0,3

Templat RNA 4

Nuclease free H20 Do 15 ul
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Tab. V: Reakéni podminky pro amplifikaci vzorki pomoci KAPA SYBR FAST qPCR Master
Mix (2x) Universal (KAPA Biosystems).

Krok Teplota [&] Cas [min] | Pocet cykli
Reverzni transkripce | 42 5 1

Aktivace enzymu 95 3 1
Denaturace 95 1 40
Annealing/extenze 60 0,5

Tani 50-99 Navys$ovani 0 0,5 °C

Tab. VI: Reakéni mix pro gPCR s pouzitim 2x SYBR Master Mix (TopBio)

Cinidlo MnoiZstvi [pl] MnozZstvi [pl]
gPCR 2x SYBR Master Mix | 12,5 12,5

50 uM Foward primer 1 0,125 pl (50nM)
50 uM Reverse primer 1 0,75 ul (300nM)
Templat DNA 0,02ng/ul — 0,02 pg/ pl | 4

Nuclease free H20 Do 25 ul Do 25 ul

Tab. VII: Reakéni podminky pro amplifikaci vzorkti pomoci gPCR 2x SYBR Master Mix
(TopBio)

Krok Teplota [2] | Cas Pocet cyklit
Inicia¢ni denaturace | 94 5 min 1
Denaturace 9 10s

Annealing 57-60 10s 40-45
Extenze 72 20-30/kb

Tani 50-99 NavysSovani 0 0,5 °C

3.7 Elektroforeticka separace

Pted pouzitim PCR produktu a znacenych prob doslo k jejich kontrole elektroforetickou
separaci vV 3 % agardzovém gelu VVzorky byly smichany s 6x DNA-loading buffer obsahujicim
fluorescenc¢ni interkalac¢ni barvivo GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000x in water
(Biotium). GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific) byl pouzit jako
velikostni referen¢ni standard. Elektroforeticka separace probihala 10 minut pii 90
V z divodu plynulejsiho pfechodu DNA z nanaseci jamky do struktury gelu a nasledné 45 az
90 minut pfi 120 V. Po ukonceni elektroforézy byla separovana DNA v gelu zobrazena v
ptitroji G-box Chemi XX6 (SYNGENE).
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3.8 lzolace PCR produktii z gelu

Do piedem zvazenych 2ml mikrozkumavek byl vlozen kousek gelu obsahujici PCR
produkt, ktery byl vykrojen pomoci vydezinfikovaného skalpelu na platformé opatfené¢ UV
lampou Vv pfistroji G-box Chemi XX6 (SYNGENE). Zkumavka s gelem byla znovu zvazena,
ob¢ hmotnosti byly zapsany a byl vypocitan jejich rozdil, ktery udaval hmotnost gelu. Pro
izolaci PCR produkti z gelu byl pouzit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit (Macheray-
Nagel). Izolace byla provedena dle protokolu vyrobce. Koncentrace izolovaného PCR
produktu byla zméfena pomoci NanoPhotometer® Perl (Implen). Vysledné vzorky PCR
prodikti byly uskladnény pii -20°C.

3.9 Syntéza amplikoni pro piipravu DNA proéb

Amplikony pro pfipravu DNA prob komplementarnich k lidskému genu Poly A
polymerazy (PAPOLA), actin B a k sSfRNA byly piipraveny pomoci OneTaq® Hot Start DNA
polymeraza (New England Biolabs®) (Tab. 1X) a Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
polymeraza (New England Biolabs®) (Tab. XI). Viechny PCR probihaly dle pokynii vyrobce
piislusnych Taq polymeraz v pfistrojich T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) nebo Biometra
TRIO (Analytik Jena).

Navrzeni proby pro sfRNA sekvenci bylo obtizné, protoZze sfRNA obsahuje tzv.stem
loop (SL) subdomény, které v SFRNA tvoii sekundarni struktury. Anotované SL struktury
V obr.9 niZe jsou odvozeny z jiz dfive predikovanych SL struktur pfibuznych flavivirt
(Pijlman G. P. et al., 2008). Navrzeni proby do mista formovani sekundarni struktury by mohlo
zpusobit, ze cilova sekvence sondy bude formovat tuto strukturu a tim pfestane byt pfistupna

pro hybridizaci proby. Proba pouzita v této praci je znazornéna na obr.9.

Identity

TBEV Hypr (TEU30202)
TBEV Neudoerfl (TEU27495) DM T ICL NECL L]

Obriazek 9.: Schéma aligmentu sfRNA TBEV Hypr a Neudorfl s umisténim sfRNA proby (tmavé modra) a
primerti pouzitych pro syntézu amplikonu pro vyrobu této proby (tyrkysova). Fialova anotované iseky znazortuji
umisténi SL subdomén v 3’UTR a hnédy Gsek znazoriiuje umisténi sSfRNA obou kmenti TBEV.
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Tab.VIII. Ptehled primert a piislusnych podminek PCR pro ptipravu amplikoni pro znaceni

hybridiza¢nich préb
Gen Nazev Sekvence primeru | Délka Annealingova | Doba
primeru 5¢—3¢ amplikonu | teplota [] extenze
[op] [s]
AOLAF | RAACETSCTOATAT
PAPOLA PAPOLA R TACCCTGCAACCGTT 292 > 30
AAGACT
Actp F 'I(;'EGAC;\TGCCTCCTGAGC
Actin p ACBR ATGCTATCACCTCEC | 20 o1 3
CTGTGTGG
RNA F CGAACATGGTGCATG
> AAAAGGG
STRNA CCTCTACCGAGGGGG 122 > 20
SIRNARS | AATTTTGT

Tab. IX: Reakéni mix pro PCR s pouzitim One Taq Hot Start DNA polymerazu pro objem

reakce 25 pl.

Cinidlo Mnozstvi [pl]
5% One Tag Standard Reaction Buffer | 5

10 MM dNTPs 0,5

10 uM Foward primer 0,5

10 uM Reverse primer 0,5

Templat DNA X

One Taq Hot Start DNA polymerase 0,125
Nuclease free H20O Do 25 ul

Tab. X: Reakéni podminky pro amplifikaci DNA produkti pomoci One Taq Hot Start DNA

polymerazy.
Krok Teplota [@] | Cas[s] | Poéet cykli
Inicia¢ni denaturace/aktivace enzymi | 94 30 1
Denaturace 94 30
Annealing 45-68 15-30 30
Extenze 68 1 min/kb
Finalni extenze 68 5 1
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Tab. XI: Reakéni mix pro PCR s pouzitim Q5 High-Fidelity DNA polymerazu pro reakéni

objem 25 pl.
Cinidlo MnozZstvi [p]
5x Q5 Reaction Buffer 5
10 mM dNTPs 0,5
10 uM Foward primer 1,25
10 uM Reverse primer 1,25
Templat DNA X
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase | 0,1
5% Q5 High GC Enhancer 5
Nuclease free H20 Do 25 ul

Tab. X11: Reakéni podminky pro amplifikaci DNA produktt pomoci Q5 High-Fidelity DNA

polymerazy
Krok Teplota [@] | Cas[s] | Po&et cykli
Inicia¢ni denaturace/aktivace enzymi | 98 30 1
Denaturace 98 5-10
Annealing 50-72 20-30 30
Extenze 72 20-30/kb
Finalni extenze 72 2 1

3.10 Predisténi produktii enzymatickych reakcei pomoci Sephadex™ G-50 Superfine

K precisténi PCR produktii a znacenych DNA préb byl pouzit Sephadex™ G-50
Superfine, dle nasledujiciho protokolu s pfedpisem pro piecisténi jednoho vzorku (PCR
produktu/znacici reakce). Sephadexu byl v poméru 0,05 g/800 ul v vodé zbavené nukledz
pomoci diethyl pyrokarbonatu (DEPC H:0) hydratovan pii 4°C po dobu nejméné 45 minut.
Poté byla suspenze promichana a nanesena do ustiizené 1000ul pipetovaci $picky s filtrem,
kterd byla umisténa v 1,5 ml mikrozkumavky, ¢imz vznikla filtra¢ni sestava pro piipravu
precistovaci sephadexové mikrokolony. Pro vytvofeni sephadexového sloupecku bylo
pfidano 400 pl suspenze sephadexu, ktera byla protlatena ptetlakem vytvofenym pomoci
pipetovaciho dudliku, zatimco sephadexova matrice zistala zachyceny na povrchu filtru
pipetovaci $picky, protlaéena DEPC H20 byla z mikrozkumavky vylita. Stejny postup byl
jesté 2x opakovan s 300ul a nasledné se 100 ul sephadexové suspenze. Poté byla sephadexova
mikrokolona centrifugovana pii 1000 x g po dobu 2 minut. Pipetovaci Spicka se vzniklym
sloupcem sephadexové matrice byla pfemisténa do nové 1,5 ml zkumavky. Na vznikly

sephadexovy sloupecek byl nanesen vzorek. Sephadexova mikrokolona s nanesenym vzorkem

byla centrifugovana pti 1000 x g po dobu 2 minut. Na dn¢ mikrozkumavky sephadexové
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mikrokolony byl ziskan ptecistény PCR produkt ¢i znacena DNA proba. Dale byla zméfena
koncentrace piecisténého PCR produkt ¢i DNA proby pomoci NanoPhotometer® Perl
(Implen).

3.11 Priprava znac¢enych DNA prob
Znacené DNA proby byly pouzivany v metod¢ dot-blot. Ke zna¢eni DNA byly pouzity

nick translace a zna¢eni ndhodnymi primery.

3.11.1 Nick translace
Nick translace slouzila ke znaceni prob biotinem ¢i digioxigeninem (DIG) Reakéni
smés pro nick translaci byla pfipravena dle Tab. XIII. Piiprava reak¢ni smési a nasledné

inkubace byly provedeny dle publikace Kato A. et.al., 2006.

Tab. XI1I: Reak¢ni smés pro nick translaci (20 ul)

Cinidlo MnoZstvi [pl]
10x Nick Translation Buffer | 2

0,1 M B-Mercaptoethanol 1

dNTPs na znadeni 2

1 mM znacené dUTPs 04

DNA Polymeraza | 2

100x DNaza 0,5

~1pg DNA préby X

Nuclease free H20 Do 20 wl

Smés byla inkubovéna 1 hodinu pfi 15°C a enzymy byly inaktivovany 10 minut pfi 70°C.
Ziskané znacené DNA proby byly pied pouzitim v metod¢ dot-blot/Northern blot precistény
Sephadex™ G-50 Superfine (viz. kapitola 3.10).

3.11.2 Znaéeni nahodnymi primery Decalabel™
Znaceni nahodnymi primery bylo provedeno pomoci Biotin DecalLabel DNA labeling
kit (Thermo Fisher Scientific) dle pokynti vyrobce. Ke znaceni bylo pouZzito 1pg prislusného

amplikonu.

3.12 Dot-blot
Metoda dot-blot byla provedena za pouziti nékolika riiznych protokold, véetné jejich

kombinaci. Pro ptehlednost je na obr.10. uvedeno zakladni schéma protokolu, po némz
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nasleduje detailni popis jednotlivych krokt s pfehledem reakénich podminek a pouzitych

pomticek a chemikalii.
\
1 3

i ‘i 2. Naneseni na
iprava vzorkil & membrinu

A 4

Prehybridizace

!

4, o
Hybridizace

metylenovou
modfi

3. Nanageci kontrola ]

6.
Promyvani

8.
10. livéni siandl 9. Inkubace s konjugitem 7.
Vyvol avan Sl%-nli“il Promyvani protilatky/Streptavidinu Blokovini
reporterove molekuly a reportérové molekuly \ )

Obrazek 10.: Schéma postupnych kroku provedenych v metod¢ dot-blot.

1. Priprava vzorki

Potiebné mnozstvi nukleové kyseliny z kazdého vzorku bylo ziedéno DEPC H>0 do finalniho
objemu 5 ul. Vzorky RNA byly denaturovany pii 70°C a DNA vzorky pti 95°C po dobu 3

minut a okamzité zchlazeny na ledu.

Seznam a popis pouzitych vzorki:
a) RNA z bunééné linie A549 — jedna se o RNA z lidské bunééné linie, ktera byla
ziskéna z rakovinné plicni tkdné€ z vynatého nadoru 58letého muze (Sundararajan R.
et.al., 2014).

- tato linie byla kultivovana kolegy v laboratofi, ktefi mi poskytli bunécnou

peletu 3x promytou PBS pro izolaci RNA.
b) RNA z bunééné linie PMJ2-R — jedna se o RNA z mysi bunécné linie ziskana in
vivo infekci C57BL/6 mys$i s J2 retrovirem nesoucim v-raf a v-myc onkogeny
(Rusanov A. L. et.al., 2021).
-tato linie byla kultivovana kolegy v laboratofi, ktefi mi poskytli bunécnou peletu 3
promytou PBS pro izolaci RNA.
c) RNA z bunééné linie DAOY HTB 186 transfekované STRNA nebo MBP — jedna
se 0 RNA z lidské bunééné linie ziskané z biopsie nadoru odstranéného ze zadni dutiny
lebecni ctyfletého jedince (Jacobsen P.F. et al., 1985), jejiz kultivace je popsana
v kapitole 3.2.
d) RNA z bunécné linie DAOY HTB 186 transfekované MBP — slouzici jako

negativni kontrola transfekce (NK)
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e) Proba — kontrola spravného znaceni proby a jeho stability za podminek pouzitych
v metod¢ dot-blot.
f) Konjugat lektinu GSL-1 s biotinem (Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lectin |
(GSL I, BSL 1), Biotinylated; Vector Laboratories) — kontrola spravné funkce detekce
signalu reportérové molekuly biotinu
g) DNA — DNA z lidské bunécné linie A549 — DNA slouzici jako pozitivni kontrola
detekce PAPOLA genu v DNA

- tato bunéc¢na linie byla kultivovana a DNA z ni izolovana kolegy Vv laboratofi
h) RNA z truchny obecné — kontrola spravné funkce detekce nanaseci kontroly za
pouziti metylenové modii.

- tato RNA byla izolovana kolegy v laboratoi ze vzorku tkané Truchny obecné
pouzivané v jinych projektech laboratofe.
1) Plazmid pUC19 — pUC19 Vector (New England BioLabs) - kontrola spravné funkce
detekce nanaseci kontroly za pouziti metylenové modfi.
j) Plazmid PcMV - PcMV T-7-Hypr-Rluc T-7 NEBulider DH5a — kontrola Gi¢innosti
hybridizace sfRNA proby k sekvenci stfRNA nesené plazmidem
k) Transkribovana sfRNA nebo MBP — pfipravené in vitro transkripci popsané
v kapitole 3.1 — kontrola G¢innosti hybridizace sfRNA a MBP prob

2. Naneseni vzorkii na membranu

Vzorky byly naneseny na ptedvlhéenou nylonovou, nitrocelulozovou nebo PVDF
membranu ve formé kapky pomoci pipety. V ptipad¢, ze byl n€ktery vzorek nukleové kyseliny
ptili§ ztedény, byla pro jeho naneseni v do objemu 5 ul, cela sada vzorkt pro dany experiment
nanesena na membranu pomoci Dot-Blotteru. Vzorky byly nechany lehce zaschnout a poté

byly na membran¢ zafixovany pomoci UV zafeni v ptistroji UVP crosslinker (Analytik Jena).

3. Prehybridizace

Prehybridizace membrany se vzorky probihala v 50ml centrifugéni zkumavce v
hybridizaéni picce za konstantni rotace pti 42°C ¢i 50°C po dobu 30-60 min za konstantni

rotace.

4. Hybridizace

Hybridizace byla provedena v hybridizaénim roztoku, ktery byl pfipraven smichanim

prehybridiza¢niho roztoku s roztokem denaturované proby nebo byl vyroben roztok, ktery se
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svym slozenim 1i8§il od prehybridizacniho. Slozeni téchto roztokd bylo predmétem
optimalizace a jejich konkrétni slozeni je uvedeno v kapitole vysledky. Proba znaCena
biotinem ¢i DIG byla denaturovana pii 95°C po dobu 3 minut. Membrana byla inkubovéna s
hybridiza¢nim roztokem v hybridiza¢ni picce za konstantni rotace pri 42°C nebo 50°C po dobu

1 hodin az pres noc za konstantni rotace.

5. Nanaseci kontrola pomoci Metylenové modii

Cast membrany s kontrolnimi vzorky uréenymi k detekci nandSeci kontroly byla
ustiihnuta a promyta v 96 % etanolu po dobu 5-15 minut pii pokojové teploté (RT). Dale byla
promyta v DEPC H.O po dobu 3 minut pfi RT. Poté byla barvena roztokem metylové modfi
v 0,5M Na-acetatu (pH=5,2) po dobu 5-10 minut. Nakonec byla membrana promyvana
v DEPC H>0, do momentu vyvolani fialové barvy v misté s nanesenou nukleovou kyselinou.
Nanaseci kontrola probéhla po hybridizaci s pouzitim duplikata testovanych vzorki a také

s ostatnimi vzorky na membrané po vyvoléani signalu reportérové molekuly.

6. Promyvani po hybridizaci

Membrana byla nejprve promyta v 2xSSC a 1 % SDS v pii RT po dobu 15
minut. Druhy promyvaci krok byl proveden v 0,2xSSC, 0,1 % SDS nebo 2xSSC a 1
% SDS pii 42 ¢i 50°C po dobu 15 minut. Promyvani probihalo v hybridiza¢ni picce za

konstantni rotace
7. Blokovani
Blokovani membrany probihalo v blokovacim roztoku v pii pokojové teploté po dobu

10 az 30 minut za konstantni rotace.

8. Inkubace s konjugatem protilatky/Streptavidinu a reportérové molekuly

Konjugat streptavidinu s HRP nebo AP byl ziedén 1:1000-1:5000 v cerstvém
blokovacim roztoku. Inkubace membrany v blokovacim roztoku s konjugatem byla provedena

pfi pokojové teploté po dobu 1 hodiny za konstantni rotace.

9. Promyvani po navazani konjugatu

Promyti membrany od nenavazaného konjugétu probihalo v promyvacim roztoku pti

pokojové teploté ve 3-6ti krocich trvajicich 5-10 minut za konstantni rotace.
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10. Vyvolani signalu reportérové molekuly

Detekce  pfitomnosti  reportérové molekuly bylo provedeno kombinaci
chemiluminiscencni a kolorimetrické detekce. V nékterych pifipadech doslo k vyvolavéni
signalu pouze pomoci kolorimetrické detekce. Membrana byla nejprve inkubovéna v
chemiluminiscenénim substratu Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad) a po
zaznamenani luminiscencenéniho signdlu v pfistroji G: Box Chemi XX6 (Syngene) byl
substrat odmyt v 1XTBS + 0,1 % Tween 20 po dobu 3x10 min pti RT. Signal reportérové
molekuly byl dopliikkové vyvolan pomoci kolorimetrické detekce pro HRP (Streptavidin-HRP
Concentrated (100x), AbClonal) detekéni roztok byl slozen z 0,1 M Tris-HCI (pH=7,5) s 3,3¢-
diaminobenzidin tetrachlorid (DAB) (Roth) slouzici jako substrat. Kolorimetricka detekce pro
AP (Streptavidin, Alkaline Phosphatase (2x), Vector Laboratories) byla provedena v AP
vyvolavacim pufru (50mM MgCly, 100mM NaCl, 100mM Tris-Cl, 0,5 % Tween 20), s
pridavkem 66 ul NBT (BioChemica) v70 % DMSO a 33 ul BCIP (BioChemica) v 100 %
DMSO na 10 ul.

3.13 Northern blot

Metoda Northern blot slouzila k odhaleni zdroje nespecifické hybridizace sfRNA
proby pozorované v metodé dot-blot.

K vytvoteni polyakrylamidovych mocovinovych geli a elektroforetické separaci byl
pouzit Mini-Protean Tetra Cell vertikalni elektroforeticky systém (BioRad). Pfed samotnou
vyrobou gelu byly vSechny c¢asti aparatury, které ptichazi do pfimého kontaktu s gelem
(htebinky, skla, tésnici pryze) namoceny v 0,1 % SDS. Poté v 75 % etanolu a pot¢ DEPC H.0O
a nechany oschnout. Pro elektroforetickou separaci byl vytvofen 12 % polyakrylamidovy
separacni gel se 4% mocovinou (4,89 mocoviny, 0,5 ml 10xTBE, 2 ml akrylamidu a doplnéno
DEPC vodou do 10 ml) o tloustce 1 mm. Pro Uplné rozpusténi mocoviny bylo nutné roztok
béhem piipravy zahiivat. Do zahtatého roztoku bylo piidano 100ul 10 % peroxodisiranu
amonného (APS) (SERVA) (vyrobeného tésné pied pfipravou roztoku a jeho nanesenim mezi
skla) a 7,5 ul N,N,N’,N’-tetramethylethan-1,2-diaminu (TEMED) (SERVA). Poté byla smés
pfemisténa do piedem vysuSené aparatury a byl vloZen hiebinek. Polymerizovany gel byl
thned pouzit nebo byl umistén v chladni¢ce zabalen do vlhkych utérek. Pfipraveny gel byl
umistén do aparatury pro elektroforetickou separaci a vana byla zalita 0,5xTBE. Aparatura
byla napojena na piivod proudu a zapnuta na 40 V na 10 minut. Mezitim byly pfipraveny
vzorky, které byly smichany s ekvivalentnim objemem Gel loading bufferu 11 (Ambion,

Applied Biosystems) denaturovany pii 70°C po dobu 5 minut. Obdobnym zptsobem byl
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denaturovan referencni velikostni standard RiboRuler High Range RNA ladder (Thermo
Fisher Scientific) smichany ekvivalentnim objemem 2xRNA Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific). Denaturované vzorky a velikostni referen¢ni standard byly néasledné pipetovany
do jamek gelu. Elektroforeticka separace nasledné probihala pii 150 V po dobu 90 minut. Po
ukonceni elektroforetické separace doslo k obarveni RNA v 70ml 0,5xTBE pufru s obsahem
2x koncentrovaného interkalacniho barviva GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000x in
water (Biotium). Obarveni gelu trvalo 30 minut a poté byl fluorescenc¢ni signal barviva GelRed
s RNA v gelu detekovan v G-box Chemi XX6 (SYNGENE). Po zdokumentovani signalu
fluorescence nasledovalo elektroblotovani separované RNA na membranu. Pro
elektroblotovani byly piedvlh¢eny 4 blotovaci papiry v 0,5xTBE a nylonova membrana oboji
usttizeno ve formatu odpovidajicim rozmérim gelu. Nasledné byly do elektroblotovaci vany
ptidany ptedvlhcené blotovaci papiry a na né byla polozena nylonova membrana Zeta-Probe®
Blotting Membranes (Bio-Rad), na kterou byl opatrné polozen gel. Gel byl nadale zakryt
dal$imi dvéma blotovacimi papiry. Po kazdé ptidané vrstvé byly odstranény piipadné
ptebyte¢né bubliny, které mohly mezi t€émito vrstvami ulpét. Nakonec byla elektroblotovaci
vana uzaméena a vloZena do Trans-Blot Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) pfi 15 V (max
300 mA) na 30 minut. Po elektroblotovani byla provedena kontrola Gspé$nosti pfenosu RNA
na membranu detekci fluorescen¢niho signalu barviva GelRed s RNA v gelu v piistroji G-box
Chemi XX6 (SYNGENE).

Poté¢ byly pouzity dva riizné postupy na prehybridizaci, hybridizaci, promyti
membrany, blokovani membrany, navazovani konjugatu, promyti, Rozpis obou experimenti

je uveden v nasledujicich tabulkdch Tab XIV a Tab. XV.
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Tab. XIV: Rozpis pouzitych roztoku, teploty a ¢asti pouzitych v experimentu 1.

1. experiment

Krok Roztok Teplota [@] | Cas [min]
Prehybridizace SigmaPerfect/Hyb Hybridization | 68 60
Buffer (Sigma-Aldrich)
Hybridizace SigmaPerfect/Hyb Hybridization | 68 O/N
Buffer (Sigma-Aldrich)
Préba Znacena digoxigeninem
Promyti 1 2xSSC, 0,1 % SDS RT 3x15
0,1xSSC, 0,1 % SDS 50 2x20
Maleic acid buffer + 0,3 % Tween 20 | RT 10
Blokace membrany | Maleic acid buffer RT 60
Navazani Maleic acid buffer, Anti- | RT 60
konjugatu Digoxigenin/Digoxigenin  DyLight®
488 (Vector laboratories)
Promyti 2 Maleic acid buffer + 0,3 % Tween 20 | RT 4x7 a2x15

Maleic acid buffer (L00mM maleic acid, 150mM NaCl, pH=7,5); RT — pokojova teplota; O/N

pies noc

Tab. XV: Rozpis pouzitych roztokd, teploty a ¢ast pouzitych v experimentu 2.

2. experiment

Krok Roztok Teplota [@] | Cas [min]
Prehybridizace SigmaPerfect/Hyb Hybridization | 42 30
Buffer (Sigma-Aldrich)
Hybridizace SigmaPerfect/Hyb Hybridization | 42 150
Buffer (Sigma-Aldrich)
Proba Znacena biotinem
Promyti 1 2xSSC, 1 % SDS RT/42 15/15
Blokace membrany 3 % BSA, 1xTBS, 0,1 % Tween 20 RT 30
Navazani konjugatu | 3 % BSA, 1xTBS, 0,1 % Tween 20s | RT 60
Streptavidin-HRP Concentrated
(100x) 1/5000
Promyti 2 I1xTBS, 0,1 % Tween 20 RT 3x10a1x15

RT — pokojova teplota

Signal reportérové molekuly byl vyvolan pomoci chemiluminiscenéni detekce v ptipadé

experimentu 1. a kolorimetrické detekce vcetné detekce signdlu pro dokumentaci nanaseci

kontroly pomoci metylové modii v pfipadé experimentu 2.
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3.14 Elektroforeticka separace RNA pomoci agarézového-formaldehydyhydového
denaturac¢niho gelu

Agar6zova-formaldehydova denatura¢ni elektroforeticka separace slouzila ke kontrole
a referenci spravné separace RNA vV polyakrylamidovém moc¢ovinovém gelu pouZitého
v metod¢ Northern blot.

Gel byl vyroben z 1,2 % agardzy rozpusténé v DEPC H20 v 500ml Erlenmayerové
barice a byla ochlazena na ~60°C. K ochlazené agardze byl ptidan 5xMOPS (40nM trihydrat
octanu sodné¢ho, 90mM MOPS-Na, 20mM EDTA, pH=7) a 37 % formaldehyd pro dosazeni
koneénych koncentraci 1xMOPS a 7 % formaldehyd. Ptipraveny roztok byl prelit do vycisténé
formy na gel a byl zasunut hiebinek. Vzorky RNA byly smichdny se stejnym objemem Gel
Loading Buffer II (Thermo Fisher Scientific) a denaturovany pti 70°C po dobu 5 minut a
okamzité schlazeny na ledu. Velikostni referencni standard RiboRuler High Range RNA
ladder (Thermo Fisher Scientific), byl smichan se stejnym objemem 2X RNA Loading Dye
(Thermo Fisher Scientific) a denaturovan stejnym zpisobem jako vzorky RNA.
K denaturovanym vzorkiim a velikostnimu referen¢nimu standardu byl pfidan GelRed®
Nucleic Acid Gel Stain 10 000% in water (Biotim) v kone¢né koncentraci 1x. Pfipravené
vzorky a velikostni referenéni standard byly poté nepipetovany do jamek gelu, ktery byl
predtim alespon 20 minut ponofen do 1xMOPS pufru. Elektroforeticka separace probihala pii
50 V po dobu 4 hodin. Fluorescen¢ni signal barviva GelRed s RNA byl nasledné detekovan
pomoci G-box Chemi XX6 (SYNGENE).

4 Vysledky

4.1 Kontrola ucinnosti transfekce in vitro transkribovanou sfRNA v bunééné
linii DAOY HTB 186 pomoci qRT-PCR.

Pro ucely ptipravy vzorku obsahujiciho sfRNA pro metodu dot-blot bylo potieba
transfekovat bunécnou linii DAOY HTB 186 pomoci transkribované SfRNA, protoze na rozdil
od pfirozené infekce TBEV Hypr transfekovand RNA obsahuje vice sfRNA. Pfitomnost
vétsiho mnozstvi sfRNA v transfekovanych bunikach bylo vhodné pro optimalizaci metody
dot-blot. gRT-PCR esej slouzila k ovéfeni ptitomnosti sSfRNA ve vzorcich pouzitych pro
metodu dot-blot. V této praci byla pouzita ovétena qRT-PCR esej obsahujici TagMan probu
pro na kvantifikaci sfRNA z publikace Schwaiger M. a Cassinotti P., 2003. Pfi pouZiti
zminéné eseje bylo zjisténo, ze nefunguje za podminek uvedenych v publikaci, ktera byla

proto dale optimalizovana a bylo nutno pouzit jiné gPCR Kity s interkalaénim barvivem
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SYBR, bez pouziti TagMan proby TBE-probe-WT. Nicméné ani pii pouziti qPCR kith

s interkalacnim barvivem SYBR nebylo dosazeno vysledkt, které by umoznily vérohodnou

kvantifikaci sfRNA. Dalsim krokem bylo pouziti vlastnich navrzenych primert, s nimiz byla

provedena nasledna optimalizace nové qPCR eseje

Tab. XVI: Seznam pouzitych templati gRT-PCR.

virem TBEV Hypr

Templaty pro gRT-PCR Nazvy  pouzité v legendach
obrazki

cDNA a RNA zbunééné linie DAOY HTB 186 | Transfekovana sfRNA

transfekované STRNA

cDNA a RNA z bunééné linie DAOY HTB 186 infikovana | Infikovana RNA

cDNA a RNA z bunééné linie DAOY HTB 186 infikovana
virem TBEV (mock kontrola infekce TBEV Hypr)

Negativni kontrola infekce

cDNA a RNA z transkribované sfRNA

Transkribovana sfRNA

cDNA a RNA z transkribovaného MBP

Transkribované MBP

cDNA a RNA zbunétné linie DAOY HTB 186
transfekované MBP

Transfekované MBP

PCR produkt

Dle poctu kopii v reakci

Plazmid pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA

Dle poctu molekul v reakci
pcDNA DEST40 TBEV Hypr
sfRNA

Plazmid pcDNA DEST40 Hypr MBP

pcDNA DEST40 HDVr MBP

cDNA a RNA bunééné linie A549

RNA A549

4.1.1 Optimalizace eseje gPCR dle publikace Schwaiger M. a Cassinotti P., 2003

V nasledujici kapitole byly porovndvany reakéni mixy a byla provedena kontrola

kontaminace pouzitych roztokd. Dale k zjisténi uc¢innosti TBE1 primert bylo potfeba pouzit

fedici fadu templatu — nejprve byl pouzit plazmid pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA, ktery

vytvarel na 3 % agarézovém gelu amplikony vyssich fadi ve formé tzv. Zebticku (n€kolik

produktt 0 riznych velikosti), pravdépodobné protoze plazmid pcDNA DEST40 TBEV Hypr

sfRNA obsahuje repetitivni sekvence, tzv. aptamery a/nebo kviili vzniku amplikona vyssich

radi pfi pouZiti plazmidu byl proveden s pouzitim pomoci desitkové fedici fady ptislusného

PCR produktu.
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Kontrola transfekce bunck transkribovanou sfRNA a infekce bun¢k virem TBEV byla
provedena pomoci qRT-PCR eseje za pouziti primeri a fluorescencni proby ze studie
Schweiger, 2003. Pouzity reak¢éni mix byla KAPA PROBE FAST Universal One-Step qRT-
PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems).

Vysledek elektroforetické separace produktii qPCR eseje na obr.11b) lze pozorovat vznik
primer-dimerd nejen v NTC kontrole, ale také v reakci za pritomnosti templatu pro amplifikaci
sfRNA. Patrny je také vznik PCR produktti o vétsi velikosti, jejichz piitomnost a formovani

je diskutovéno v kapitole 5. b) M 23 4 s 6 789 i0l

a) Amplification
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Obrazek 11.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikonii vzorka v biologickych i technickych
triplikatech s pouzitim KAPA PROBE FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit. NTC — rtizova
kiivka, transfekovana SfRNA 1 — oranzova kiivka, transfekovana SfRNA 2 — zelena kiivka, transfekovana SFRNA
3- modra kiivka. b) Vysledek elektroforetické separace amplikont vzorki. KAPA PROBE FAST Universal One-
Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit v 3 % agarézovém gelu. Jamky 1-2 NTC; 3-5 technicky triplikat
transfekované sfRNA 1; 6-8 technicky triplikat transfekované sfRNA 2; 9-11 technicky triplikat transfekované
sfRNA 3. Referen¢nim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific) gelu. Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescen¢nim interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid
Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescenéni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a
zaznamenan v piistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

V nésledujicim experimentu byl pouzit kit KAPA SYBR® FAST Universal One-Step qRT-
PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems), ktery slouzil jako test, zdali je problém s
formovanim dimerti inherentnim problémem primerd anebo zda by se tento problém dal
odstranit pouzitim jiného qPCR kitu. Na obr. 12b) lze pozorovat ptitomnost produktu
amplifikace ve vzorcich NTC. S ohledem na délku amplikonu 68bp této qPCR eseje bylo
obtizné odlisit specificky produkt od pripadnych primer-dimer. Z tohoto divodu byla tato
gPCR esej provedena s pouzitim nového baleni KAPA PROBE FAST Universal One-Step
gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) a nové vytvoienych pracovnich roztokt

primeria @ PCR H2O pro vylouceni moznosti piitomnosti kontaminace v pouzitych PCR
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roztokil. Vysledek elektroforetické separace na obr.14 ilustruje, ze problém v NTC kontrole

jsou skutecné primer-dimery, a nikoliv pfitomnost kontaminace.
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Obrazek 12.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikonii vzorki s pouzitim KAPA SYBR®
FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). VSechny vzorky jsou v
technickych triplikatech. NTC — rtizova kiivka. Transfekovand sfRNA 1 — oranzova kiivka, Transfekovana
SfRNA 2 — zelena kiivka, transfekovana sfRNA 3 — modra kiivka. b) Graf zobrazujici vysledky analyzy tani
vznikajicich amplikon qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim KAPA SYBR® FAST Universal One-Step gRT-PCR
Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) v rozsahu 55 °C az 99°C. VSechny vzorky jsou v technickych
triplikatech. NTC — rtizova kiivka. Transfekovana SfRNA 1 — oranzova ktivka, Transfekovana SfRNA 2 — zelena
ktivka, transfekovana sfRNA 3 — modra kiivka. b) Vysledek elektroforetické separace amplikonii gPCR eseje
vV 3% agarézovém gelu. VSechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Jamky 1-2 NTC; 3-5 transfekovana
SfRNA 1; 6-8 transfekovana sfRNA 2; 9-11 transfekovana sfRNA 3. Referen¢nim velikostnim standardem (M)
byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu. Pfitomnd DNA byla nabarvena
fluorescenénim interkalacnim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescen¢ni
signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v pfistroji G-BOX Chemi XX6
(SYNEGENE).

Po vylouceni ptfitomnosti kontaminace v reakénim mixu qPCR bylo nutné zjistit, zda vznik
primer-dimerd pozorovany v NTC kontrole ovliviiuje i¢innost JPCR reakce otestovanim této

gPCR eseje pti pouziti pomoci desitkové fedici fady templatové DNA.

Dale byla otestovana Uc¢innost primerd s pouzitim pomoci desitkové fedici fady plazmidu
pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA a PCR produktu za pouZziti KAPA PROBE FAST
Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems).
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V nasledujicim experimentu byla jako templat pouzita fedici fada plazmidu pcDNA DEST40
TBEV Hypr sfRNA pro test G¢innost primerti. Z nasledujiciho obr.13., je ziejmé, Ze mnozstvi
pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA se neméni Se zvySujicim se zfedénim templatové DNA

a potvrzuje tak velmi nizkou ucinnost pouzitych primert za téchto reak¢nich podminek.
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Obrazek 13.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikont vzorkl s pouzitim KAPA PROBE
FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). Vsechny vzorky jsou
v technickych triplikatech. NTC — rizova kiivka, transfekovana sfRNA 1 — oranzova kiivka, transfekovana
SFRNA 2 — zelena kiivka, transfekovana SFRNA 3 — modra k¥ivka, nejnizsi fedéni pcDNA DEST40 TBEV Hypr
sfRNA (75 000c/pl) — tmaveé modra kiivka, 7 500 c/pl — €ervena ktivka, 750 c/ul — smaragdova (tmavé zelend)

ktivka, 75 ¢/ul — hnédozelend kiivka, nejvyssi fedéni 7,5 ¢/l — svétle fialova kiivka. Vysledek elektroforetické
separace amplikonti pomoci desitkové fedici fady pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA vytvofenych KAPA
PROBE FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) v 3 % agar6zovém gelu.
Vsechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Jamky 1-3 transfekovana sfRNA 1; 4-6 transfekovana sfRNA
2; 7-9 transfekovana SfRNA 3; Redici fada plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA uvedena od nejnizsiho
po nejvyssi fedéni: Jamky 10-12 75 000 molekul (¢)/ul; 13-15 7 500 c/ul; 16-18 750 c/ul; 19, 20, 22 75 c¢/ul; 23-
26 7,5 ¢/ul; 21, 27 NTC. Referen¢nim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific) gelu. Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescen¢nim interkala¢nim barvivem GelRed Nucleic
Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescen¢ni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a
zaznamenan v pristroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

Experimenty niZe slouzily jako potvrzeni, zda reakéni mix KAPA PROBE FAST Universal
One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) neobsahuje kontaminaci a

zaroven slouZily jako test i¢innosti primerd.

V nasledujicim experimentu bylo pouZzito nové baleni gPCR reakéniho mixu a noveé vytvoiené
pracovni roztoky primert pro vylouceni podezieni na pfitomnost vneseni kontaminace vgPCR
reakénim mixu. Templatem byla fedici fada pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA. Na obrazku
14b) lze stale pozorovat ptfitomnost produktu amplifikace v NTC kontrolach, nicméné
pouzitim novych chemikalii byla vylou¢ena moznost formovani téchto produktt amplifikace
diky pfitomnosti kontaminace a je patrné, ze se skutecné¢ jednd o primer-dimery rozestup
fluorescencnich kiivek jednotlivych fedéni templatu na obr.14a) indikuje, ze ucinnost TBE1

primeru je neuspokojujici. Vzniklé PCR produkty byly vyfezany a izolovany z gelu pomoci
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NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (Macherey-Nagel) a pouzity pro vytvoieni pomoci

desitkové fedici fady templatu k testovani ucinnost primert v nasledujicim qPCR
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Obriazek 14.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikoni qRT-PCR ve vzorcich pomoci
desitkové fedici fady pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim KAPA PROBE FAST Universal One-
Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). Vsechny vzorky jsou v technickych triplikatech. NTC
— rlizova kiivka. Redici fada plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA uvedena od nejniziiho po nejvyssi
fedéni: 750 000c/pl — tmaveé modra kiivka, 75 000 c/pl — Eervena ktivka, 7 500 c/pl — smaragdova (tmavé zelend)
ktivka, 75 c/ul — hnédozelena kiivka, 7,5 c/ul — svétle fialova kiivka. b) Vysledek elektroforetické separace
amplikont qRT-PCR pomoci desitkové fedici fady pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA v 3% agarézovém gelu.
Vsechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Redici fada plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA
uvedena od nejniz§iho po nejvyssi fedéni: jamky 1-2 750 000 molekul (c)/ul; 3-4 75 000 c/pl; 5-6 7 500 c/pl; 7-
8 750 c/ul; 9-10 75 c/ul; 11-12 7,5 ¢/pl 13 NTC. Referen¢nim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100
bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu. Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescenénim interkalaénim
barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescenéni signal barviva GelRed
navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v pfistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

V nasledujici qPCR eseji doslo k opakovani testu acinnosti primert. V tomto experimentu byl
nahrazen templatovy plazmid za PCR produkt ziskany izolaci amplikoni z qPCR
pfedchoziho experimentu z agardézového gelu po jejich elektroforetické separaci. Pro
vylou¢eni moznosti zaneseni kontaminace z pouzit¢ TagMan préby byl pouzit novy alikvot
proby a zcela nové zasobni roztoky vSech qPCR chemikalii. Na obr.15 lze pozorovat, ze
templat v podob& PCR produktu vykazoval vyraznéjsi tendenci k formovani amplikonti
vy§§iho tadu typickych pro repetitivni DNA nebo DNA tvoiici sekundarni struktury
V porovnani S templatem ve formé plazmidové DNA. Navic |ze pozorovat inhibici amplifikace
pii pouziti PCR produktu o nizkém tedéni.
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Obriazek 15.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikonti qRT-PCR v PCR produktu s pouzitim
KAPA PROBE FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). Vsechny vzorky

v
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nejvyssi fedéni: 8,1583 x 1010 kopii/ul — tmavé modra ktivka, 8,1583 x 10° kopii/ul — ¢ervena kiivka, 8,1583 x
108 kopii/pl — smaragdova (tmavé zelend) kiivka, 8,1583 x 107 kopii/ul — hnédozelena kiivka, 8,1583 x 10¢
kopii/ul — svétle fialova kfivka, nejvyssi fedéni 8,1583 x 105 kopii/ul — modroseda kiivka. b) Vysledek
elektroforetické separace amplikondi pomoci desitkové fedici fady PCR produktu v 3 % agar6zovém gelu.

v

fedéni: Jamky 1-3 8,1583 x 1010 kopii/pl; 4-6 8,1583 x 10° kopii/pl; 7-9 8,1583 x 108 kopii/ul; 10-12 8,1583
X

107 kopii/ul; 13-15 8,1583 x 106 kopii/ul; 16-18 8,1583 x 105 kopii/ul; 19-21 NTC. Referencnim velikostnim
standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu. Pfitomna DNA byla
nabarvena fluorescen¢nim interkalacnim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a
fluorescenéni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v pfistroji G-BOX Chemi
XX6 (SYNEGENE).

Z divodu vzniku amplikont vys$Sich fadd bylo v nasledujicim experimentu pouzit PCR
produkt vznikly amplifikaci plazmidu pcDNA DET40 TBEV Hypr sfRNA pomoci vysoce
procesivni Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy (New England BioLabs), ktera by
meéla byt schopna syntetizovat amplikony s vysokou piesnosti a pracovat i se strukturné
komplikovanymi templaty. Obr.16b) ilustruje, Ze formovani amplikond vyssich fadt se omezit
nepodafilo. S ohledem na délku amplikonu pak nelze zjistit, zda jsou nejabundantng;si
amplikony tvofeny pouze specifickym PCR produktem anebo se jednd o kombinaci signalu
z PCR produktu a primer-dimeru, jejichz pfitomnost 1ze pozorovat v reakcich beztemplatové

kontroly v jamkéach 19-22.
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Obrazek 16.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikontt qRT-PCR v fedici fade PCR produktu
s pouzitim KAPA PROBE FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit. V8echny vzorky jsou
fedéni: 1,2237 x 10° kopii/ul — tmavé modra kiivka, 1,2237 x 108 kopii/ul — cervena kiivka, 1,2237 x 107
kopii/ul — smaragdova (tmavé zelend) kiivka, 1,2237 x 106 kopii/ul — hnédozelena kiivka, 1,2237 x 105
kopii/pl — svétle fialova kfivka, nejvyssi fedéni 1,2237 x 10* kopii/ul — modroseda kiivka. b) Vysledek
elektroforetické separace amplikoni pomoci desitkové fedici fady PCR produktu v 3% agardézovém gelu.
fedéni: Jamky 1-3 1,2237 x 109 kopii/ul; 4-6 1,2237 x 108 kopii/ul; 7-9 1,2237 x 107 kopii/pl; 10-12 1,2237
x 10¢ kopii/ul; 13-

15 1,2237 x 105 kopii/ul; 16-18 1,2237 x 10* kopii/pl; 19-22 NTC. Referencnim velikostnim standardem (M)
byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu. Pfitomna DNA byla nabarvena
fluorescenénim interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescenéni
signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v piistroji G-BOX Chemi XX6
(SYNEGENE).
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V nasledujicim experimentu pro test uc¢innosti primert byl pouzit reakéni mix gPCR 2xSYBR
Master Mix (TopBio). Cilem tohoto experimentu bylo otestovat vliv riznych qPCR kitd na
eficienci testovanych primeru byl pouzit stejny PCR produkt jako v pfedchozim experimentu
(obr.16). Z vysledki experimentu na obr.17 lze pozorovat vyrazné snizeni formovani
amplikont vys$ich fadu (viz. Cervena Sipka na obr.17¢)), nikoliv vSak jejich uplné vymizeni.
Obdobné¢ jako v pfedchozim experimentu lze pozorovat inhibici amplifikace se zvySujici se
koncentraci templatu v reakci a piitomnost primer-dimert, které maji rizné velikosti (viz.
modré Sipka v obr.17¢)), jejichz abundance negativné koreluje s abundanci specifického
amplikonu. Na zaklad¢ téchto vysledkl, nicméné stale nelze posoudit, zda je signal v misté
specifického amplikonu ve vzorcich s templatem tvofen pouze specifickym amplikonem
anebo zda se jedna o kombinaci signalu ze specifického amplikonu a primer-dimerd, které lze

pozorovat ve vzorcich NTC v jamkach 19-22.
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Obrazek 17.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikond gRT-PCR v fedici fadé PCR produktu
s pouzitim PCR 2xSYBR Master Mix (TopBio). VSechny vzorky jsou v technickych triplikatech. NTC — rizova
kiivka. Redici fada PCR produktu uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 1,2237 x 10° kopii/ul — tmavé
modra kiivka, 1,2237 x 108 kopii/ul — Cervena kiivka, 1,2237 x 107 kopii/pl — smaragdova (tmavé zelend)
ktivka, 1,2237 x 106 kopii/ul — hnédozelena kiivka, 1,2237 x 105 kopii/pul — svétle fialova kiivka, nejvyssi
fedéni 1,2237 x 10* kopii/ul — modro$eda kiivka. b) Graf zobrazujici vysledky analyzy tani amplikont
gRT-PCR v fedici fade PCR produktu s pouzitim gPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio). NTC — ruzova kiivka.
ktivka, 1,2237 x 108 kopii/ul — Cervena kiivka, 1,2237 x 107 kopii/ul — smaragdova (tmavé zelena) kiivka,
1,2237 x 106 kopii/ul — hnédozelena ktivka, 1,2237 x 105 kopii/ul — svétle fialova kiivka, nejvyssi fedéni
1,2237 x 10% kopii/ul — modro$eda kiivka. ¢) Vysledek elektroforetické separace amplikonii pomoci desitkové
tedici fady PCR produktu v 3% agarézovém gelu. Viechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Redici fada
PCR produktu uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: Jamky 1-3 1,2237 x 10° kopii/ul; 4-6 1,2237 x 108
kopii/ul; 7-9 1,2237 x 107

kopii/pl; 10-12 1,2237 x 106 kopii/ul; 13-15 1,2237 x 105 kopii/pl; 16-18 1,2237 x 10# kopii/ul; 19-22 NTC.
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Referenénim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu.
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Ptitomna DNA byla nabarvena fluorescenénim interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in
water (Biotium) a fluorescenéni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenén V ptistroji
G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

V nasledujicim experimentu byly pouzity MBP primery, které slouzily jako kontroly
kontaminace reak¢niho mixu. Jako templat pro TBEI primery byla pouzita fedici fada PCR
produktu z ptedchoziho experimentu a CDNA z transkribované SfRNA a MBP, transfekované
sfRNA a MBP a pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x106 c/ul a templaty pro MBP
F2xR1 primery byly transkribované a transfekované MBP, pcDNA DEST40 HDVr MBP
7,5%107 ¢/ul. Z vysledki (obr.18) Ize usoudit, ze reak¢ni mix kontaminovany neni, protoze Se
tvorba primer-dimert v qPCR nevytvaii za pouziti MBP primert. Tvorba dimerd ¢i
nespecifickych produkti je pfevazné tvotfena nespecifickym annealingem TBEI primert viz

obr. 18e). b)
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Obrazek 18.: a) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplicikace amplikoni qRT-PCR v fedici fadé PCR
produktu a ostatnich vzorcich s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) pro TBEI primery. Templatem
byla fedici fada PCR produktu, cDNA z transkribované sSfRNA a MBP, transfekované sSfTRNA a MBP. V§echny
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v

po nejvyssi fedéni: 1,2237 x 109 kopii/pl — tmaveé modra kiivka, 1,2237 x 108 kopii/pl — ¢ervena kiivka, 1,2237
x 107 kopii/ul — smaragdova (tmavé zelend) kiivka, 1,2237 x 106 kopii/pl — hnédozelena kiivka, 1,2237 x 105
kopii/pl — svétle fialova kiivka, 1,2237 x 10* kopii/pl — modroseda k¥ivka, transkribovana SFRNA — tmavé zelena
kiivka, transkribované MBP — svétle tyrkysova kiivka, transfekovana sfRNA — svétle rizova kiivka,
transfekované MBP — svétle hnéda kiivka, pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x10¢ c/ul — tmavé ¢ervena
ktivka. b) Graf zobrazujici vysledky analyzy tani amplikoni qRT-PCR Vv fedici fadé PCR produktu a ostatnich
vzorcich s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C pro TBE!l primery.
Templatem byla fedici fada PCR produktu, cDNA z transkribované SfRNA a MBP, transfekované sSfRNA a MBP.
Vsechny vzorky jsou v technickych triplikatech. NTC — riizové kfivka. Redici fada PCR produktu uvedené od
ktivka, 1,2237 x 107 kopii/ul — smaragdova (tmave zelend) kiivka, 1,2237 x 106 kopii/ul — hnédozelena kfivka,
1,2237 x 105 kopii/ul — svétle fialova kiivka, 1,2237 x 10* kopii/pl — modroseda kiivka, transkribovana sfRNA
— tmav¢ zelend kiivka, transkribované MBP — svétle tyrkysova kfivka, transfekovana sfRNA — svétle rizova
ktivka, transfekované MBP — svétle hnéda kiivka, pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5%x10¢ c/ul — tmavé
¢ervend kiivka. c) Graf zobrazujici vysledky analyzy amplifikace amplikoni qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim
gPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) pro MBP primery NTC — rizova kiivka. Transkribované MBP — tyrkysova
kiivka, transfekované MBP — svétlé hnéda kiivka, pcDNA DEST40 HDVr MBP 7,5x107 c/ul. — tmavé hnéda
ktivka. d) Graf zobrazujici vysledky analyzy tani amplikoni qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim qPCR 2xSYBR
Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C pro MBP primery NTC — rizova kiivka. Transkribované MBP —
tyrkysova kfivka, transfekované MBP — svétlé hnéda kiivka, pcDNA DEST40 HDVr MBP 7,5x107 c/ul. —tmavé
hnéda kiivka. e) Vysledek elektroforetické separace amplikond pomoci desitkové fedici fady PCR produktu a
ostatnich vzorkii v 3 % agar6zovém gelu. VSechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Redici fada PCR
1,2237 x 108 kopii/ul; 7-9 1,2237 x 107 kopii/ul; 10-12 1,2237 x 106 kopii/ul; 13-15 1,2237 x 105 kopii/pl; 16-
18 1,2237 x 10* kopii/ul; 19-21 trankribovana sSfRNA; 22-24 transkribované MBP; 25-27 tansfekovana SFRNA,;
28-30 transfekované MBP; 31-33 pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x106 c¢/ul; 34-36 NTC; pro MBP
F2xR1 primery 37-39 transkribované MBP; 40-42 transfekované MBP; 43,44,47 pcDNA DEST40 HDVr MBP
7,5%107 c/ul; 45-46 NTC. Referencnim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific) gelu. Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescenénim interkala¢nim barvivem GelRed
Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescenéni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl
vyvolan a zaznamenan v pfistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

Z vysledki ptedchoziho experimentu (obr.16) bylo formulovdna hypotéza, ze tvorba
nespecifickych produkti muze zplisobovat TagMan proba TBE-probe-WT. Proto byla
V nasledujicim experimentu TagMan proba pouZita jako templat coZ mélo slouzit k zjisténi,
zda samotnd piitomnost proby zplisobuje vznik pozorované nespecifické amplifikace v této
gRT-PCR eseji. Dal$im pouzitym templatem byly RNA z infikované bunééné linie DAOY
HTB 186 virem TBEV, RNA z neinfikované bunécné linie DAOY HTB 186 (negativni
kontrola infekce) a pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x10¢ a reakénim mixem KAPA
PROBE FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems).
Na obr.19b) Ize pozorovat vlastnost proby TBE-probe-WT vytvaret dimery.
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Obrazek 19.: a) Graf znazornujici vysledky analyzy amplifikace amplikontt qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim
KAPA PROBE FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). V§echny vzorky
jsou v technickych triplikatech. NTC — riiZzova kiivka, infikovana RNA — tmavé fialova kiivka, negativni kontrola
infekce — Seda kiivka, TagMan proba TBE-probe-WT — tmavé tyrkysova kiivka, pcDNA DEST40 TBEV Hypr
sfRNA 7,5x106 c/pl — tmavé Cervena kiivka. b) Vysledek elektroforetické separace amplikonti vzorkti v 3 %
agarozovém gelu. VSechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Jamky 1-3 infikovana SfRNA; 4-6 negativni
kontrola infekce, 7-8 TBE-probe WT, 9-11 pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x10¢, 12-15 NTC.
Referen¢nim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu.
Pritomna DNA byla nabarvena fluorescen¢nim interkala¢nim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in
water (Biotium) a fluorescencni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v ptistroji
G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

V nasledujicim experimentu byla jako templat pouzita TagMan proba TBE-probe-WT
spole¢né se stejnymi templaty jako v pfedchozim experimentu. Pouziti jinych qPCR reak¢nich
mixti pouzivanych pro kvantifikaci pomoci barviva sybr (KAPA SYBR® FAST Universal
One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) a qPCR 2xSYBR Master Mix
(TopBio)) slouzilo k ovéteni, zda tato TagMan proba vytvaii dimery a nespecifické produkty.
Na obr.20 a) a c) Ize pozorovat vytvotrené primer-dimery v TBE-probe-WT a na obr 20 e) lze
pozorovat velké mnozstvi nespecifickych produktii pti pouziti KAPA SYBR® FAST
Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). Na zakladé téchto
vysledkit byla esej ze studie Schwaiger, 2003 zavrzena pro kvantifikaci SfRNA
v transfekované/infikované bunécéné linii DAOY HTB 186 transkribovanou sfRNA/virem
TBEV pouzitych v této praci.
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Obrazek 20.: a) Graf znazornujici vysledky analyzy amplifikace amplikonti qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim
KAPA SYBR® FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). Vsechny vzorky
jsou v technickych triplikatech. NTC — riZova ktivka, infikovanda RNA — fialova kiivka, negativni kontrola
infekce — Seda kiivka, TagMan proba TBE-probe-WT — tmavé tyrkysova kiivka, pcDNA DEST40 TBEV Hypr
sfRNA 7,5%106 c/ul — tmave Cervena kiivka. b) Graf znazoriujici vysledky analyzy tani amplikonti qRT-PCR
ve vzorcich s pouzitim KAPA SYBR® FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA
Biosystems) v rozsahu 55 °C az 99 °C. V§echny vzorky jsou v technickych triplikatech. NTC — rtuzova kfivka,
infikovana RNA — fialova ktivka, negativni kontrola infekce — Seda kiivka, TagMan proba TBE-probe-WT —
tmavé tyrkysova kfivka, pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x106 c/ul — tmavé Cervena kiivka c) Graf
znazoriujici vysledky analyzy amplifikace amplikont gRT-PCR ve vzorcich s pouzitim qPCR 2xSYBR Master
Mix (TopBio). NTC — rizova ktivka, infikovana RNA — fialova ktivka, negativni kontrola infekce — $ed4 kfivka,
TagMan proba TBE-probe-WT — tmavé tyrkysova kiivka, pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x106 c/pl—
tmavé Cervend kiivka. d) Graf znazoriujici vysledky analyzy tani amplikontt qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim
gPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 55 °C az 99 °C. V§echny vzorky jsou v technickych triplikatech.
NTC — rizova ktivka, infikovana RNA — fialova ktivka, negativni kontrola infekce — seda kiivka, TagMan proba
TBE-probe-WT — tmavé tyrkysova kiivka, pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x10¢ c¢/ul — tmavé ¢ervena
ktivka. e) Vysledek elektroforetické separace amplikont vzorkd v 3 % agardézovém gelu. VSechny vzorky jsou
v technickych triplikatech. Jamky 1-14 KAPA SYBR® FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x)
Kit (KAPA Biosystems) a jamky 16-29 qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio). 1-3 infikovana sfRNA; 4-6
negativni kontrola infekce, 7-8 TaqMan proba TBE-probe-WT, 9-11 pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA
7,5%106, 12-14 NTC. 16-18 infikovana sfRNA; 19-21 negativni kontrola infekce, 22-23 TaqMan proba TBE-
probe-WT, 24-26 pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA 7,5x106, 27-29 NTC. Referen¢nim velikostnim
standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu. Pfitomna DNA byla
nabarvena fluorescenc¢nim interkala¢nim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a
fluorescencni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v pfistroji G-BOX Chemi
XX6 (SYNEGENE).

4.1.2 Optimalizace vlastni gPCR eseje pro kvantifikaci SfRNA
Z divodu neuspokojujici ucinnosti eseje publikované ve studii Schwaiger M. a

Cassinotti P., 2002, umoziujici vérnou kvantifikaci SfRNA ve vzorcich, byly navrzeny vlastni
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pary primert. Celkem byly navrzeny 4 pary primerq, ale z divodu malé délky amplikonii part
F3xR5 a FxR2, znemoznujici odliSeni specifickych amplikonli od primer-dimerti, budou
prezentovany pouze vysledky s pouzitim 2 pari primeri FxR5 a FIxRS5. Z vysledka
porovnavajici ucinnost a specificitu prace dvou qPCR reakcnich mixt pro kvantifikaci DNA
pomoci fluorescen¢niho barviva SYBR byly nejlepsi vysledky ziskany pfti pouziti qPCR
2xSYBR Master Mix (TopBio), proto byl tento kit pouzit pro testovani prace a uc¢innosti obou

testovanych para primert.

V nasledujicim experimentu byla pouzita koncentrace primertt 300nM v kombinaci F1xRS5.
Templatem byla fedici fada plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA. V tomto
experimentu bylo vyzkouseno, zda nami navrzené primery budou vytvaiet v NTC kontrolach
dimery a nespecifické produkty. Dale byla provedena elektroforeticka separace, ale z divodu
nepiidani referen¢niho velikostniho standardu do jamky 3 % agar6zového gelu nemohou tyto
vysledky byt prezentovany. Na obr.21 lze pozorovat, tvorbu dimert v fedici fadé plazmidu
kromé& tfi nejvysSich koncentracich. Dale Ize pozorovat, ze se v NTC kontrole vytvotily
dimery pouze v jednom technickém opakovani, proto tento par primert byl vybran pro dalsi

optimalizace.
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Obrazek 21.: a) Graf znazoriujici vysledky analyzy amplifikace amplikont qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim
qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio). Viechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Redici fada plazmidu
pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedend od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 7,5%107c/ul — tmaveé modra
ktivka, 7,5%x106c/ul — Cervena kiivka, 7,5%105¢/ul — smaragdova (tmavé zelena) kiivka, 7,5x10%/ul —
hnédozelena kiivka, 7 500c/ul — svétle fialova kiivka, 750 ¢/l — modroseda kiivka. b) Graf znazornujici
vysledky analyzy tani amplikonii qRT-PCR ve vzorcich s riznou koncentraci pcDNA DEST40 TBEV Hypr
sfRNA s pouzitim gPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C. NTC - riizova kiivka. Redici

tmavé modra kiivka, 7,5%x106c/ul — Cervena kiivka, 7,5%x105¢/ul — smaragdova (tmavé zelend) kiivka,
7,5%10%c/ul — hnédozelend kiivka, 7 500c/pl — svétle fialova kiivka, 750 c/pl — modroseda kiivka.
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V nasledujicim experimentu byla pouzita koncentrace primerti 300nM v kombinaci FxRS.
Templatem byla fedici fada plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA. V tomto
experimentu bylo vyzkous$eno, zda nami navrzené primery budou vytvaiet v NTC kontrolach
dimery a nespecifické produkty. Dale byla provedena elektroforeticka separace, ale z divodu
nepiidani referen¢niho velikostniho standardu do jamky 3 % agar6zového gelu nemohou tyto
vysledky byt prezentovany. Na obr. 22. Ize pozorovat tvorbu dimert ve vSech koncentracich

plazmidu kromé tii nejvyssich. Déle 1ze pozorovat tvorby dimertt NTC kontrole.
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Obrazek 22.: a) Graf znazoriujici vysledky analyzy amplifikace amplikond qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim
qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio). Viechny vzorky jsou v technickych triplikatech. Redici fada plazmidu
pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejniz§iho po nejvyssi fedéni: 7,5%x107¢/ul — tmavé modra
kiivka, 7,5x106¢c/ul — Cervena kiivka, 7,5x105c/ul — smaragdova (tmavé zelend) kiivka, 7,5x10%/pl —
hnédozelena kiivka, 7 500c/ul — svétle fialova kfivka, 750 c/ul — modroseda kiivka. b) Graf znazornujici
vysledky analyzy tani amplikoni qRT-PCR ve vzorcich s riznou koncentraci pcDNA DEST40 TBEV Hypr
sfRNA s pouzitim gPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C. NTC — riizova kiivka. Redici
fada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 7,5%x107¢/pl —
tmavé modra kiivka, 7,5x106c/ul — cCervena ktivka, 7,5x105c/ul — smaragdova (tmavé zelena) kiivka,
7,5%x10%c/ul — hnédozelena ktivka, 7 500c/ul — svétle fialova kiivka, 750 ¢/ul — modroseda kiivka.

V nésledujicim experimentu byla provedena optimalizace koncentraci vybraného péaru
primerd F1xRS5, jejiz kombinace jsou znazornény v Tab. XVII. Tento experiment slouzil k
otestovani, v jakych kombinacich koncentraci primery vytvareji amplikony neobsahujici
dimery ¢i nespecifické produkty. Templatem byla cDNA z RNA infikované bunécéné linie
DAOQY HTB 186 virem TBEV Hypr.

Tab. XVII: Znazornéni kombinaci koncentraci F1xRS5 primert.

R5
300 nM 200 nM 100 nM 50 nM
300 nM - 300%x200 300x100 300%50
F1 200 nM 200x300 200x200 200x100 200x50
100 nM 100x300 100x200 100x100 100%50
50 nM 50%300 50%200 50x100 50x50
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Z nasledujiciho obr.23 vyplyva, Ze nejvhodnéjsi dal pouzivané kombinace koncentraci byly
F1 200nM x R5 200nM, F1 200nM x R5 100nM a F1 200nM x R5 50nM z divodu, ze v NTC
se nevytvaii dimery ¢i nespecifické produkty. Zminéné kombinace koncentraci jsou v Tab.

XVII znazornény modrou barvou, které byly dale vyuzity v dalSich experimentech.
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Obrazek 23.: a) Graf znazoriujici vysledky analyzy amplifikace amplikoni qRT-PCR ve vzorcich s pouzitim
qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio). VSechny vzorky jsou v technickych duplikatech, kromé& NTC. NTC —
ruzova kiivka pro vSechny kombinace, F1 300nM x R5 200nM — ¢erna kiivka, F1 300nM x R5 100nM — tmavé
modra kiivka, F1 300nM x R5 50nM — Cervena kiivka, F1 200nM x R5 200nM — hnéda kiivka, F1 200nM x
R5 100nM — svétle fialova kiivka, F1 200nM x R5 50nM — svétle Seda kiivka, F1 200nM x R5 300nM — svétle
zelena kiivka, F1 100nM x RS 300nM - vinova kiivka, F1 100nM x R5 200nM - svétle modra, F1 100nM x
R5 100nM — tmav¢ fialova kiivka, F1 100nM x R5 50nM — tmavé oranzova kiivka, F1 50nM x R5 300nM —
tmave Seda kiivka, F1 50nM x R5 200nM — tmavé zelend ktivka, F1 50nM x RS 100nM — tyrkysova kiivka,
F1 50nM x RS 50nM — zelenoseda kiivka. b) Graf znazornujici vysledky analyzy tani amplikonid qRT-PCR ve
vzorcich obsahujici rozdilné kombinace koncentraci primert a s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio)
Vv rozsahu 50 °C az 99 °C. VSechny vzorky jsou v technickych duplikatech, kromé NTC. NTC — rGizova kiivka
pro viechny kombinace, F1 300nM x R5 200nM — ¢erna kiivka, F1 300nM x R5 100nM — tmavé modra kiivka,
F1 300nM x R5 50nM — Cervena kiivka, F1 200nM x R5 200nM — hnéda kiivka, F1 200nM x R5 100nM —
svétle fialova kiivka, F1 200nM x R5 50nM — svétle Seda kiivka, F1 200nM x R5 300nM — svétle zelena kiivka,
F1 100nM x RS 300nM — vinova kiivka, F1 100nM x R5 200nM — svétle modra, F1 100nM x R5 100nM —
tmavé fialova kiivka, F1 100nM x R5 50nM — tmavé oranzova kiivka, F1 50nM x R5 300nM — tmaveé Seda
ktivka, F1 50nM x R5 200nM — tmavé zelena kiivka, F1 50nM x RS 100nM — tyrkysova kfivka, F1 50nM x
R5 50nM - zeleno$eda kiivka. ¢) Vysledek elektroforetické separace amplikont vzorki v 3 % agarézovém gelu.
Vsechny vzorky jsou v technickych duplikatech, kromé NTC. Jamky 1-2 F1 300nM x R5 200nM; 3 NTC pro
F1 300nM x R5 200nM; 4-5 F1 300nM x R5 100nM; 6 NTC pro F1 300nM x R5 100nM; 7-8 F1 300nM x
R5 50nM; 9 NTC pro F1 300nM x R5 50nM; 10-11 F1 200nM x R5 200nM; 12 NTC pro F1 200nM x
R5 200nM; 13-14 F1 200nM x RS 100nM; 15 NTC pro F1 200nM x R5 100nM; 16-17 F1 200nM x R5 50nM;
18 NTC pro F1 200nM x R5 50nM; 19-20 F1 200nM x R5 300nM; 21 NTC pro F1 200nM x R5 300nM; 22-23
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F1 100nM x R5 300nM; 24 NTC pro F1 100nM x R5 300nM; 25-26 F1 100nM x R5 200nM; 27 NTC pro
F1100nM x R5 200nM; 28-29 F1 100nM x R5 300nM; 30 NTC pro F1 100nM x R5 300nM; 31-32 F1 100nM

x R5 100nM; 33 NTC pro F1 100nM x R5 100nM; 34-35 F1 100nM x R5 50nM; 36 NTC pro F1 100nM x
R5 50nM; 37-38 F1 50nM x RS 300nM; 39 NTC pro F1 50nM x R5 300nM; 40-41 F1 50nM x R5 200nM; 42
NTC pro F150nM x R5 200nM; 43-44 F150nM x R5 100nM; 45 NTC pro F150nM x R5 100nM; 46-47

F1 50nM x R5 50nM; 48 NTC pro F1 50nM x R5 50nM. Referen¢nim velikostnim standardem (M) byl
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu. P¥itomna DNA byla nabarvena fluorescen¢nim
interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescencni signal barviva
GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v piistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

V nésledujicim experimentu byly vybrané kombinace koncentraci F1xRS5 z ptedesiého
experimentu pouzity s fedici fadou plazmidu pcDNA DEST40 Hypr sfRNA jako templat.
Redici fada plazmidu slouzila ke kontrole w&innost primert. Na obr.24 lze pozorovat, Ze
kombinace koncentraci primerd F1 200nM x R5 200nM a F1 200nM x R5 100nM se nejlépe
navazuji na koncentraci 7,5%106c/ul plamidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA u
ostatnich koncentracich se vytvareji dimery ¢i nespecifické produkty, které se vytvareji i
vV NTC kontrole. Posledni kombinace primert F1 200nM X% R5 50nM se nedokazala na

plazmid viibec nesyntetizovat, nedoslo k vzniku amplikont viz. vysledky obr.24 e) a f).
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Obrazek 24.: a) Graf znazornujici vysledky analyzy amplifikace amplikond qRT-PCR v fedici fadé pcDNA
DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a &
pouziti kombinace primertt F1 200nM X% R5 200nM. Vsechny vzorky byly v technickych duplikatech, krome

NTC. NTC — rizova kiivka. Redici fada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho
po nejvyssi fedéni: 7,5x106c/ul — tmavé modra kiivka, 7,5%105c/ul — cervena kiivka, 7,5%10%c/ul —
smaragdova (tmavé zelend), 7 500 c¢/ul — hnédozelend kiivka, 75 c/ul — svétle fialova kiivka. b) Graf
znazoriujici vysledky analyzy tani amplikonti qRT-PCR v fedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s
pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a za pouziti kombinace primera F1

200nM x R5 200nM. Vsechny vzorky byly v technickych duplikatech, krom& NTC. NTC — rizova kiivka.

7,5%x106¢/ul — tmaveé modra ktivka, 7,5%105¢/ul — éervena kiivka, 7,5%10%c/ul — smaragdova (tmavé zelena), 7

500 c/ul — hnédozelena kiivka, 75 c/ul — svétle fialova kiivka. c¢) Graf znazoriujici vysledky analyzy

amplifikace amplikontt qRT-PCR v fedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR

2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a apouziti kombinaci koncentraci primera F1 200nM

x R5 100nM. Vsechny vzorky byly v technickych duplikatech, kromé& NTC. NTC — rtizova kiivka. Redici fada
plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 7,5x106¢/pl — tmave
modra kiivka, 7,5%105c/ul — Cervena kiivka, 7,5x10%/ul — smaragdova (tmavé zelend), 7 500 c/ul —
hnédozelena kiivka, 75 c/ul — svétle fialova kiivka. d) Graf znazornujici vysledky analyzy tani amplikont qRT-
PCR v ftedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v
rozsahu 50 °C az 99 °C a za pouziti kombinaci koncentraci primert F1 200nM

x R5 100nM. Viechny vzorky byly v technickych duplikatech, krom& NTC. NTC — riizové kiivka. Redici fada
plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 7,5x106¢c/pl — tmave
modra kiivka, 7,5x105¢c/ul — Cervena kiivka, 7,5%10%/ul — smaragdova (tmavé zelend), 7 500 c/ul —
hnédozelena kiivka, 75 c/pl — svétle fialova kiivka. e) Graf znazortiujici vysledky analyzy amplifikace
vznikajicich amplikoni qRT-PCR v fedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR
2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a za pouziti kombinaci koncentraci primerd F1

200nM x R5 50nM. Viechny vzorky byly v technickych duplikatech, krom& NTC. NTC — rtizova kfivka. Redici

tmavé modra ktivka, 7,5%105¢c/pl — Cervena kiivka, 7,5x10%c/ul — smaragdova (tmavé zelena), 7 500 c/pl —
hnédozelena kiivka, 75 c/ul — svétle fialova ktivka f) Graf znazoriujici vysledky analyzy tani vznikajicich
amplikontt qRT-PCR v fedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR Master
Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a apouziti kombinaci koncentraci primera SfRNA F1 200nM x
SfRNA R5 50nM. Vsechny vzorky byly v technickych duplikatech, krom& NTC. NTC — rdzova kiivka.
7,5%106¢/ul — tmaveé modra kiivka, 7,5x105c/pl — Eervena kiivka, 7,5%104c/ul — smaragdova (tmavé zelena), 7
500 c/ul — hnédozelena ktivka, 75 c/ul — svétle fialova kiivka. g) Vysledek elektroforetické separace amplikond
pomoci desitkové fedici fady pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA v 3 % agar6zovém gelu. VSechny vzorky
byly v technickych duplikatech, kromé¢ NTC. Jamky 1- 15 F1 200nM x R5 200nM, 16-30 F1 200nM x R5
100nM, 31-45 F1 200nM x sfRNA R5 50nM. Redici fada

plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 1-2 7,5x10%¢/pl; 3-4
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7,5%105¢/ul; 5-6 7,5%10%c/ul; 7-8 7 500c/ul; 9-10 750c/pl; 11-12 75¢/pl; 13-15 NTC,; 16-17 7,5x106¢/pl; 18-19
7,5%105¢/ul; 20-21 7,5%x10%c/pl; 22-23 7 500c/pl; 24-25 750¢/ul; 26-27 75¢/ul; 28-30 NTC; 31-32 7,5x106¢/pl;
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33-34 7,5x105c/pl; 35-36 7,5%10%c/ul; 37-38 7 500c/pl; 39-40 750c/pul; 41-42 75¢/ul; 43-45 NTC. Referenénim
velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) gelu. P¥itomna DNA
byla nabarvena fluorescencnim interkalacnim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium)
a fluorescenéni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v piistroji G-BOX Chemi
XX6 (SYNEGENE).

V nasledujicim experimentu byly pouzity stejné kombinace koncentraci primerd a stejny
reak¢ni mix jako v pfedeslém experimentu. Dale byly pouzity vyssi koncentrace plazmidu
pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA, nejvyssi koncentrace byla 7,5%10%/ul a nejnizsi
7,5%106¢/ul, protoze v predchozim experimentu v nizSich koncentracich plazmidu vznikaly
dimery ¢i nespecifické produkty a u kombinace primert SfRNA F1 200nmx R5 50nm nedoslo
k Zadné amplifikaci. Vyssi koncentrace plazmidu méla zajistit tvorbu amplikont a tim ovéfit
eficienci primerti. Na obr.25a), b) a g) lze pozorovat, Ze napojeni kombinace koncentraci
primerd F1 200nM x RS 200nM nejlépe nasedaji na koncentraci pcDNA DEST40 TBEV
Hypr sfRNA 7,5%107c/pul v dalSich koncentraci se pfevazné vytvateji dimery a nespecifické
produkty. Na obr.25c), d), e), f) a g) lze pozorovat, ze kombinace koncentraci primerQ
F1 200nM x R5 100nM a F1 200nM x R5 50nM se nemaji takika na co syntetizovat a
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Obrazek 25.: a) Graf znazornujici vysledky analyzy amplifikace amplikonti qRT-PCR v fedici fadé pcDNA
DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a &
pouziti kombinace primertt F1 200nM X% R5 200nM. Vsechny vzorky byly v technickych duplikatech, kromé
NTC. NTC — riizové kiivka. Redici fada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho
po nejvyssi fedéni: 7,5x10%/ul — tmavé modra kiivka, 7,5x108c/ul — Cervena kiivka, 7,5x107¢/ul —
smaragdova (tmaveé zelend), 7,5%106c/ul — hnédozelena kiivka. b) Graf znazoriujici vysledky analyzy tani
amplikontt qRT- PCR v fedici tad¢ pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR
Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a za pouziti kombinace primera F1 200nM x R5 200nM.
Vsechny vzorky byly v technickych duplikatech, krom& NTC. NTC — rtizova kfivka. Redici fada plazmidu
pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 7,5%x10%/ul — tmavé modra
ktivka, 7,5%x108c/ul — Cervena kiivka, 7,5x107c/ul — smaragdova (tmavé zelend), 7,5%106c/pl — hnédozelena
ktivka c¢) Graf znazoriujici vysledky analyzy amplifikace amplikonit qRT-PCR v fedici fadé pcDNA
DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a za
pouziti kombinaci koncentraci primerd F1 200nM x R5 100nM. VSechny vzorky byly v technickych
duplikatech, krom& NTC. NTC — rtizova kiivka. Redici fada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je
7,5%107¢/ul — smaragdova (tmavé zelena), 7,5%106¢/ul — hnédozelena k¥ivka d) Graf znazorijici vysledky
analyzy tani amplikoni gRT-PCR v fedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim gPCR
2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99

°C a za pouziti kombinaci koncentraci primeri SfRNA F1 200nM x R5 100nM. Vsechny vzorky byly
v technickych duplikatech, krom& NTC. NTC — riizova kiivka. Redici fada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr
sfRNA je uvedena od nejniz§iho po nejvyssi fedéni: 7,5%10%/ul — tmavé modra ktivka, 7,5x108¢c/ul — ¢ervena
kiivka, 7,5%107¢/pl — smaragdova (tmavé zelend), 7,5x106¢/ul — hnédozelena kiivka. e) Graf znazornujici
vysledky analyzy amplifikace vznikajicich amplikoni qRT-PCR v fedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr
SfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a za pouziti kombinaci
koncentraci primerd sfRNA F1 200nM x sfRNA R5 50nM. VSechny vzorky byly v technickych duplikatech,
kromé NTC. NTC — rizova kiivka. Redici fada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od
smaragdova (tmavé zelena), 7,5%106c/ul — hnédozelena kiivka f) Graf znazornujici vysledky analyzy tani
vznikajicich amplikon gRT-PCR v fedici fadé pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA s pouzitim gPCR 2xSYBR
Master Mix (TopBio) v rozsahu 50 °C az 99 °C a za pouziti kombinaci koncentraci primertt SSRNA F1 200nM
x sfRNA R5 50nM. Vsechny vzorky byly v technickych duplikatech, kromé NTC. NTC — riizova kiivka. Redici
fada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 7,5x10%/ul —
tmavé modra kiivka, 7,5x108c/ul — ervena kiivka, 7,5x107¢/ul — smaragdova (tmavé zelend), 7,5x106¢/ul —
hnédozelena kiivka g) Vysledek elektroforetické separace amplikond pomoci desitkové fedici fady pcDNA
DEST40 TBEV Hypr sfRNA v 3 % agar6zovém gelu. VSechny vzorky byly v technickych duplikatech, krome
NTC. Jamky 1-11 F1 200nM x R5 200nM, 12-22 F1 200nM x R5 100nM, 23-33 F1 200nM x R5 50nM. Redici
tada plazmidu pcDNA DEST TBEV Hypr sfRNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni: 1-2 7,5x10%/ul;
3-4 7,5x108¢/ul; 5-6 7,5x107¢/ul; 7-8 7,5x106¢/ul; 9-11 NTC; 12-13 7,5%10%/ul; 14-15 7,5x108¢/ul; 16-17
7,5%107¢/ul; 18-19 7,5x106¢/ul; 20-22 NTC; 23-24 7,5x10%/pl; 25-26 7,5x108¢c/ul; 27-28 7,5x107¢/ul; 29-30
7,5%106¢c/ul; 31-33 NTC. Referencnim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Piitomna DNA byla nabarvena fluorescen¢nim interkala¢nim barvivem GelRed
Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescen¢ni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl
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vyvolan a zaznamenan v pfistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

52



4.2 Optimalizace metody dot blot pro detekci TBEV sfRNA

Informaci 0 struktufe a funkci SfRNA flaviviri pienaSenych klistaty a jeji roli
V patogenezi vy hostitelskych buiikach je velmi malo. Detailni popis sfRNA lze nalézt ve
studiich zabyvajicich komadary ptenaSenych flavivira (DENV, WNV a zika virus). Tato
bakalarska prace se zaméiuje na klistaty prenasSenym flavivirem TBEV. Konkrétnim cilem
této prace byla optimalizace detekce sfRNA TBEV hybridizacnimi technikami. Takto
optimalizovanou esej by néasledné¢ bylo mozné pouzit pro detekci sfRNA v riiznych typech
vzorkl, které by vyzadovaly ovéfeni piitomnosti sfRNA pomoci fluorescencni in situ
hybridizace a zaroven by umoznily lokalizaci hybridiza¢niho signalu sfRNA v hostitelské
burice.

Béhem optimalizace detekce sfRNA pomoci metody dot-blot v této préci byly pouzity
vzorky nukleovych kyselin z riiznych zdrojii obsahujicich sekvenci STRNA. Tyto vzorky byly
pouzity jako cile pro hybridizaci DNA proby ziskané PCR amplifikaci tseku sfRNA z
plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA vytvofeného v nasi laboratofi. Kromé
ptirozené formy sfRNA vzniklé po infekci TBEV v hostitelské buiice byla pro ucely
optimalizace detekce sfRNA pouzita RNA z bunétné linie DAOY HTB 186 sfRNA
transfekované SFRNA transkribovanou z téhoz plazmidu. Dalsim cilem testované hybridiza¢ni
proby pak byl pouZzit samotny plazmid nesouci sfRNA.

Ucelem optimalizace bylo docilit detekce specifického hybridizaéniho signalu, kterého
se nepodatrilo docilit v diplomové praci Mgr. Hany PejSové (PejSova H., 2020).

Pro kontrolu funkce metody dot-blot byly pouzity PAPOLA a actin B gen. Schéma
Vv nasledujicim obr.26. znazoriuje seznam vzorku a jejich uziti v metodé dot-blot. V tabulce
Tab.XVIII je popsan pivod pouzitych vzorku a jejich zastupny symbol pouzivany v této praci
V tabulkach XIX — XXVI jsou uvedeny roztoky a jejich slozeni pro jednotlivé kroky metody
dot-blot v¢. jejich zastupnych symbold pouzitych pii popisu jednotlivych experimentt

provedenych v ramci optimalizace metody dot blot v této praci.
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Obrazek 26.: Schéma piehlednéji znazornujici druhy pouzitych vzorki uvedenych v tabulce XVII1., jejich tlohu
béhem optimalizace metody dot-blot a jejich prislusné symboly v podobé pismen abecedy pouzité pro popis
jednotlivych experimentl provedenych v ramci optimalizace metody dot-blot

Tab.XVIII: Seznam a popis pouzitych vzorkti v metodé dot-blot

Symbol Popis vzorku Pouzita zkratka
Vv popisu vysledki

a) RNA z bunécné linie DAOY HTB 186 transfekované SfTRNA | Transfek. sSfRNA
b) NK (RNA zbunécné linie DAOY HTB 186 transfekované | NK

MBP)
C) RNA z infikované bunééné linie DAOY HTB 186 TBEV Infikovana sfRNA
d) RNA z bunécné linie A549 RNA A549
e) RNA z buné¢né linie PMJ2-R RNA PMJ2-R
f) Transkribovana SfRNA Transkrib. sSfRNA
Q) Transkribovana MBP Transkrib. MBP
h) RNA izolovana z truchny obecné RNA truchna
i) PcMV T-7-Hypr-Rluc T-7 NEBulider DHSa PcMV
J) Proba Proba
k) Konjugat lektinu GSL-1 s biotinem (Griffonia Simplicifolia | GSL-1

Lectin 1), pozitivni kontrola detekce signalu reportérové

molekuly
) DNA 7 lidské bunééné linie A549 DNA
m) pUC19 Vector (New England BioL abs) puUC

Tab XIX: Roztok pro promyti membrany po naneseni vzorku

Symbol Roztok pouzity pro promyti 1

a) 2xSSC
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Tab.XX: Roztoky pouzité pro prehybridizaci.

Prehybridizce
Symbol Pouzité prehybridiza¢ni roztoky
100mM NaCl, 1 %SDS, 50 %formamid, 10% dextran,
a) salmon sperm (Kumar J.S. et.al., 2013)
5xSSC, 5xdenhardt, 50 % formamid, 1 % SDS, 100ug/pl
b) salmon sperm (Brown T. a Mackey K., 2001)
C) SigmaPerfect/Hyb Hybridization Buffer (Sigma-Aldrich)

Tab.XXI: Hybridiza¢ni roztoky a mnozstvi pouzité proby.

Hybridizace

Symbol PouZzité hybridiza¢ni roztoky

1mM EDTA, 5 % SDS, salmon sperm, proba (Kumar J.S. et.al.,
a) 2013)

5xSSC, 5xdenhardt, 50 % formamid 1 % SDS, 100pg/ul salmon
b) sperm (Brown T. a Mackey K., 2001)
C) SigmaPerfect/Hyb Hybridization Buffer (Sigma-Aldrich)

Piidané mnoZstvi proby do hybridiza¢niho roztoku

d) 50 ng
e) 100 ng
f) 200 ng

Tab.XXII: Promyvaci roztoky po hybridizaci.

Symbol Roztoky pouzité pri promyti 2
2xSSC, 1 % SDS

a) 0,2xSSC, 0,1 % SDS

b) 2xSSC, 1 % SDS

Tab.XXIII: Blokovaci roztoky.

Symbol Pouzité blokovaci roztoky
a) 3 % BSA, 50mM Tris-HCI (pH=7,5), 150mM NaOH
b) 3% BSA, 1xTBS, 0,1 % Tween
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Tab XXIV: Roztoky pro navazani konjugatu a druhy a poméry piidaného konjugatu do

roztoku.
Symbol Pouzité roztoky pro navazani konjugatu
0,1M NacCl, 0,05% Triton X-100, 1M TRIS (pH=7,5), 3 %
a) BSA, 2mM MgCl»
b) 3% BSA, 1xTBS, 0,1 % Tween 20
Druhy konjugatu a jejich Fedéni
C) Streptavidin-HRP Concentrated (100x) (1/3000)
d) Streptavidin, Alkaline Phosphatase (2x) (1/1000)
e) Streptavidin-HRP Concentrated (100x) (1/1000)
f) Streptavidin-HRP Concentrated (100x) (1/5000)

Tab. XXV: Promyvaci roztoky po navazani konjugatu.

Symbol Roztoky pouZzité pri promyti 3
0,1M NacCl, 0,05% TRITON, 1M TRIS (pH=7,5), 3 % BSA, 2mM
a) MgCl:
0,1 M TRIS/HCI (pH=9,5), 0,2M NaCl, 50mM MgCla,
b) 1xTBS, 0,1 % Tween 20
C) 1XTBS, 0,1 % Tween 20
0,2xSSC, 1 % SDS

Tab. XXVI: Promyvaci roztok pro odmyti chemiluminiscen¢niho substratu

Symbol Roztoky pouzité pri promyti 4
a) I1xTBS + 0,1 % Tween 20

Tabulky XXVII — XXXI znazoriuji jednotlivé experimenty, kde byly pouzity rizné

kombinace pouzitych chemikalii a reak¢nich podminek

V experimentu 8. byla provedena detekce nandSeci kontroly pomoci metylenové modii po
vyvolani signalu reportérové molekuly na membrané. Od experimentu 9. az do posledniho
experimentu byla provadéna nandseci kontrola pomoci metylenové modii po hybridizaci a
vzdy po vyvolani signalu reportérové molekuly. Pro ovéfeni ptitomnosti nukleové kyseliny na
membrané detekci nanaseci kontroly metylenovou modii ihned po hybridizaci byla RNA
Z bunécné linie A549 ¢i RNA z infikované bunééné linie DAYO HTB 186 s virem TBEV

nanesena na membranu v duplikatu.
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Tab. XXVII: Rozpisy jednotlivych krokd experimentu 1., 2. a 3. chronologicky za sebou.

V tabulce jsou uvedeny vsechny proménné, které byly v jednotlivych experimentech

upravovany, v¢. inkubacnich dob a teplot jednotlivych krokt, sloZzeni pufri nebo zptsobtu

detekce reportérové molekuly.

1.experiment |

2.experiment

3.experiment

Material/chemikalie
Pouzité vzorky a), b), d), e) a), b), d), e) a), b), d), e), k)
Mnozstvi RNA [ng] 500 500 500
MnozZstvi GSL-1 NA NA 5000
Typ membrany Nylon Nylon Nylon a nitrocelul6za
Piedvlhéeni membrany | NA DEPC H.0O NA
Pouzita proba PAPOLA PAPOLA PAPOLA
Mnozstvi préby [ng] NA NA 100
Reakéni podminky
Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas
[@] [min] [@] [min] [@] [min]
Promyti 1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prehybridizace a) 42 60 b) 42 60 b) 42 60
Hybridizace a), d) 42 300 b), d) 42 O/N  |b),d) 42 O/N
Promyti 2 a) RT/ 50 15/15 |a) RT/50 15/15 |a) RT/ 50 15/15
Blokovani a) RT 10 b) RT 30 b) RT 30
Navézani konjugatu a), ¢) RT 60 b),d |RT 60 b),d |RT 60
Promyti 3 a) RT 2x7  |h) RT 3x10  |b) RT 3x10
Promyti 4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA — nepfitomno/nepouzito; RT — pokojova teplota; O/N — pies noc
RNA PMI2-R RNA A349 GSL.1 ) N RNAPMIZR RNA AS49 asLt e
-

Obrazek 27.: Zobrazeni signalu reportérové molekuiy AP na membrané vyvolaného kolorimetrickou detekei
pomoci BCIP a NBT. a) nylonova membrana, b) nitrocelul6zova membrana

Experiment 1.- Metoda dot-blot byla provedena dle ¢lanku Kumar J. S. etal., 2013

s modifikacemi slozeni promyvacich roztoku po hybridizaci. Denaturace RNA pti 70°C 5 min.

Vysledky nebyly fotograficky zaznamenany z divodu absence jakéhokoliv signdlu po

vyvolani reportérové molekuly.

Experiment 2.- Fixace vzorkt UV zafenim, denaturace proby pii 95°C po dobu 5 minut a

RNA vzorkd pri 70°C po dobu 5 min. Fixace a denaturace vzorkd a proby poté probihala ve
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vsech nasledujicich experimentech. Z dtivodu absence hybridiza¢niho signalu nejsou vysledky
dokumentovany.

Experiment 3. — V tomto experimentu byla vyzkousena nitrocelulézova membrana a byla
pfidana pozitivni kontrola detekce reportérové molekuly konjugat lektinu GSL-1 s biotinem

Viz. obr.27.

Reportérové molekuly na membranach experimentd 1., 2. a 3. byly vyvolavany kolorimetricky
—u experimentl 1. a 2. nebyl detekovan zadny signal a u experimentu 3. byla detekovana

pouze pozitivni kontrola protokolu pro vyvolavani reportérové molekuly GSL-1.

V experimentu 2. doSlo ke zméné pre/hybridizaéniho pufru a byl pouZit streptavidin-AP
reportérovy systém misto streptavidin-HRP, ktery byl pouzit v experimentu 1. Pouzitim jiného
pre/hybridizaéniho pufru detekce reportérové molekuly nebyla Gsp&sna. Zadny detekovatelny
signal v experimentu 2. mohl byt zptisoben lidskou chybou. V experimentu 3. byl pouzit stejny
postup jako v experimentu 2. s vyjimkou ptidani reportérové molekuly konjugat lektinu GSL-

1 s biotinem, ktery se podatilo detekovat pomoci kolorimetrické detekce.
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Tab. XXVIII: Rozpisy jednotlivych krokii experimentu 4., 5., a 6. chronologicky za sebou.

V tabulce jsou uvedeny vsechny proménné, které byly v jednotlivych experimentech

upravovany, v¢. inkubacnich dob a teplot jednotlivych krokt, sloZzeni pufri nebo zptsobt

detekce reportérové molekuly.

| 4.experiment |

5.experiment

6.experiment

Material/chemikalie

Pouzité vzorky a), b), d), ), j), k) d), j), k) a), b), d), e), j), k), I)
Mnozstvi RNA [ng] 500 500 500
Mnozstvi GSL-1 2000 2000 2000
Typ membrany Nylon Nylon Nylon
Predvlhéeni NA NA I1xTBS, 0,1 % Tween 20
membrany pii RT 10 min
Pouzita proba PAPOLA PAPOLA PAPOLA a actin 8
MnoZstvi proby [ng] 70 100 200
Reakéni podminky
Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas
(] | [min] @] | min] ] | [min]
Promyti 1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prehybridizace b) 42 60 b) 42 60 C) 42 60
Hybridizace b), e) 42 O/N |b), ) 42 O/N |c), 1) 42 O/N
Promyti 2 a) RT/50 | 15/15 |a) RT/50 | 15/15 |a) RT/42 | 15/15
Blokovani b) RT 30 b) RT 30 b) RT 30
Navazani konjugatu b), d) RT 60 b), d) RT 60 b), d) RT 60
Promyti 3 b) RT 3x10 |b) RT 3x10 |b) RT 3x10
Promyti 4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA — nepfitomno/nepouzito; RT — pokojova teplota; O/N — pies noc
e Transfek. RNA A549
S AT, FNAPMIZR - SIRNA RNA A549  denatur. RNA AS549
nendenatur.  65°C denatur. 70°C  Préba GSL-1
-

NK GSL-1 Priba
Obrazek 28.: Zobrazeni signalu reportérové molekuly
AP na membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci

pomoci BCIP/NBT.

Obrazek 29.: Zobrazeni signalu reportérové molekuly AP
na membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci
BCIP/NBT.
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a) GSL-1

%
W

RNA RNA Transfek. b) RNA RNA Transfek.
A549  PMI2-R sfRNA NK = DNA Préba GSL-1  As549 PMI2-R sfRNA NK DNA

{

Obrazek 30.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly AP na membrané vyvolaného kolorimetrickou
detekci pomoci BCIP/NBT pfi detekei transkripti PAPOLA genu. b) Zobrazeni signalu reportérové molekuly
AP na membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci BCIP/NBT pf#i detekci transkriptd actin § genu.

Dopliiujici komentare a hodnoceni k experimentim:

Experiment 4. - Z duvodu absence signalu u vzorku dokazujicich tispé$nou hybridizaci proby
v 3. experimentu bylo v dal§im experimentu (experiment ¢.4) pouzito dvojnasobné mnozstvi
proby Dopliiujici komentare a hodnoceni k experimentiim:

Experiment 4. - Z divodu absence signalu u vzorkt dokazujicich tispé$nou hybridizaci proby
v 3. experimentu bylo v dal$im experimentu (experiment ¢.4) pouzito dvojndsobné mnozstvi
proby viz. obr.28.

Experiment 5. — V tomto experimentu bylo dale navySeno mnozstvi proby a zaroven byla
provedena zkousSka denaturace RNA izolované z bunécné linie A549. viz obr.29.
Experiment 6. — Membrana byla ptedvlh¢ena v 1xTBS, 0,1 % Tween 20 pii RT po dobu 10
min a byla sniZena teplota promyvani po hybridizaci. Déle byla ptfiddna DNA jako kontrola
detekce transkriptu PAPOLA genu v DNA vzorku, ktera byla denaturovana pti 95°C po dobé
5 min viz. obr.30. Z divodu absence jakéhokoliv hybridiza¢niho signalu v dosavadnich
experimentech byla v nésledujicich experimentech nahrazena sonda pro detekci transkriptl

vvvvv

kontrola studii expresnich profilti nebo hybridiza¢nich technik.

Reportérové molekuly na membranach experimentd 4., 5. a 6. byly vyvolavany
kolorimetricky. V experimentu 4. byla detekovana pozitivni kontrola reportérové molekuly
(GSL-1). V experimentu 5. byla detekovana proba spole¢né s pozitivni kontrolou GSL-1. V
experimentu 6. byla detekovana préba spoleéné s pozitivni kontrolou GSL-1 pro oba

detekované transkripty gentt (PAPOLA a actin B).

V experimentu 4. bylo pfiddno vys$§i mnoZstvi proby na membranu a zkricenim doby
hybridizace ani tato zména nevedla k detekci specifického hybridiza¢niho signalu.
V experimentu 5. bylo nadale zvy$eno mnozstvi proby na membranu, ktera nasledné pouzitim

stejného postupu jako v experimentu 4. byla kolorimetricky detekovana. V experimentu 6. byl
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nasledn€ pouzit jiny pre/hybridizacni roztok s jehoz pomoci detekovatelny signal proby byl

intenzivnéjsi.

Tab. XXIX: Rozpisy jednotlivych krokt experimentu 7., 8. a 9. chronologicky za sebou.

V tabulce jsou uvedeny vSechny proménné, které byly v jednotlivych experimentech

upravovany, v¢. inkubacénich dob a teplot jednotlivych kroki, slozeni pufrii nebo zpiisobii

detekce reportérové molekuly.

| 7.experiment

| 8.experiment

9.experiment

Material/chemikalie

Pouzité vzorky d), e), h), ), k), m) d), e), h), j), k), m) d), ), h), ), k), m)
Mnozstvi RNA [ng] 500 500 500
MnozZstvi GSL-1 2000 1000 100
Typ membrany Nylon a PVDF Nylon a PVDF Nylon a nitroceluloza
Piedvlhéeni Nylon:  DEPC  H20, | NA DEPC H,O
membrany PVDF: 96 % etanol, 20 %

etanol s 2xSSC
Pouzita proba actin p actin g actin p
MnoZstvi proby [ng] 200 60 60

Reakéni podminky
Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas
(] | [min] (] | [min] (] | [min]
Promyti 1 NA NA NA |NA NA NA |a) RT 10
Prehybridizace C) 42 60 C) 42 60 C) 42 60
Hybridizace c), f) 42 150 |c), 1) 42 150 |c), ) 42 O/N
Promyti 2 b) RT/42 | 15/15 |b) RT/42 | 15/15 |b) RT/42 | 15/15
Blokovani b) RT 30 b) RT 30 b) RT 30
Navazani konjugatu b), d) RT 60 b), e) RT 60 b), e) RT 60
Promyti 3 b) RT 3x10 |b) RT 3x10 |b) RT 3x10
Promyti 4 NA NA NA |a) RT 3x10 |NA NA NA
NA — nepfitomno/nepouzito; RT — pokojova teplota; O/N — pies noc
a) RNA  RNA RNA ‘ ’ b) RNA  RNA RNA
A549  truchna PMJ2-R  GSL-1  pUC Proba A549  truchna  PMI2-R  GSL-1 puUC Proba
© ‘ o

Obrazek 31.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly AP na nylonové membrané Vyvolané}io
kolorimetrickou detekci pomoci BCIP/NBT. b) Zobrazeni signalu reportérové molekuly AP na PVDF membrané
vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci BCIP/ NBT.
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2) RNA  RNA RNA b) RNA  RNA RNA
A549  pMI2-R  PUC GSL-1  tychna  Proba A549  PMI2-R  pUC GSL-1 truchna  Proba

Obrazek 32.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na nylonové membrané vyvolaného
chemiluminiscenéni detekci (pomoci lumilolu), kolorimetrickou detekci (pomoci DAB) a nanaSeci kontrolou
(pomoci metylenové modti). b) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na PVDF membrané vyvolaného
chemiluminiscenéni detekci (pomoci lumilolu), kolorimetrickou detekci (pomoci DAB) a nanaSeci kontrolou
(pomoci metylenové modfi).

RNA RNA RNA

RNA RNA RNA A549  PMJ2-R  pUC GSL-1  truchna  Préba
AS549 PMJ2-R puC truchna Proba o
e r 3 C)

a)

b) et i d

Obrazek 33.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na nylonové membrané vyvolaného
kolorimetrickou detekci pomoci DAB b) Zobrazeni signalu RNA na nylonové membrané vyvolaného nanaseci
kontrolou pomoci metylenové modii c¢) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na nitrocelulozové
membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci DAB. d) Zobrazeni signalu RNA na nitrocelulozové
membrané vyvolaného nanaseci kontrolou pomoci metylenové modii.

Dopliiujici komentare a hodnoceni k experimentim:

Experiment 7. — Membrany byly pfedvlhéeny v roztocich popsanych v Tab. XXVII. Byla
porovnavana nylonovad s PVDF membranou viz. vysledky na obr.31. Na obr.31. Ize vidét, Ze
na nylonové membrané se vysledny signal rozpiji, zatimco na PVDF membrané je vysledny
signal je ve form¢& malych puntikil, z nichZ signal difundoval déle do okoli v pfipadé pfilis
intenzivniho signalu. Z tohoto divodu bylo v nasledujicim experimentu pouzito mensi
mnozstvi vzorki GSL-1 a proby. Reportérové molekuly na obou membranach (nylon, PVDF)
experimentu 7. byly vyvolavany kolorimetricky — byla detekovana pozitivni kontrola detekce

reportérové molekuly GSL-1 a proba.

Experiment 8. — V tomto experimentu byly pouzity stejné membrany a vzorky jako
v pfedchozim experimentu. DosSlo k pfidani menSiho mnoZstvi GSL-1 a proby. Dale byla
provedena chemiluminiscen¢ni a kolorimetrickd detekce. Po vyvolani reportérové molekuly
byla provedena nanaseci kontrola viz. vysledky na obr. 32. Reportérové molekuly na obou
membranach (nylon, PVDF) experimentu 8. byly vyvolavany chemiluminiscencné — byly
detekovany signaly RNA A549, RNA PMIJ2-R, GSL-1 a proby; Kolorimetricky — byly

detekovany GSL-1 a proby pro obé membrany. NanaSeci kontrola po vyvolani signalu
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reportérové molekuly — doSlo k detekci hybridizaéniho signalu ve vSech vzorcich RNA
nanesenych na membran¢. Intenzita signdlu byla niz§i na PVDF membrané v porovnani s

nylonovou membranou.

Experiment 9. — V tomto experimentu byla porovnavana nylonova s nitrocelul6zovou
membranou, jez byly po naneseni vzorkl promyty dle Tab. XXVII. Déle bylo sniZzeno
mnozstvi proby v hybridiza¢nim roztoku a provedena Nanaseci kontrola po hybridizaci a po
vyvolani signalu reportérové molekuly viz vysledky na obr.33. Reportérové molekuly na obou
membranach (nylon, nitrocelul6za) experimentu 9. byly vyvolavany kolorimetricky — byly
detekovany signaly RNA A549 a GSL-1. Nanaseci kontrola po hybridizaci — byl detekovany
signal RNA A549 pro obé membrany (nylon, nitrocelul6za). NanaSeci kontrola po vyvolani
reportérové molekuly — byly detekovany vSechny RNA na nylonové membrané a

nitrocelul6zové membrané s velmi nizkou intenzitou hybridiza¢niho signalu

V experimentu 7. byla sniZena teplota promyvani po hybridizaci na 42 °C a snizena doba
hybridizace na 150 minut, témito zménami byla zvySena intenzita signalu GSL-1 a proby na
nylonové a PVDF memnrané. V experimentu 8. bylo pouze sniZzeno mnozstvi ptidaného
GSL-1 a préby na membranu (nylonova a PVDF) a byl detekovan streptavidin-HRP
reportérovy systém. PouZitim streptavidin-HRP reportérovy systém a sniZenim mnoZstvim
GSL-1 a préby na membranu pomohlo k detekci hybridiza¢niho signalu v RNA A549. Po
vyvolani reportérové molekuly v experimentu 8. byla provedena nanaSeci kontrola z diivodu
obav o degradaci RNA vzorkl a jeji mozné odmyvani béhem metody dot-blot. BEhem
experimentu 7. a 8. bylo na PVDF membrané pozorovano rozliti vysoce intenzivniho signalu
nebo naopak mald intenzita béhem kolorimetrické detekei €1 nanaSeci kontrole. Ze
zminénych divodi byla k dal§im optimalizacim vybrana nylonova membrana.

V experimentu 9. byly pouzity stejné reakéni podminky jako v experimentu 8. s vyjimkou
doby hybridizace, ktera byla pfes noc a pouzitim nylonové a nitrocelul6zové membrany.
Hybridizaci pfes noc intenzita signdlu zlstala stejna. Z diivodu jasnéjsich vysledkl na

nylonové membrané byla pak pouzita v nasledujicich experimentech.
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Tab. XXX: Rozpisy jednotlivych krokti experimentu 10., 11. a 12. chronologicky za sebou.

V tabulce jsou uvedeny vsechny proménné, které byly v jednotlivych experimentech

upravovany, v¢. Inkubacnich dob a teplot jednotlivych krokt, slozeni pufrii nebo zptsobi

detekce reportérové molekuly.

| 10.experiment |

11.experiment

12.experiment

Material/chemikalie

Pouzité vzorky a), ¢), J), k), m) a), ¢), ), k) a), ¢), ), k)
MnoZstvi RNA [ng] 500 500 500
Mnozstvi GSL-1 10 20 20
Typ membrany Nylon Nylon Nylon
Predvlh¢eni DEPC H.0 DEPC HxO DEPC HO
membrany
Pouzita proba SfRNA, actin SfRNA, actin 8 PAPOLA, sfRNA, actin 3
MnoZstvi proby [ng] 50 25 25
Reakéni podminky
Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas | Roztok | Teplota | Cas
[2] | [min] [2] | [min] [2] | [min]
Promyti 1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prehybridizace b) 42 60 b) 42 60 b) 42 30
Hybridizace c), f) 42 150 |c), ) 42 150 | c),f) 42 150
Promyti 2 b) RT/42 | 15/15 |b) RT/42 | 15/15| b) RT/42 | 15/15
Blokovani b) RT 30 b) RT 30 b) RT 30
Navazani konjugatu b), e) RT 60 b), ) RT 60 b), f) RT 60
Promyti 3 b) RT 5x10 |b) RT 5x10 | ¢ RT 2x10/
2x10
Promyti 4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA — nepritomno/nepouZito; RT — pokojova teplota; O/N — pies noc
Infikovand  Transfek. Infikovand  Transfek.
S(RNA SfRNA pUC  GSL-1 Proba sfRNA SERNA pUC  GSL-1  Proba
a) c) _,
-
b) d)

Obriazek 34.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni
detekci pomoci luminolu pfi S detekei transkripti SfRNA. b) Zobrazeni signalu RNA na membrané vyvolané¢ho
nandSeci kontrolou pomoci metylenové modii pfi detekci transkriptl sfRNA. c¢) Zobrazeni signalu reportérové
molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni detekci pomoci luminolu pro detekci pii detekci

transkriptl actin  genu. d) Zobrazeni signdlu RNA na membrané vyvolaného nanaSeci kontrolou pomoci
metylenové modii pii detekci transkriptl actin § genu.
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Infikovang  Transfck. Infikovana Transfek.
sfRNA SsTRNA GSL-1 Proba sfRNA SfRNA GSL-1

a) - c)

Proba

Obrazek 35.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni
detekci pomoci luminolu pfi detekci transkripth sfRNA. b) Zobrazeni signdlu RNA na membrané vyvolaného
nanaeci kontrolou pomoci metylenové modii pti detekcei transkriptt sfRNA. ¢) Zobrazeni signalu reportérové
molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscenéni detekci pomoci luminolu pfi detekei transkriptti
actin p genu. d) Zobrazeni signalu RNA na membrané vyvolaného nanaseci kontrolou pomoci metylenové modti
pii detekci transkriptl actin B genu.

a) Infikovana  Transfek. b Infikovana  Transfek. C) Infikovana  Trapgfek.
SfRNA SfRNA sfRNA sfRNA sfRNA sfRNA

»
~
GSL-1 Proba GSL-1 Proba

GSL-1 Proba

Obrazek 36.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni
detekci pomoci luminolu pti detekci transkriptd PAPOLA genu. b) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP
na membrané vyvolaného chemiluminiscenéni detekci pomoci luminolu pii detekei transkriptd sfRNA. ¢)
Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni detekci pomoci
luminolu pfi detekei transkriptii actin  genu.

Experiment 10. — Po Gspé&sné kolorimetrické detekci transkripti genu actin 3 ve vzorku RNA
A549 byla provedena detekce sSfRNA sekvence, kde gen actin B slouzil jako kontrola metody
dot-blot viz obr.34. Reportérové molekuly na membranach experimentu 10. byly vyvolavany
chemiluminiscen¢né — byl detekovan hybridiza¢ni signal proby pro detekci transkriptd SFRNA
1 interni kontroly actin B gen). NanaSeci kontrola po hybridizaci a po vyvolani signalu
reportérové molekuly — byly detekovany signaly transfekované SfRNA a infikované SfRNA a

plazmidu pUC19 na obou membranach.

Experiment 11. — Po netispé$né chemiluminiscen¢ni detekci transkriptii SfRNA a genu actin
B v transfekované STRNA bylo v tomto experimentu zmensené mnozstvi konjugatu v roztoku
z 1/1000 na 1/3000 viz. obr. 35. Reportérové molekuly na membranach experimentu 11. byly
vyvolavany chemiluminiscenéné — byla detekovana pozitivni kontrola detekce reportérové

molekuly GSL-1 a hybridiza¢ni signal proby pro obé detekované sekvence (SfRNA a actin
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gen). Nanaseci kontrola po hybridizaci a po vyvolani reportérové molekuly— byly detekovany

signaly transfekované a infikované sfRNA na obou membranéch.

Experiment 12. — Po netspésné chemiluminiscenéni detekci transkripti SFRNA a genu actin
B v transfekované SFRNA bylo v tomto experimentu dale snizeno mnozstvi konjugatu z 1/3000
na 1/5000 v roztoku viz vysledky na obr.36. Dale jako kontrola byla ptidana detekce PAPOLA
genu. Reportérové molekuly na membranach experimentu 12. byly vyvolavany
chemiluminiscenéné¢ — na membrané¢ po hybridizaci se sondou interni kontroly proti
transkriptim PAPOLA genu byl detekovan hybridiza¢ni signdl ve vzorcich infikovana a
transfekovana SFRNA a GSL-1. Na membranach po hybridizaci se sondami pro sSfRNA a actin
B byly detekovany signaly ze vSech pouzitych vzorcich. Nandseci kontrola po hybridizaci a
po vyvolani signadlu reportérové molekuly— byly detekovany signdly transfekované a

infikované sfRNA na vS§ech membranach. Vysledek detekce nanaSeci kontroly neni ptiloZen.

V experimentu 10. bylo znovu snizena doba hybridizace na 150 minut zbyly postup byl
stejny jako v experimentu 9. V experimentu 11. bylo pouzito vys$si mnozstvi konjugatu
v roztoku, coZ vedlo k intenzivnéjSim signalim. V experimentu 12. bylo pouZito vyssi

mnozstvi konjugétu v roztoku, coZ vedlo k intenzivnéj$im signaltim.
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Tab. XXXI: Rozpisy jednotlivych kroki experimentu 13., 14., a 15. chronologicky za sebou.

V tabulce jsou uvedeny vsechny proménné, které byly v jednotlivych experimentech

upravovany, v¢. Inkubacnich dob a teplot jednotlivych krokt, slozeni pufrii nebo zptsobi

detekce reportérové molekuly.

|

13.experiment

| 14.experiment

15.experiment

Material/chemikalie

PouZité vzorky c), i), J), k) c), i), k) a), b), ), 9), j), k)
Mnozstvi RNA [ng] 15 000 15 000; 10 000; 5 000 22 000
Mnozstvi GSL-1 20 20 20
Typ membrany Nylon Nylon Nylon
Predvlh¢eni DEPC H.0 DEPC H.0 DEPC H.0
membrany
Pouzita proba SfRNA, actin SfRNA, actin 8 SfRNA, actin 8
MnozZstvi proby [ng] 25 5; 15; 25 25
Reakéni podminky
Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas |Roztok | Teplota | Cas
[2] | [min] [2] | [min] [2] | [min]
Promyti 1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prehybridizace b) 42 30 b) 42 30 b) 42 30
Hybridizace c), f) 42 150 |c), ) 42 150 |b),f) 42 150
Promyti 2 b) RT/42 | 15/15 |b) RT/42 | 15/15 |b) RT/42 | 15/15
Blokovani b) RT 30 b) RT 30 b) RT 30
Navazani konjugatu b), c) RT 60 b), ) RT 60 b), ) RT 60
Promyti 3 b) RT 6x5 a |b) RT 6x5a |c) RT 4x5 a
1x10 1x10 1x10

Promyti 4 a) RT 3x10 |a) RT 3x10 |a) RT 3x10

NA — nepritomno/nepouzito; RT — pokojova teplota;

Infikovana
sTRNA

a) .F‘i

b)

Obrazek 37.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci

GSL-1 Proba

PeMV

O/N — pies noc

Infikovana

sz'NA GSL-1 Proba

PcMV

pomoci DAB pfi detekci transkriptd sfRNA. b) Zobrazeni signdlu RNA na membrané vyvolaného nanaSeci
kontrolou pomoci metylenové modii pii detekci transkripti sSfRNA. ¢) Zobrazeni signalu reportérové molekuly
HRP na membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci DAB pfi detekci transkriptu genu actin B. d)
Zobrazeni signdlu RNA na membrané vyvolaného nanaseci kontrolou pomoci metylenové modii pii detekci
transkriptu genu actin f.
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Infikovand  Infikovand Infikovand  Infikovana
SIRNA SIRNA Infikovani SfRNA SIRNA

Infikovana
15ug 10pg S(RNA Sug  proba Sng  Proba I15ng  Préba 25ng — GSI-1

sfRNA 5ug  Proba Sng  Préba 15ng  Proba 25ng

Obrazek 38.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni
detekci pomoci luminolu pii detekci transkripti sSfRNA. b) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na
membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci DAB pii detekci transkripti STRNA. €) Zobrazeni signalu
RNA na membrané vyvolaného nanaseci kontrolou pomoci metylenové modii pii detekci transkriptt SFRNA. d)
Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni detekci pomoci
luminolu pii detekci transkriptli genu actin . €) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané
vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci DAB pti detekci transkripti genu actin B. f) Zobrazeni signalu RNA
na membrané vyvolaného nanaseci kontrolou pomoci metylenové modii pii detekci transkriptti genu actin f.

GSL-1

Transfek. Transkrib Transkrib i Transfek. Transkrib Transkrib
sIRNA sfRNA Transkrib MBP Transkrib SIRNA SfRNA  Transkrib = MBP Transkrib
22ug NK 13y 0,5ug SIRNA Ipg  0.5ug MBP lug  GSI-1 proba 224 NK 13pg  0,5ug  sfRNA Ipg  0.5ug MBP lpg  GSI-1 Proba

Obrazek 39.: a) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni
detekci pomoci luminolu pii detekci transkripti sSfRNA. b) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na
membrané vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci DAB pii detekci transkriptit SFRNA. ¢) Zobrazeni signalu
RNA na membrané vyvolaného nanaseci kontrolou pomoci metylenové modti pti detekci transkripttt SFTRNA. d)
Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané vyvolaného chemiluminiscen¢ni detekci pomoci
luminolu pfi detekci transkriptli genu actin . e) Zobrazeni signalu reportérové molekuly HRP na membrané
vyvolaného kolorimetrickou detekci pomoci DAB pti detekci transkripti genu actin . f) Zobrazeni signalu RNA
na membrané vyvolaného nanaseci kontrolou pomoci metylenové modfi pii detekci transkripti genu actin f.

Dopliiujici komentai‘e a2 hodnoceni k experimentim:

Experiment 13. — Po Gspé&sné chemiluminiscen¢ni detekci SFRNA ve vzorcich transfekované
a infikované sfRNA v predeSlém experimentu byla provedena detekce sfRNA s pouze
kolorimetrickou detekci a byla provedena nanéSeci kontrola viz. obr.37. Reportérové
molekuly na membranach experimentu 13. byly vyvolavany kolorimetricky— byly detekované
vSechny vzorky (infikovana sfRNA, GSL-1, préba, PcMV) na membrané po hybridizaci se

sondou proti SFRNA i se sondou interni kontroly actinu § Nanaseci kontrola po hybridizaci a
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po vyvolani reportérové molekuly — byly detekovany hybridizacni signdly ve vzorcich

infikované sfRNA a plazmidu PcMV na obou membréanéch.

Experiment 14. — Po uspésné kolorimetrické detekci sfRNA ve vzorcich infikované sfRNA
pomoci kolorimetrie bylo déale v tomto experimentu otestovano mnozstvi infikované sfRNA
(15 pg, 10 pg a 5 pg) a proby (5 ng, 15ng, 25ng) na membranach viz. obr.38. Reportéroveé
molekuly na membranach experimentu 14. byly vyvolavany chemiluminiscencné — byla
detekovana infikovand sfRNA v mnozstvi 15 pg a 10 ug a préba v mnozstvi 15ng a 25ng na
obou membranach (SFRNA a actin B). Dale byly vyvolavany kolorimetricky — byla detekovana
pozitivni kontrola GSL-1 a préba na obou membranach (po hybridizaci s probami proti SSRNA
i actin B). NanaSeci kontrola po hybridizaci a po vyvolani reportérové molekuly — byla

detekovana infikovana SfRNA ve vSech mnozstvich na obou membranach (sfRNA a actin B).

Experiment 15. — V tomto experimentu bylo navySené mnozstvi transfekované
sfRNA na 22 pg. Déle byly pouzity vzorky transfekované a transkribované MBP jako
negativni kontroly. K pozitivnim kontrolam byla ptidana transkribovana SfRNA viz. vysledky
na obr.39. Reportérové molekuly na membranach experimentu 15. byly vyvolavany
chemiluminiscenéné — byly detekované vSechny vzorky na obou membranach (SFRNA a actin
B) 1 negativni kontroly, signaly vzorkti GSL-1 a proby byly velmi vyrazné. Dale byly
vyvolavany kolorimetricky — Pro sfRNA sekvenci bylo mozné detekovat transfekovanou a
transkribovanou sfRNA a GSL-1. Dale bylo detekované transkribované MBP (negativni
kontrola a znaci nespecificky signél tvofeny béhem hybridizace) a proba, které¢ byly méne
vyrazné. Pro actin  gen bylo detekovdno GSL-1, préba a transkribovanad sfRNA. Signal
transkribované MBP byl méné patrny (znaci nespecificky signal tvofeny béhem hybridizace).
Nanéseci kontrola po hybridizaci a po vyvolani reportérové molekuly — byly detekovany

vSechny RNA vzorky na obou membréanach (sfRNA a actin B).

V experimentu 13. bylo snizeno mnozstvi konjugatu v roztoku oproti experimentu 12 a tim
byl zajistén intenzivnéjsi signal vzorku infikovand sfRNA. V experimentu 14. byl proveden
stejny postup jako v experimentu 13. a byl proveden test mnozstvi vzorku infikované sSfRNA
a proby na membrané, kde stejnym postupem byl detekovan hybridizac¢ni signal préby a
signaly ve vzorcich infikované sfRNA. V experimentu 15. byl proveden stejny postup akorat

byly pfidany negativni kontroly, které byly detekovatelné (stfRNA prébu a probu actinu f3).
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4.3 Northern blot

Cilem metody Northern blot bylo identifikovat nespecifické signaly a signaly
V negativni kontrole pozorované Vv metodé¢ dot-blot. Diky separaci celkové RNA
Vv denaturacnim gelu a jeji pfeneseni na membranu by tak mohlo byt mozné zjistit, zdali je
proba vazéana neselektivné ke vSem molekuldam RNA ve vzorku negativni kontroly anebo je

tato vazba omezena na konkrétni populaci molekul RNA.

V nasledujicim experimentu byla provedena separace RNA ve 12% polyakrylamidovém
denatura¢nim gelu se 4% mocovinou. Separovana RNA byla pfenesena na membranu pomoci
elektroblotu a byla pouzita proba znadena Anti-Digoxigenin/Digoxigenin DyLight® 488
(Vector laboratories) (v poméru 1/3000) a reportérové molekuly Streptavidin-HRP
Concentrated (100x) vyvolané chemiluminiscenéné a kolorimetricky viz. kapitola 3.13. Po
vyvolani reportérové molekuly byla provedena nanaSeci kontrola pomoci metylenové modfi.
Northern blot slouzil k detekci sSfRNA ve vzorcich (RNA z infikované bunécéné linie DAOY
TBEV Hypr sfRNA a transfekovand a transkribovand sfRNA) a k odhaleni ptipadnych
nespecifickych hybridiza¢nich vazeb ve vzorcich RNA z negativni kontroly infekce, RNA
Z bunééné linie A549, transfekované a transkribované MBP). Separace RNA z testovanych
vzorku slouzila k pfesné identifikaci zdroje nespecifickych signalt. Na obr.40 lze pozorovat
vysledek UspéSné separace RNA z testovanych vzorkiGel byl nasledn€¢ obarven
fluorescenénim interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water
(Biotium) o finalni koncentraci 2x. Pouzity referen¢ni velikostni standard (M) byl RiboRuler
High Range RNA Ladder (Thermo Scientific), ktery byl detekovan, ale z divodu jeho
velikostniho rozsahu (6000b — 200b) nedoslo k dostatecné separaci pro rozliSeni fragmenti
RNA vétsich velikosti. Déle 1ze z obr.40 pozorovat jiz zminéné separované RNA na 5,8S
rRNA, 5S rRNA a do c¢tyf tRNA, které jsou vyznaceny Sipkami a popsany v obrazku. Po
provedeni elektroblotu, provedeni hybridizace s SfRNA probou a vyvolani signalu reportérové
molekuly chemiluminiscen¢né 1 kolorimetricky nedoSlo k detekci zadného hybridiza¢niho
signdlu. Ani po vyvolani signdlu nanaSeci kontroly pomoci metylenové modii nebyl

detekovéan zadny signal.
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Obriazek 40.: Vysledek elektroforetické separace RNA v denatura¢nim 12% polyakrylamidovém gelu s 4 %
mocovinou. Jamky 1 transkribované MBP; 2 transkribovana sfRNA, 3 transfekované MBP; 4 transfekované
SfRNA; 5 RNA z bunécné linie A549; 6 negativni kontrola infekce; 7 RNA z infikované bunééné linie DAOY
HTB 186 s virem TBEV. Prouzky 1¢5,8S rRNA; 2¢ 5S rRNA; 3¢ tRNA; 4¢ tRNA; 5¢ tRNA; 6 tRNA; 7¢ tRNA.
Vizualizovany pomoci fluorescencniho interkalacniho barviva GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water
(Biotium). Pfitomnd DNA byla nabarvena fluorescenénim interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain
10000x in water (Biotium) a fluorescenéni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan
v piistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

Z divodu absence hybridizacniho signdlu 1 signdlu nanaSeci kontroly v ptedchozim
experimentu bylo provedeno nékolik zmén v pouZzitém protokolu metody Northern blot. (viz
kapitola 3.13, Tab. XV). Hlavnimi zménami protokolu pouZzitém v tomto experimentu byly
teploty béhem pre/hybridizace, pouziti biotinem znac¢ené proby a vyvolani signalu reportérové
molekulypouze kolorimetrickoué detekci s pouzitim reportérového systémemu streptavidin-
HRP (streptaividin-HRP konjugat fedény v poméru 1/5000) nasledovana detekci signalu
nanaSeci kontroly. Na obr.38 Ize pozorovat separaci vSech RNA (RNA z infikované bunécné
linie DAOY HTB 186 virem TBEV Hypr, RNA z negativni kontroly infekce, RNA z buné¢né
linie PMJ2-R, transfekované a transkribované SfTRNA a MBP) v 12% polyakrylamidovém 4%
mocovinovém gelu, ktery byl obarven GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium)
o koncentraci 2x%. Na obr.41 lze pozorovat intenzivnéj$i separaci RNA oproti predeslému
experimentu. Vizualizovana RNA Ize rozdélit do 5,8S rRNA, 5S rRNA a do tii tRNA, které
jsou na obr.41 znazornény Sipkami a popsany v popisku obrazku. Reportérové molekuly na
membrané byly vyvolavany kolorimetricky a doslo pouze k detekci signalu proby, ktera byla
na membranu nanesena po hybridizaci membrany pro kontrolu funkce vyvolavani signalu
reportérové molekuly. Déle bylo provedeno vyvolani signalu nanaSeci kontroly pomoci
metylenové modii, které bylo tentokrat Gspésné. Z diivodu ptitomnosti velmi slabého signal

nanaseci kontroly a nizké kvality fotodokumentace neni tento vysledek v praci uveden.
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Obriazek 41.: Vysledek elektroforetické separace RNA v denaturacnim 12% polyakrylamidovém gelu s 4%
mocovinou. Jamky 1 RNA z infikované bunécné linie DAOY HTB 186 virem TBEV; 2 negativni kontrola
infekce, 3 RNA z bunééné linie PMJ2-R; 4 transfekované sfRNA; 5 transfekované MBP; 6 transkribovana
SfRNA,; 7 transkribované MBP. Prouzky 1¢ 5,8S rRNA,; 2¢ 5,8S rRNA pro transkribované MBP; 3¢ 5,8S rRNA
pro transkribované sfRNA 4¢ 5S rRNA; 5¢ tRNA; 6° tRNA; 7¢ tRNA. Referencni velikostni standard (M) byl
RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo Scientific). Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescen¢nim
interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a fluorescen¢ni signal barviva
GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan v piistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

4.4  Elektroforeticka separace RNA pomoci agaréozového-formaldehydového
denaturacniho gelu.
Agardzovy-formaldehydovy denaturaéni gel slouzil k ovéfeni vysledku elektroforetické
separace RNA a velikostniho standardu pomoci 12% polyakrylamidového 4% mocovinového

denatura¢niho gelu.

V nasledujicim experimentu byl pouzit agarézovy-formaldehydovy denaturaéni gel, ktery byl
ponofen do 1xMOPS. Pouzitimi vzorky byly RNA z infikované buné¢éné linie DAOY HTB
186 virem TBEV Hypr, RNA z negativni kontroly infekce, RNA z bunétné linie PMJ2-R,
transfekované a transkribované sfRNA a MBP, ke kterym byl pfidan GelRed Nucleic Acid
Stain 10000x in water (Biotium) o konecné koncentraci 2x. Na obr.42 lze pozorovat
separované RNA, které I1ze rozdélit do 28S rRNA, 18S rRNA, 5,8 rRNA a 5S rRNA, jejich
umisténi je zndzornéno Sipkami a popsano v popisku obrazku. Na obr. 42 1ze pozorovat 5,8
rRNA a 5S rRNA jako tahl¢ ,,Smouhy®. Dale lze pozorovat spravnou separaci referencniho

velikostniho standardu, jez se nepovedlo v kapitole 4.3.
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Obrazek 42.: Vysledek elektroforetické separace RNA v agardézovém-formaldehydovém denaturacnim gelu.
Jamky 1 RNA z infikované buné¢né linie DAOY HTB 186 s virem TBEV; 2 RNA z negativni kontroly infekce;
3 RNA z bunécné linie PMIJ2-R; 4 transfekovana sfRNA; 5 transfekované MBP; 6 transkribovana sfRNA; 7
transkribované MBP. Prouzky 1¢ 28S rRNA pro jamky 6-7; 2¢ 28S rRNA pro jamky 1-5; 3¢ 18S rRNA pro jamky
6-7; 4¢ 18S rRNA pro jamky 1-5; 5¢ 5,8 a 5S rRNA pro jamku 7; 6¢ 5,8 a 5S rRNA pro jamku 6; 7¢ 5,8 a 5S
rRNA pro jamky 1-5. Referen¢ni velikostni standard (M) byl RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo
Scientific). Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescenénim interkala¢nim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain
10000x in water (Biotium) a fluorescenéni signal barviva GelRed navazaného na DNA byl vyvolan a zaznamenan
v piistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

5 Diskuze

TBEV (Celed Flaviviridae, rodu Flavivirus) patogenni a neurotropni RNA-virus
zpusobujici az 12 000 ptipadi nakazeni TBE ro¢né (Bondaryuk A. N. et.al., 2023). Do ¢eledi
Flaviviridae patii spoleéné s TBE také YF, japonska encefalitida, dengue a zapadonilska
horecka. Kromé preventivnich opatieni zahrnujicich noSeni ochranného oble€eni, brzké
odstranéni prisatého klistéte nebo zamezeni konzumace nepasterovaného mléka, se pacienti
nakazeni TBE 1€¢i pouze aktivni imunizaci (Kubinski M. et.al., 2020).

U vétSiny Flaviviru byla objevena ptitomnost malé nekddujici SRNA oznacované jako
sfRNA, ktera vznika nekompletni degradaci Flavivirové gRNA pomoci XRN1 (Clarke B. D.
et al., 2015). Akumulovana sfRNA interaguje s hostitelskymi bunéénymi proteiny a tim
zabraituje RNA interferenci, spravnému rozpadu bunééné RNA a inhibuje interferonovou
odpoved’ (MacFadden A., 2018). sfRNA je detailn€ popsana u komary ptenasenych flavivirii,
klistaty pfendSenych flaviviri (TBEV) tento detailni popis chybi (Slonchak A., 2022).
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sfRNA byla detekovana napiiklad v YF (Silva P. A. G. C. et.al., 2010), WNV (Funk A.
et al., 2010) a JEV (Fan Y. H. et.al, 2011). Zadna z t&chto publikaci se nezabyva popisem a
detekci sfRNA v TBEV. V nasi laboratofi se o detekci TBEV sfRNA pokusila Hana PejSova
pomoci metody in situ imunofluorescence ve své diplomové praci (Pejsova H., 2020), ale
nepodaftilo se ji ziskat specificky signal. V této praci bylo cilem optimalizovat detekci STRNA
ve zkoumanych vzorcich tak,

aby doslo k odstranéni signalti zptisobenych nespecifickou hybridizaci sfRNA proby.,
pomoci jednoduché hybridizacni techniky dot-blot. Prvnim krokem bylo pokus navrhnout
sfRNA probu, kterou by bylo mozné hybridizovat, coz neni jednoduché, protoze sfRNA, jak
jiz bylo diive zminéno, vytvaii spoustu sekundarnich struktur. Proba musela byt navrzena
mezi SL2 a SL3 oblasti 3’UTR TBEV, kde se nachazi oblast s nejmensi pravdépodobnosti
tvorby sekundarnich struktur, jejichz piitomnost ve struktuie SFRNA by branila hybridizaci
s prébou.

Pro ucely optimalizace metody dot-blot bylo nutno pfipravit si vzorky RNA, které
prokazatelné¢ obsahuji sfRNA, a to tedy RNA z sfRNA-transfekované DAOY HTB 186
bunécné linie, protoze jak jiz bylo zminéno, transfekované buiiky obsahuji vice sfRNA nez
TBEV-infikované. Nicméné buiky transfekované sfRNA neptedstavuji pfirozeny stav
vyskytu sfRNA. Z tohoto diivodu bylo potieba ptipravit i buiiky TBEV-infikované. Pro
spravnou optimalizaci metody dot-blot bylo nutné nejprve ovétit qRT-PCR eseji, zda RNA ze
sfRNA-transfekovanych a TBEV-infikovanych bun€k opravdu obsahuji sfRNA a v jakém
mnoZzstvi.

Mnozstvi SFRNA v transfekované bunééné linii DAOY HTB 186 transkribovanou sfRNA
a RNA z infikované bunééné linie DAOY HTB 186 virem TBEV bylo ovéteno qRT-PCR eseji
s TagMan probou publikovanou ve studii Schwaiger M., Cassinotti P., 2003, kde jako primery
slouzily TBEI F a R. Pro qRT-PCR jako pozitivni kontroly slouZila transkribovana sfRNA a
pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA. Ve studii byla navrzena gRT-PCR esej pro soubéznou
kvantifikaci sfRNA ¢tyt studovanych kmenti viru TBEV. Z vysledkl studie, nicméné neni
jasné, zdali byla specificita a u¢innost qRT-PCR ovétovana pomoci elektroforetické separace.
V této praci byly vysledky kvantifikace sfRNA TBEV Hypr nasledné ovéfovany
elektroforetickou separaci. Z vysledkl elektroforetické separace na obr.16 vyplyva, zZe tato
gRT-PCR esej neni vhodna pro kvantifikaci sfRNA ve vzorcich RNA pfipravenych v této
préci, protoze pouzitim Cist¢ého PCR produktu a reakéniho mixu se tvorba primer-dimert

neomezila, proto musela byt ovéfena u¢innost primert.
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Utinnost primerti byla ovéfovana pomoci desitkové pomoci desitkové fedici fady
plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA a PCR produktu viz. obr.13 az obr.17.
Vysledek testovani u€innosti této eseje za pouziti tohoto plazmidu Ize pozorovat na obr.13,
kde lze vidét, ze kvantifikacni kiivky jsou blizko sebe, mnozstvi amplikonu se tedy se
zvySujicim se mnozstvim vstupniho templdtu méni jen minimaln€ a tim padem i G¢innost
primert je naprosto nevyhovujici k pouziti této eseje pro vérohodnou kvantifikaci SfTRNA. Pii
pouziti PCR produktu jako templat Ize na obr.15 pozorovat kvantifikacni kiivky, jez
naznacovaly zvySenou uCinnost primerd. Nicméné po elektroforetické separaci bylo
z vysledkl ztejmé, ze fluorescence vypoctena z kvantifikacnich kiivek viibec nepochézi ze
specifického amplikonu. Existuje nékolik hypotéz, pro¢ qRT-PCR esej pro kvantifikaci
sfRNA ze studie Schwaiger, 2003 vykazovala tak nizkou U¢innost amplifikace templatové
cDNA. Narozdil od doporuéeni byla v této bakalarské praci pouzita sonda kombinujici znaceni
pomoci FAM fluoroforu s BHQ1 (Black Hole Quencher 1) zhaSedlem, namisto TAMRA
zhasedla pouzitého ve studii Schwaiger M., Cassinotti P., 2003. Kombinace sonda znac¢ena
kombinaci fluoroforu FAM a BHQ1 zhasedla je standartné pouzivana v nasi laboratofi a byla
uspésné pouzivana pro kvantifikaci TBEV ve zkoumanych vzorcich (Helmova R. et.al., 2020).
Dale ve studii Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 byl pouzit TagMan qRT-PCR reakéni mixu
TagMan one-step RT-PCR Mastermix Reagens Kit Applied Biosystems (Foster City, CA),
zatimco v této praci byl pouzit KAPA PROBE FAST Universal One-Step qRT-PCR Master
Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). Je tedy mozné, ze pouziti doporu¢ovaného reakéniho mixu
by mohlo vést ke zvySeni Gc¢innosti této eseje. Nicméné reakéni mix KAPA PROBE FAST
Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) je Gispésné pouzivan
v nasi laboratofi pro jiné TagMan qRT-PCR eseje a nebyl tedy diivod se domnivat, Ze by pfi
pouziti pro tuto eseje doslo k tak vyraznému snizeni G¢innosti amplifikace. Nasledné byly
Vv této praci vyzkouSeny reakéni mixy obsahujici interkalac¢ni barvivo SYBR KAPA SYBR®
FAST Universal One-Step gRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) a qPCR
2xSYBR Master Mix (TopBio). Na zdklad¢ ziskanych vysledkli bylo ziejmé, ze qPCR
2xSYBR Master Mix (TopBio) amplifikuje templatovou cONA/PCR produkt s mnohem vétsi
ucinnosti nez druhy testovany kit. Na obr.20 lze pozorovat tvorbu vétSiho mnozstvi
nespecifickych produkti pii pouziti KAPA SYBR® FAST Universal One-Step qRT-PCR
Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) v porovnani s JPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio).
Navic bylo mozné ve vysledcich amplifikace s pouzitim gPCR 2xSYBR Master Mix (TopBio)
pozorovat i piitomnost primer-dimerti vV PCR reakcis pridavkem TagMan proéby TBE-probe-

WT jako templatu, coz bylo ptivodné naplanovano jako postup k odhaleni mozné kontaminace
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v roztoku TagMan préby s pouzitim obou porovnavanych qPCR reakénich mixt (viz obr. 19
a 20). Vyse uvedena pozorovani naznacuji ze tato esej neni pouzitelna pro kvantifikaci SfTRNA
Vv testovanych vzorcich v této praci z diavodu Spatné kombinace fluoroforu a zhasedla, ktera se
muze u raznych templatu nebo prob béhem reakce chovat odlisSné coz maze mit i vliv na
vyslednou ucinnost amplifikac. Dal§im moznym divodem snizené ucinnosti PCR miize byt
pouziti jiného reakéniho mixu v porovnani se studii Schwaiger M., Cassinotti P., 2003. Tuto
hypotézu je mozné ovéfit pouze vyzkousenim reakéniho mixu pouzitého v této publikaci.

Z dtvodu neuspokojivych vysledki eseje pro kvantifikaci sSfRNA pomoci gRT-PCR
Z publikace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 byla nadale vyzkousena a optimalizovana
vlastni QRT-PCR eseje pro kvantifikaci SFRNA. Z n€kolika nové navrzenych pard primert byl
testovan par FxRS, ktery byl pouzit také pro syntézu amplikonu pro piipravu hybridiza¢ni
proby. Divodem pro vybrani toho paru primeru byla délka amplikonu, ktery by se dal nasledné
odlisit od ptipadné vznikajicich primer-dimert, coz usnadnilo hodnoceni G¢innost qRT-PCR
eseje. V této praci byly testovany dva pary primerd — FxR5 a F1XR5 jejich amplifikaci 1ze
pozorovat na obr.21 a 22. Na téchto obrazcich, kde byla templatem desitkova fedici fada
plazmidu pcDNADEST40 TBEV Hypr sfRNA, lze pozorovat tvorbu vice dimer v NTC
kontrole pro FxRS primery. F1xR5 primery byly vybrany pro dalsi optimalizace i ptesto ze v
jedné reakci NTC kontroly byl pozorovan vznik primer-dimerti naznacujici moznost nizsi
ucinosti amplifikace z diivodu tendence tvofit primer-dimery. Vysledkem bylo, Ze ani tyto
primery nejsou vhodni kandidati na kvantifikaci sfRNA, protoZze k UspéSné amplifikaci
specifického produktu dochéazelo jen pii nejvyssi koncentraci desitkového fedéni templatove
DNA plazmidu pcDNA DEST40 TBEV Hypr sfRNA. Ve vSech nasledujicich fedéni
templatového plazmidu nebyly primery schopny efektivni vazby na templat, coz lze usuzovat
mimo jiné na zdklad¢ pfitomnosti primer-dimerti dokumentace elektroforetické separace
amplikonu této eseje na obr. 24g). Podobné jako v ptipadé navrhu hybridiza¢ni proby ani
navrh primert pro kvantifikaci sSfRNA neni jednoduchym tkolem z diivodu tvorby slozitych
sekundarnich struktur v sfRNA, které omezuji volbu mist vhodnych pro Gspés$ny a efektivni
nasedani primert v pribéhu qRT-PCR.

Prvni experiment metody dot-blot byl proveden dle publikace Kumar J.S. et.al. (2013).
Po provedeni tohoto experimentu nebyl detekovan Zadny hybridiza¢ni signal nejspiSe
z divodu, ze autofi této studie byly zaméfeni na detekci DNA vzorkii pomoci DNA proby.
Tato prace se soustfedi na detekci RNA vzorkli pomoci DNA préby. Dalsim moznym
divodem neuspéchu mohli byt zmény provedené v protokolu, a to tedy pouZiti jinych

promyvacich roztokt po hybridizaci, kde v tomto experimentu bylo pfidano mensi mnozstvi
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SDS ¢inidla a to 0,1 %, které je doporuéeno (Josefsen K. et.al., 2011), misto 10% SDS pouzité
v publikaci Kumar J. S. et.al., (2013). Dale byl pouzit jiny blokovaci a promyvaci roztok po
navazani konjugatu, protoze v lahvi s jiz pfipravenym roztokem byla objevena plisen.

V druhém experimentu metody dot-blot byl pouzit formamidovy pre/hybridiza¢ni roztok
z ¢lanku Brown T. a Mackey K., (2001). Pouziti formamidu pii hybridizaci umoziuje snizit
teplotu hybridizacem, coz snizi mozné riziko degradace RNA ve zkoumaném vzorku. Pfi
pouziti formamidového pre/hybridizacniho roztoku byla detekovdna pozitivni kontrola
detekce reportérové molekuly (GSI-1) a proby (kromé experimentu 2., kde byla absence
signalu nejspise zptisobena lidskou chybou). Hybridiza¢ni signal proby transkriptu PAPOLA
genu se nepodafilo detekovat, coz mohlo byt zplsobeno nevhodnym slozenim
pre/hybridizac¢niho roztoku. Tento zavér se podafilo potvrdit pouzitim komeréné vyrobeného
hybridiza¢niho pufru PerfectHyb™ Plus Hybridization Buffer (Sigma-Aldrich). Pouzitim
tohoto komeréné dostupného hybridizaéniho pufru byl uspésné detekovan hybridizacni signal
transkriptu actin f proby ve vzorcich RNA izolovanych z lidské bunécéné linie A549, ktera
byla detekovdna kolorimetricky streptavidin-HRP reportérovym systémem na nylon
membrané viz. vysledky obr.33.

Dalsi moznou optimalizaci bylo porovnani riznych typt hybridizaénich membran. V této
praci byly testovany celkem 3 typy membran nylon membrdna Zeta-Probe® Blotting
Membranes (Bio-Rad), nitrocelul6zovd membrana Trans-Blot® Transfer Medium (Bio-Rad)
a PVDF Transfer Membrane (Thermo Fisher Scientific). Jejich spoleCnym vyuzitim je v
metod¢é Western blot (Kurien B. T., Scofield R. H., 2015). Nylon a nitrocelul6zova membrana
se nejcastéji pouzivaji v metodach Southern blot a Northern blot (Bhat A. 1., Rao G. P., 2020).
Mezi nevyhody nitrocelul6zové membrany patii jeji kiehkost po vysuSeni a moZnost pouze
tiikrat hybridizovat s prébou (Brown T., 1993). Nevyhody pozorovany u nitrocelul6zové a
PVDF membrany byly stejné, a to pii kolorimetrické detekci a nanaseci kontrole, kdy intenzita
signalu byla mensi oproti nylon membrané, na které signdl byl intenzivnéjsi a po vysuSeni
signal nevymizel. Mezi nevyhody pozorovanymi na nylon membran¢ bylo roztahnuti dotu na
vétsi plochu, ¢imz se intenzita signalu snizila minimalng, a proto byla vybrana k dalsi
optimalizaci.

Dale byly otestovany rizné druhy znaceni DNA proby, a to znaceni prob nick translaci
(Kato A. et.al., 2006) nebo znac¢enim nahodnych primertt pomoci Biotin DecalLabel DNA
labeling kit (Thermo Fisher Scientific). Tento test byl inspirovan diplomovou praci Hany
Pejsové (PejSova H., 2020), kterd pozorovala, ze signal z nick translace byl intenzivnéjsi nez

signal znaceni nahodnych primert. V této praci byl pozorovan opak, a tedy vice intenzivni
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bylo znaceni ndhodnymi primery (neni zaznamenavano ve vysledcich). Vys$si intenzita
znaceni nahodnymi primery byla nejspise dana délkou proby, a to 124bp, ktera byla kratsi nez
délka 298bp proby Hany Pejsové. Pro nick translaci doporu¢ena délka DNA proby je 300bp a
vySe a kone¢na délka proby by se méla pohybovat mezi 100 - 200bp (Balmain A. et.al., 1979).
Proba navrzena v této praci byla na tolik kratka, ze nick translace nebyla schopna ji specificky
a efektivné naznalit, coz mohlo dat za vysledek vhodngjsiho pouziti znaCeni pomoci
nahodnych primert.

Dalsim pozorovanim byla rozdilna intenzita signalu transkriptu ,,housekeeping* genu
actin B a sfRNA. V této praci bylo pozorovano, ze signal transkriptu actin § genu v TBEV-
infikované bunécéné linie DAOY HTB 186 byl vice intenzivnéjsi pti chemiluminiscencni i
kolorimetrické detekci viz, vysledky na obr. 38 a 39. Proby pouzité pii detekci transkriptu
actin B genu byly del$i a mohli byt znaceny nick translaci, zatimco proby pro detekci
transkriptu sSfTRNA byly zna¢eny ndhodnymi primery. Z divodu pouziti jinak dlouhych préb a
jiného znaceni by bylo do budoucna dobré tyto skutec¢nosti sjednotit a pro ob¢ detekce pouzit
stejn¢ dlouhé proby a stejny zplisob znaceni.

Dalsi optimalizaci provedenou v metod€ dot-blot byla teplota pre/hybdridiza¢niho a
promyvaciho kroku. Teplota 42 °C pro pre/hybridizaci ptevzata z publikace Kumar J. S, 2013,
kde byl pouzit DNA-DNA hybrid. V této praci byl vSak pouzit DNA-RNA hybrid, jehoz
doporucena teplota pro hybridizaci je vyssi a to 68°C (Zhou J. C., 2015). V experimentech
V této praci byla vybrana nizsi teplota nez doporuéena z divodu obav z mozné degradace RNA
vzorkl pii vysSich teplotach. Vyssi teploty a tim 1 mozné vymyvani prob z membran na
zacatku metody dot-blot mohlo zpiisobit, ze nebyl detekovan hybridiza¢ni signal proby.

V této praci byla pouZzita proba znacena biotinem, ktera se detekovala reportérovym
systétmem streptavidin-HRP a streptavidin-AP. Pti pouziti reportérového systému
straptavidin-HRP bylo mozné detekovat signal sfRNA proby v TBEV-infikované DAOY
HTB 186 buné¢né linii a zaroven v negativni kontrole MBP-transfekované DAOY HTB 186
bunécéné linii, které Ize pozorovat na obr.39. Moznym diuvodem vzniku nespecifického signalu
bylo pouZiti biotinem znacené proby, protoZze biotin je organicka molekula, kterd se volné
vyskytuje. Biotin je vod¢ rozpustny vitamin B7 napomahajici metabolismu Zivin (Raghu S.,
Sunita P., 2023). Misto volné se vyskytujiciho biotinu jako reportérova molekula byl v metodé
Northern blot vyzkouSen DIG v reportérovém systému DIG-AntiDIG, jez v diplomové praci
Hany Pejsové (Pejsova H., 2020) mél vice nespecifickych signalii nez biotinem znacena proba.
V této praci za pouziti DIG-AntiDIG reportérového systému nebyly detekovany zadné

signaly, diivody jsou diskutovany nize.
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Jak jiz bylo zminéno v metod¢ dot-blot na obr.39 byla detekovana sfRNA pomoci
chemiluminiscencni i kolorimetrické detekce v negativnich kontrolach, a to v RNA z MBP-
transfekované DAOY HTB 186 bunééné linie a v transkribované MBP. Metoda Northern blot
byla vyuzita k zjiSténi, na jaké molekuly RNA v naSich vzorcich (sfRNA-
transfekovanych/TBEV-infikovanych) z lidsk¢é DAOY HTB 186 bunétné linie se pouzitd
proba vaze.

Nespecifické hybridiza¢ni signaly SFRNA proby pozorované v negativni kontrole pouzité
pii metodé dot-blot byly motivaci pro provedeni metody Northern blot. Cilem této metody
byla moznost odhaleni identity molekul RNA zodpovédnych za nespecifickou hybridizaci
sfRNA préby po separaci RNA v testovanych vzorcich za denaturaénich podminek s
naslednou detekci hybridizaéniho signdlu po pfenosu separované RNA na membranu.
Protokol pro metodu Northern blot s pouzitim 12 % polyakrylamidového gelu a 4 %
mocovinou je standardné pouzivan pro aplikace vyzadujici vysoké rozliSeni separace RNA
(Green M. R., Sambrook J., 2021), ktery byl uspésné otestovan pro detekci STRNA vyzkumnou
skupinou prof. Esther Schnettler laboratote Tropické mediciny Institutu Bermadra Notche,
Hamburk, Némecko (nepublikovana data).

V pribéhu testovani tohoto ptevzatého protokolu nebyl ziskdn zadny pozitivni
hybridiza¢ni signal. Na obr.40 |ze pozorovat 12 % polyakrylamidovy 4 % mocovinovy gel po
elektroforetické separaci a lze vidét, ze se RNA separovala do 5,8 rRNA, 5S rRNA a c¢tyt
tRNA. Referenc¢ni velikostni standard, ktery kvili svému rozsahu (6000bp az 200bp) nebyl
dostate¢né separovan byl detekovan s nedostate¢nou separaci na rozliSitelné fragmenty RNA
vétsich velikosti. Dale probéhlo elektroblotovani, pre/hybridizace, promyvani, blokace,
navazani reportérové molekuly dle protokolu publikace Green M. R., Sambrook J., 2021
s ur¢itymi zmé&nami diskutovanymi dale. Poté probéhla chemiluminiscenéni a kolorimetricka
detekce pii kterych nebyl detekovan zadny signél. Po vyvolani reportérové molekuly byla
provedena nandSeci kontrola pomoci metylenové modfi, pfi které nebyl detekovan Zadny
hybridiza¢ni signal. Absenci hybridiza¢niho signalu po provedeni protokolu metody Northern
blot lze vysvétlit pouZzitim nestandardnich podminek a/nebo odchyleni se od nékterych
doporuceni z piedepsaného protokolu. Jedna se naptiklad o teplotu hybridizace a promyvani
68°C/50°C doporucena protokolem, zatimco bézné je doporu¢ovana hybridizac¢ni a promyvaci
teplota pro DNA préby 42°C (Chou C.C., 2004). Doporu¢enym hybridizaénim roztokem pro
probu znacenou DIG v prevzatém protokolu byl ExpressHyb™ Hybridization Solution
(Clontech Laboratories), zatimco hybridiza¢ni pufr zvoleny v postupu pouzitého v této praci

byl SigmaPerfect/Hyb Hybridization Buffer (Sigma-Aldrich), ktery byl pouzit i v protokolu
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metody dot-blot v této praci a s nimz byl Gspésné detekovan pozitivni hybridiza¢ni signal.
Podobné, doslo k odchyleni od pouziti doporuc¢ené membrany. Namisto doporu¢ované nylon
membrany Hybond N+ (Amshram) byla pouzita nylon membrana Zeta-Probe® Blotting
Membranes (Bio-Rad), ktera byla v této praci uspé$né otestovana pii metodé dot-blot.
S vysokou pravdépodobnosti bylo hlavnim divodem neuspéchu ptiprava a znaceni
hybridiza¢ni proby.

Na rozdil od ptevzatého protokolu, ktery pouzival znaceni proby pomoci PCR byla pro
znaceni proby Vv této praci pouzita metoda nick translace, ktera, jak jiz bylo diskutovano vyse,
neni vhodnou metodou pro znaceni prob kratSich nez 300bp. Kratké proby znacené nick
translaci byly rozstipeny na malé nukleotidové zbytky, které poté béhem piecisténi pomoci
Sephadex™ G-50 Superfine ulpély na filtra¢ni kolonce. Velikost DNA by méla byt vétsi nez
20bp (Tijssen P., 1993). Z tohoto duvodu by bylo vhodné v budoucnu pouzit zplisob znaceni
doporuceny v pievzatém protokolu.

Detekce sfRNA metodou Northern blot byla jiz dfive provedena v publikacich
zabyvajicich se studiem sfRNA u flavivirda YFV a MVE (Pijiman P. G. et.al., 2008) a JEV
(Fan Y. H. et.al, 2011). Detekce sfRNA v sfRNA-transfekovanych a TBEV-infikovanych
bunkach bylo vyzkouseno Pejsovou H. (2020). V publikaci Pijiman P. G. et.al., 2008 byla
sfRNA v YFV a MVE detekovana pomoci radioizotopti 3P a za pouziti jiz zminéné Hybond
N+ membrany (Amshram) a ExpressHyb™ Hybridization Solution (Clontech Laboratories).
V ¢lanku Fan Y. H. et.al., 2011 byla sfRNA v JEV detekovana pomoci DIG znacené proby,
metodou znaceni 3° koncu. V publikaci Fan Y. H. et.al., 2011 ovSem neni popsany postup
metody Northern blot pouzity pro detekci SfTRNA v JEV a nelze tedy ziskat veskeré informace
potiebné pro odhaleni moZnych pfi¢in neuspéchu vysledkli metody Northern blot v této
bakaléiské praci.

Z divodu vylouceni moZnosti nefunkéniho protokolu znaceni a/nebo detekce
hybridizaéniho signalu proby znacené pomoci DIG byl v nasledujicim experimentu metody
Northern blot otestovany postup, kterym byl ziskan pozitivni hybridiza¢ni signal v metodé
dot-blot s pouzitim proby znacené biotinem. Na obr.41 Ize pozorovat 12% polyakrylamidovy
4% mocovinovy gel po elektroforetické separaci a lze vidét, ze separace RNA probéhla
v potadku. RNA se separovala na 5,8 rRNA, 5S rRNA a tfi tRNA. Hybridiza¢ni signal byl
detekovan pomoci kolorimetrické detekce streptavidin-HRP reportérového systému, kde byl
detekovan pouze signal proby. Po vyvolani reportérové molekuly byla provedena nanaseci
kontrola pomoci metylenové modii jejiz vysledkem byla detekce signalu vSech zminénych

RNA. Bohuzel ani vtomto piipadé pouziti tohoto postupu se nepodafilo ziskat pozitivni
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hybridiza¢ni signal a bude proto nejspise nutné optimalizovat postup metody Northern blot
pfed samotnou hybridizaci a vyvoldvanim hybridiza¢niho signalu. Ovéfovani spravné
separace pomoci tohoto protokolu a integrity testovanych RNA vzorkl pak bylo dodate¢né
ovéfovano pomoci standardné pouzivané elektroforetické separace v agar6zovém-
formaldehydovém denatura¢nim gelu, jejiz vysledky jsou dokumentovany v obr.42. Na obr.42
1ze pozorovat separaci RNA do 28S rRNA, 18S rRNA a 5,8 a 5S rRNA, coz ndm déva jasny
obraz toho, jak by méla byt RNA na gelu separovana.

6 Zavér

Pro ovéfeni pfitomnosti a mnozstvi sfRNA ve vzorcich pouzitych pro optimalizaci
metody dot-blot byla pouzita esej qRT-PCR z publikace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003.
Pii pouziti této eseje pro kvantifikaci sfRNA v testovanych vzorcich byla pozorovana
ptekvapivé velmi nizkéd ucinnost amplifikace a nepodafilo se ji uspokojivé zvysit ani sérii
optimaliza¢nich experimentl S pouzitim riznych reakénich mixd, zménami koncentraci PCR
chemikalii nebo za riznych reakénich podminek. Selhaly i pokusy vytvofit a optimalizovat
vlastni gPCR esej pro kvantifikaci sfRNA. Uginnost reakce byla vzdy velmi nizka i pii
testovani riznych part primeri. Zda se, ze sekundarni struktury tvofici se ve struktuie SFRNA
mohou byt jednou z hlavnich pfi¢in netspéchli pti pokusech o navrh primerti schopnych
efektivné amplifikovat sSfRNA a ziskat tak pouZitelnou esej pro kvantifikaci stfRNA pomoci
gRT-PCR. Pro spravnou kvantifikaci stfRNA v eseji qRT-PCR je potieba noveé navrzenych
primert a jejich otestovani. Tato prace se zaméfovala na optimalizaci detekce STRNA metodou
dot-blot. V pribéhu prace se diky sérii pokusi testujicich rizné reakéni podminky, chemikalie
nebo membran podafilo docilit uspéSné detekce pozitivniho hybridiza¢niho signalu prob pro
detekci interni kontroly transkriptt ,,housekeeping® gentt PAPOLA a actin f§ i hybridiza¢niho
signalu sfRNA v testovanych vzorcich. Z diivodu pfitomnosti nespecifického hybridiza¢niho
signalu pozorovaného ve vzorcich negativni kontroly bude nutné v optimalizaci metody dot-
blot pokracovat. Pro identifikaci nespecifického signalu v metodé¢ dot-blot byla RNA pted
nanesenim na membranu a hybridizaci separovana v denaturaénim polyakrylamidovém gelu s
mocovinou. Metoda Northern blot byla provedena dle zavedeného protokolu, ale ani po 2
opakovani nedoslo k detekci pozitivniho hybridiza¢niho signalu. Ovéfeni spravné separace
vzorkli RNA v polyakrylamidovém denaturacnim gelu bylo uspé$né provedeno separaci

téchto vzorki v agar6zovém-formaldehydovém denatura¢nim gelu.
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