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Anotation

The aim of this work is to optimize the detection methodology of the NS2A protein of tick-
borne encephalitis virus by polyclonal serum derived against NS2A partial peptide.
Optimisation of detection was conducted in both NS2A protein-transfected cells and TBEV
Hypr-infected cells. The NS2A protein's specific signal was detected exclusively in a method
that used fluorescent confocal microscopy. The NS2A protein is found in the endoplasmic

reticulum, most likely in membrane vesicles.
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1 Uvod

Klistova encefalitida je virové onemocnéni, které napada lidsky centralni nervovy systém. Je
zpusobena arbovirem, presnéji virem klistové encefalitidy. Virus patii do ¢eledi Flaviviridae,
rodu Orthoflavivirus (Postler, 2023). Timto onemocnénim je rocné zasazeno piiblizn¢ 10 000
pacientli z Evropy a Asie. K pfenosu na ¢lovéka dochazi prostfednictvim sani klistat, ve
vyjimecnych ptipadech po konzumaci nepasterizovaného mléka ¢i mléénych vyrobkl. Na
klistovou encefalitidu v soucasnosti neexistuje 1€k, aktivni imunizaci se v§ak mize sniZit Sance
nakazy (Kaiser, 2016). U vice nez 90 % osob ockovanych proti klistové encefalitidé¢ dochazi
k navozeni ochranné imunity. Efektivita vakcinace zalezi na mnoha proménnych, jako je vék

pacienta, pocet podanych davek béhem ockovaciho planu ¢i druh vakciny (Pugh, 2022).

1.1 Flaviviridae

Celed’ Flaviviridae se d&li do &tyt roda: Orthoflavivirus, Hepacivirus, Pestivirus a Pegivirus.
U infekce lidskym pegivirem (HPgV) je vyssi pravdépodobnost rozvoje lymfoma (Yu, 2022)
avSak dosud nebyl tento virus spojen s zadnym konkrétnim onemocnénim (Fama, 2020).
Clenové rodu Pestivirus jsou piivodci vyznaénych chorob jak u volné Zijicich zvifat po celém
svete, tak 1 téch hospodarskych (Sakoda, 2011). Na lidské zdravi maji nejvetsi dopad zastupci
rodd Orthoflavivirus a Hepacivirus. Kromé infekce zpusobené virem hepatitidy C, jsou lidské
infekce flaviviry pifevazné akutni povahy (Sakoda, 2011). Orthoflavivirus je skupina malych
virG s jednofetézcovou RNA pozitivni polarity. Velikost genomu je priblizné 9-13 kb
(Simmonds et al., 2017). Rozsifeni zastupcu ¢eledi Flaviviridae je témét celosvétové. Kazdy
rod ma vsak svou specifickou lokaci (Pierson, 2020).

Vétsina téchto virt infikuje ptdky &1 savce, véetné Clovéka, a je pfendSena krevsajicimi
¢lenovci, klistaty a komary. Mezi komary pienasené orthoflaviviry patii virus dengue (DENV),
virus zluté zimnice (YFV), virus Zika (ZIKV) ¢i virus zapadonilské horecky (WNV) a virus
japonské encefalitidy (JEV) (Simmonds et al., 2017). Viry, jeZ jsou pfenaseny klist'aty zahrnuji
virus klistové encefalitidy (TBEV), virus Langat (LGTV), virus Omské hemoragické horecky
(OHFV) nebo virus Kyasanurského lesa (KFDV) (Gritsun, 2003).



1.2 TBEV

TBEV je nejrozsifenéjSim patogenem, ktery se pfenasi prostiednictvim klistat. Pro infekci
timto virem jsou charakteristické pfedevsim neurologické projevy. Tyto symptomy mohou vést
k dlouhodobym neurologickym komplikacim ¢i smrti. Onemocnéni TBEV muze probihat
1 asymptomaticky. Morbidita a mortalita TBEV zavisi na mnoha proménnych, mimo jiné také
na subtypu viru, kterym je pacient nakazen (Pulkkinen, 2018).

Ptes 10 000 pacientl z Evropy a Asie ro¢né onemocni klistovou encefalitidou (Kaiser, 2016).
Incidence v Ceské republice je jedna z nejvyssich v Evropé spolu s pobaltskymi staty
a Slovinskem (Orlikova, 2020). ,,V Ceské republice bylo v roce 2020 nahlaseno 854 piipadt
klistové encefalitidy, z toho 503 u muzi a 351 u Zen. S incidenci 7,98 na 100 000 obyvatel se
Cesko stalo zemi s nejvys§im poétem onemocnénim napii¢ EU/EHP*“ (The European
Environment and Health Process). Skupinou s vyrazné horS§im prub&éhem onemocnéni

a Castéjsimu trvalymi nasledky jsou starsi lidé (Orlikova, 2021).

1.2.1 Subtypy viru

Nejrozsifenéjsimi subtypy TBEV jsou evropsky, sibifsky a dalnovychodni (Ecker, 1999).
Nicméné nedavno byly popsany jesté dalsi dva subtypy, a to bajkalsky a himalajsky (Abdiyeva,
2020).

Virus klistové encefalitidy se vyskytuje v Evropé a Asii. Evropsky subtyp se nachézi
Vv centralni a vychodni Evrop¢, evropské ¢asti Ruska, v ¢asti Skandinavie 1 na jihu Evropy. Ve
vychodni ¢asti Ruska, v Ciné a Japonsku je rozsifeny dalnovychodni subtyp. Sibifsky subtyp
se vyskytuje na evropské i asijské ¢asti Ruska a ve vyjimecnych ptipadech i v nékterych
evropskych statech (Dumpis, 1999). Himalajsky subtyp byl popsan v Cing v oblasti tibetské
ploginy Cching-chaj a bajkalsky v oblasti jezera Bajkal a severnim Mongolsku (Abdiyeva,
2020).

Evropsky subtyp zptisobuje nejméné zavazné onemocnéni TBEV a probiha ve dvou fazich.
V prvni fazi se dostavi horecka a ve druhé fazi se mohou objevit neurologické potize az
u 30 % nakazenych, jako je meningitida, encefalitida ¢i meningoencefalitida. Mortalita
evropského subtypu dosahuje 2 % (Abdiyeva, 2020).

poruchy centradlniho nervového systému, které se mohou vyvinout do fokalni

meningoencefalitidy ¢i polyencefalitidy. Onemocnéni je doprovazeno ztratami védomi a behem
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k velkému poskozeni neuronti v riiznych ¢astech mozku a michy. Onemocnéni je zavazngjsi
u déti nez u dospélych. K timrti dochédzi u 20 az 40 % nakazenych (Guerrant, 2011).

Naopak sibifsky subtyp Ize charakterizovat méné tézkou akutni fazi. Misto toho ma vSak
tendenci k rozvoji chronické infekce. Pocet smrtelnych ptipadi se pohybuje do 8 % (Gritsun,
2003).

1.2.2. Pienos viru

Evropsky subtyp TBEV je pfenasem klistétem obecnym (Ixodes ricinus), kdezto
dalnovychodni a sibifsky klistétem sibifskym (Ixodes persulcatus) (viz obr. 1) (Lindquist,
2008).
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Obrézek 1: Geografické rozsifeni pienaseci TBEV |
V Evrop¢ a Asii. Modra barva zna&i rozsiteni 1. ricinus, fialova barva 1. persulcatus. Zelena plocha piedstavuje

prekryvajici se oblast vyskytu obou druhti. PferuSovana Cervend ¢ara ohraniCuje uzemi, kde se vyskytuje TBEV

(pfevzato z Lindquist, 2008).

Hlavnimi hostiteli a rezervoary viru v ptirod¢ jsou mensi druhy hlodavci, savci a ptaci. Kl1isté
se nakazi sanim krve z infikovaného jedince nebo spole¢nym sanim s infikovanym klistétem
na stejném hostiteli. Infikovana klist'ata mohou virus prenaset po zbytek zivota a v jakémkoliv
Zivotnim stadiu, tedy jako larva, nymfa i dospély jedinec. Clovék do styku s prenasedem
pfichazi nejéastéji pii pobytu v pfirodé, zejména v zalesnéné krajing, a to pii rekreacnich

¢innostech. (Dumpis, 1999; Labuda, 1993). Nejéastéji ptenos probiha béhem sani krve. Byly



také popsany ptipady, kdy k pfenosu viru doslo prostiednictvim nepasterizovaného kravského,
koziho ¢i ov¢iho mléka a mléénych vyrobkd (Dumpis, 1999). Pienos viru byl jiz také

zaznamenan diky transplantacim organt (Ruzek, 2019).

1.2.3. Patogeneze viru

Inkubaéni doba onemocnéni je nejéastéji 7-14 dnii (maximalni rozmezi 2-28 dnti) (SUKL,
2020). K rozvoji onemocnéni kliStovou encefalitidou musi virus piekonat fadu bariér, které
obratlovci pouzivaji ke své ochrané. Kuze, kterd predstavuje prvotni prekdzku pro pfisani
klistéte je ithned prolomena. Sliny klist'at obsahuji farmakologicky aktivni latky, které potlacu;ji
pocit svédéni a bolesti a také moduluji primérni odpovéd’ imunitniho systému v misté sani. To
je prospé&s$né pro klisté, které ma tedy vice Casu k infikovani jedince. Poté se virus lokalné
replikuje v koznich bunkach a nasledné v Langerhansovych bunkach, neutrofilech
a makrofazich. Tyto builkky nejspiSe slouzi jako vektory transportu virovych &astic do
lymfatickych uzlin (Valarcher, 2015).

Druhou bariérou, se kterou se virus setkdva, je imunitni reakce vyvolana samotnou virovou
infekci v misté vstupu infekce. Po nové replikaci se virus $iii do dalSich organd, zejména do
retikuloendotelidlniho systému (sleziny, jater a brzliku) a zptsobuje tak virémii (Valarcher,
2015)

Treti prekazkou je hematoencefalickd bariéra, ktera vytvaii dvé oddélena prostiedi. Lze ji
charakterizovat jako prechod mezi mozkovymi kapildrami a mozkovou tkéani. Sklada se
z endotelidlnich bun¢k, které jsou propojeny tésnymi spoji, z astrocytl a pericytl. Jak virus
dokaze prekonat tuto bariéru je tieba jesté vice objasnit (Ruzek, 2019). K migraci T lymfocyti
do centrdlni nervové soustavy, konkrétné do Sedé hmoty, dochazi diky infekci neuront.
Cytotoxicka odpovéd’ T lymfocyti mize vést k rozpoznani a cileni na infikované neurony
(Valarcher, 2015). Jakmile virus pfekona hematoencefalickou bariéru a dostane se do centralni
nervoveé soustavy, zpusobuje  onemocnéni  jako  je meningoencefalitida,

meningoencefalomyelitida ¢i meningitida (Razek, 2019).

1.2.4 Ekologie a epidemiologie

Aby byla klist'ata schopna ptisati a pienosu infekce na jedince, potiebuji k tomu vhodné
podminky. Aktivita klist'at zac¢ina v jarnich mésicich a trva az do listopadu, kdy teploty zacinaji

klesat a bliZit se bodu mrazu. MoZnost nakazy €lovéka zavisi nejen na teploté, ale 1 vlhkosti,



proockovanosti v dané lokalité ¢i ¢innosti ¢lovéka. Také cestovani do oblasti s vysokym
vyskytem klistat 1ze povazovat za rizikové (Lindquist, 2008).

Diky zméndm v charakteru piirody a klimatu se epicentra ndkazy ptesouvaji i do vysSich
nadmoftskych poloh, kdy do 600 m. n. m. je riziko nédkazy vysoké. Vyskyt klistové encefalitidy
v Evropé se rozsifil vice na sever i na zapad, do zemi a oblasti, kde se diive nevyskytoval (SUsS,

2003).

1.2.5. Prevence a lécba

K preventivnim opatienim lze zafadit prevenci prisati klistéte a imunizaci proti viru klistové
encefalitidy. Ke sniZeni rizika pfisati klistéte patii obleceni s dlouhymi rukévy a nohavicemi,
pouzivani repelentii a ¢asné vyjmuti klitéte (CLS JEP, 2020).

Nakazit se mtize kazdy ¢lovék bez ohledu na vek, ktery nema specifické ochranné protilatky.
Ockovani inaktivovanou vakcinou proti TBEV je doporuceno v§em osobam, které se mohou
setkat s nakazou. Podavana vakcina mize byt FSME-IMMUN ¢i Encepur, doporuceno
pro Evropu (SUKL, 2020). Na svété existuje v soutasné dobé $est riiznych vakcin proti klistové
encefalitidé (Kiiha 2021).

V Rusku a Kazachstanu je po prisati klistéte odborniky doporu¢ovano podat hyperimunni
imunoglobulin jako postexpozi¢ni profylaxi. Pro obavu ze zhorSeni pribéhu infekce se tento
postup v Evropé ale nedoporucuje. Toto tvrzeni vychazi z toho, Ze ne veskeré protilatky
neutralizuji virus (Ktiha, 2021). Lidské monoklonalni protilatky proti TBEV, jez byly
pfipraveny v nedavné dobé¢, vykazaly vysokou virus-neutralizacni aktivitu. Zminéné protilatky
predstavuji velky potencidl a mohou slouzit pro profylaktické i terapeutické ucely (Agudelo,
2021).

Antivirotika proti flavivirovym infekcim nebyla doposud schvalena (Neufeldt, 2018). Nicméné¢
Castou strategii ve vyvoji flavivirovych 1éCiv je cileni na nestrukturni virové proteiny, mezi né¢z

se fadi i protein NS2A (Chong, 2019).



1.3 Struktura TBEV

1.3.1 Virion

Virion TBEV je kulovity o priméru 50 nm. Genom viru je tvofen jedinym vladknem RNA
pozitivni polarity o délce 11 kb. Virion sestdva ze tii strukturnich proteinti: kapsidového
proteinu C, membranového proteinu M a hlavniho obalového proteinu E (viz obr. 2 a 3)
(Pulkkinen, 2018).

Q)‘ E’ ......... A M protein
N m @
& ¢ AN
. & "( “*A C protein
S .
: | % A Lipidova
@ V' e W membrana
@
2 .‘§ N e ecee,
( . (‘“ S “~A E protein

Genomova RNA

Obrazek 2: Struktura virionu viru kli$tové encefalitidy. Rizova barva piedstavuje genomovou RNA,
E protein je vyznacen svétle zelené, C protein pak tmavé zelené. Modra barva znaci lipidovou membranu a Seda

M protein. (upraveno z Pulkkinen, 2018).

Genom viru klistové encefalitidy se sklada z jednoho oteviené¢ho Cteciho ramce, ktery je
ohraniceny nekodujicimi oblastmi. Ten pak kdéduje jediny polyprotein, ktery je translatovan
a nasledné Stépen hostitelskymi i virovymi protedzami na jednotlivé proteiny (viz Obr. 3). Jiz
vySe zminéné 3 strukturni proteiny a dale pak na 7 nestrukturnich: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5 (Barrows, 2018).
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Obrazek 3: Obecné schéma genomu flavivird a uspofddani strukturnich a nestrukturnich

proteinti na piikladu DENV. V homni &4sti je zobrazen otevieny &teci rdmec a predpoklddané sekundarni
struktury neptekladanych oblasti 5' a 3'. St&peni polyproteinu virovymi a bunéénymi proteazami na jednotlivé
proteiny je vyobrazeno schématicky — buné¢nymi peptiddzami (niizky), virovou protedzou (propojené sipky),
furinem (samostatna $ipka) v Golgiho aparatu, neznamou proteazou (otaznik). Ve spodni ¢asti obrazku je naznacen

otevieny ¢teci ramec kodujici DENV (prevzato z Neufeldt, 2018).

1.3.2 Replikacni cyklus TBEV

Pro uspésné vytvoieni novych virovych Castic klistové encefalitidy v hostitelské buiice je
zapotiebi nékolika krokd (viz obr. 4). Virova Castice se navaze na specificky receptor na
bunééném povrchu, av§ak konkrétni receptory pro TBEV nebyly dosud objeveny (Kopecky,
1999). Po navazani virion vstupuje do buniky pomoci endocytdzy. Diky nizkému pH v pozdnim
endozomu se spousti fuze virovych a endozomdlnich membran, coz vede k uvolnéni virové
RNA (VRNA) do cytoplazmy (Pulkkinen, 2018). Virove proteiny jsou dale syntetizovany
ribozomy na povrchu drsného endoplazmatického retikula. Replikace genomu probiha
v endoplazmatickém retikulu, konkrétné ve virech indikovanych invaginacich membrany. Tyto
intracelularni kompartmenty zvySuji u¢innost virové replikace (Miorin, 2013). Replikace
VRNA a vbalovani viru jsou navzajem propojeny. Oba procesy jsou lokalizovany velmi blizko

sebe. Nebyl v§ak objeven specificky signal pro proces vbalovani flavivirové VRNA do virionu



(Barrows, 2018). Po ukonceni procesu vbalovani nezral¢ Castice prochazeji ptres Golgiho

aparat, kde dozravaji. Zralé ¢astice pak vystupuji z infikované burniky (Apte-Sengupta, 2014).
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Obrazek 4: Schéma zivotniho cyklu TBEV (vytvoieno v BioRender.com). zkratky: GA — Golgiho

aparat.

1.3.3 Nestrukturni proteiny TBEV

Zatimco strukturni proteiny slouzi jako stavebni jednotky virové ¢astice, nestrukturni proteiny
maji esencialni vyznam v replika¢nim cyklu TBEV ¢i sbaleni nové vVRNA (Chong, 2019).

Protein NS1 se ucastni replikace viru. NS3 je protedza zodpovédnd za Sté€peni virového
polyproteinu a je také enzymem ucastnicim se replikace virového genomu. Zatimco protein
NS2B zastava dulezitou funkci vbalovani RNA u JEV, je také protedzovym kofaktorem NS3
(Kumar, 2022). Helikdzova doména NS3 proteinu u YFV také napomaha vbalovani viru. Mimo
jiné také inhibuje indukci interferonu (Mackenzie, 1998). Protein NS2A je soucasti
replika¢niho komplexu a také vbalovani nové virové RNA do vzniklych ¢astic (Apte-Sengupta,
2014). NS4A indukuje pieskupeni membrany a autofagii kdezto NS4B moduluje imunitni
odpovéd’ hostitele potlacenim signalizace o/f interferonu a helikdzové aktivity NS3. Protein

NS4B ma také dulezitou funkci v replikaci viru a virus-hostitel interakci (Zou, 2014). Protein



NS5 putsobi jako RNA-dependentni RNA polymerdza a methyltrasferdza (Apte-Sengupta,
2014).

1.4 Protein NS2A

Nestrukturni protein NS2A viru klistové encefalitidy ma hydrofobni charakter, je tedy
zabudovany do membrany. Zaroven se jedna o maly transmembranovy protein 0 velikosti
23-25 kDa (Xuping, 2013). U DENV a Kunjin viru (KUNV) se protein NS2A a NS4A
nachazeji ve virem indikovanych membranach a membranovych vaccich (Mackenzie, 1998).
Protein NS2A nejspise umoziuje dulezité protein-proteinove interakce s faktory pfitomnymi
jak v cytosolu, tak i v endoplazmatickém retikulu (Leung, 2008). TéZ se ucastni sestavovani
(vbalovani) novych viriont ¢i tvorby transmembranovych komplexit membranovych vacki.
Na zasadni roli se spole¢né podileji Vv procesu sestavovani novych virovych &astic také
nestrukturni proteiny NS2B, NS3 a NS4. Interakce mezi proteiny NS2A-NS4 je pro proces
vbalovani esencialni (Tang, 2023).

Protein NS2A muze také interagovat i s jinymi strukturnimi a nestrukturnimi proteiny,
naptiklad prM-E, NS2B-NS3, NS4A ¢i NS4B, kdy jsou vSechny tyto proteiny nepostradatelnou
soucasti vbalovani nové vVRNA do virionu (viz obr. 7) (Barnard, 2021). U KUNV kolokalizuje
protein NS2A s VRNA a interaguje s NS3 a NS5 v tzv. replika¢nim komplexu (Xie, 2013).

Je znamo, Ze u proteinu NS2A v piipadé DENV, YFV a ZIKV jsou pro sestavovani virioni
dulezité klastry bazickych aminokyselin v N-terminalni ¢asti (asi 22-27 AK), dale bazicka
smycka (asi 95-104 AK) a bazicka smycka v C-terminalni ¢asti (asi 184-193 AK) (VoRmann,
2015). Avsak napfi¢ flaviviry se lokalizace téchto rezidui mize liSit i s ohledem na rozdilnou
predikci membrénové topologie (viz obr. 5 a 6) (Barnard, 2021). Jednou z velkych piekazek ke
studiu flavivirového proteinu NS2A je nedostatek spolehlivych protilatek proti tomuto proteinu
(Zhang, 2019). Nejcasteji se detekuji kratké fragmenty NS2A. Nekolik studii prokazalo, ze
protein NS2A je vyznamnym moduldtorem funkce hostitelské interferonové odpoveédi (Wu,

2017).
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Obr. 5: Membranova topologie proteinu NS2A u flavivirti. Charakterizované transmembranové
domény (oranzova) a domény, které neprochazeji membranou, (bila) zjisténé pro NS2A flavivird. Cervené je
oznadena ¢ast NS2A, kterd intereaguje s VRNA. Predikce téhoZ mista (otaznik) u YFV. Zkratky: DENV — virus
dengue, ZIKV — virus zika, YFV — virus Zluté zimnice, ER — endoplazmatické retikulum (pfevzato z Barnard,
2021).
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Obr. 6: Predikce membranové topologie proteinu NS2A TBEV. Zluta hvézda oznacuje predpokladané
misto, kde dochazi k interakci proteinu NS2A s VRNA. C-koncovava ¢ast (aminokyseliny 189-230) by méla byt
imunogenni a byla pouzita pro ptipravu polyklonalni protilatky v této praci. Zkratky — ER lumen — lumen
endoplazmatického retikula, gRNA — vRNA (nepublikované vysledky Mgr. Hana Tykalova Ph.D., vytvoteno

v Biorender.com).
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Obr. 7: Model vbalovani u flavivirt. 1. Po replikaci VRNA muZe blize neuréeny RNA vazajici protein
(potencionalné NS2A, NS3 nebo DDX56) pienést nové replikovanou genomovou RNA z replikacni komplexu na
protein NS2A. 2. NS2A interaguje s vVRNA prostiednictvim 3 ' UTR, stejné jako komplexy prM-E a NS2B-NS3.
Hostitelska signaldza se také pfidruZuje do tohoto komplexu, mozna diky asociaci s proteinem NS2B. 3. Signalaza
(¢erna Sipka) a protedaza NS2B-NS3 (bila $ipka) $tépi spojeni kapsidy a prM v ER, respektive cytosolu. 4.
Kapsidové dimery pak mohou interagovat s trimery prM-E heterodimerti a tvofit tak ,,vbalovaci jednotku* virionu
flaviviru. 5. Virové membranové proteiny pohanéji proces puceni, ktery mize byt dale stabilizovan NS1. 6.
Hostitelské proteiny komplexu pro remodelaci endozomalni membrany (,,endosomal sorting complexes required
for transport“ ESCRT) usnadfiuji membranové §tépeni a uvoliiuji sbaleny nezraly virion do lumenu ER v misté
vbalovani pravdépodobné diky interakci s NS3. Zkratky: ER — endoplazmatické retikulum, UTR — neptekladana
oblast (pfevzato z Barnard, 2021).
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo optimalizovat metodiku detekce proteinu NS2A viru klist'ové encefalitidy
S vyuzitim potencionalné specifického polyklonalniho séra proti NS2A. Dil¢imi cili pak byly
nasledujici body:

- osvojeni si metodiky (prace s tkanovymi kulturami, transcientni transfekce, imunoblot,
konfokalni mikroskopie)

- optimalizace transcientni transfekce plasmidu nesouci NS2A do lidské neuralni linie

- optimalizace podminek imunodetekce proteinu NS2A (imunoblot a konfokalni mikroskopie)

vV ramci transfekovanych bungk.
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3 Material

3.1 Bunécné linie

U experiment byla pouzita bunééna linie lidského meduloblastomu DAOY HTB-186 (ATCC).
Tato bunécna linie byla kultivovdna v DMEM médiu se stabilnim glutaminem (DMEM Low
Glucose, Biosera, MS01V71004) obsahujicim 10 % fetalni bovinni sérum (RG20210003,
Cytiva) a 1% smés antibiotik a antimykotik (amphotericin B 0,25 pg/ml, penicillin G
100 jednotek/ml, streptomycin 100 ug/ml) (MSO1L9100C, Merck). Bunétna linie byla
udrzovana pravidelnym pasazovanim (1x za 3 dny) a kultivovana pii 37 °C v prostiedi
5 % COz2 (Thermo Scientific, HERACELL. VIOS 160i).

3.2 Plasmidy

V pokusech byl pouzit plasmid Hypr NS2A wt pcDNA3.1 (NS2A wt) (GenScript,
U764THJ110-5/PK94074) (obr. 8) a plasmid Hypr NS2A mut_pcDNA3.1 (NS2A mut)
(GenScript, U764THJ110-5/PK95218). Mutace je zanesena v misté, kde se na zaklade¢
porovnani s jinymi flaviviry (konkrétné se ZIKV) ocekava interakce s vVRNA (obr. 6 —
naznaceno hvézdou). Mutace by méla tuto interakci narusit a zabranit tak interakci (bazické
aminokyseliny arginin nahrazeny alifatickou aminokyselinou alaninem). V budoucnu by se
méla studovat pravé tato interakce a porovndvat s nemutovanym plazmidem. V téchto
plazmidech byla exprese genu NS2A regulovana promotorem CMV (cytomegalovirus). Pro
negativni kontrolu se uzil plasmid pCAGGS (EV) (obr. 9), ktery kombinuje CMV enhancer
s AG promotorem (Vienna BioCenter Core Facilities).
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Obréazek 8: Plasmid NS2A wt (Mgr. Hana Tykalovd Ph.D., schéma vytvofeno v programu
Geneious Prime).

Kozack
rkEozak_r”T'-\gnal sequence BCL1

EL
5 EcoRV,BspEl'
- #B__—=3" UTR of rabbit B-globin, incl. polyA
pCAGGSsH_C Bsalf 2
4,929 bp
g ———3' flanking region of rabbit B-globin
g ‘g
v,

Sv40 ori
E P Terminator SV40 Poly-adenylation signal

3dog 2400

Obr. 9: Plasmid EV (schéma vytvoifeno v programu Geneious Prime, RNDr. Martin Selinger
Ph.D.)
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3.3 Protilatky

Piehled pouzitych protilatek v této praci je uveden v tabulce (viz Tab. I a Tab. II).

Tabulka I: Seznam pouzitych protildtek v metodé¢ imunoblotu, zkratky: Lab. apl. biochem. —

Laboratof aplikované biochemie PiF JU, GP — mor¢e, Go — koza, Rb — kralik

Metoda Nazev protilatky Vyrobce Pomér
Optimalizace  detekce | Anti-NS2A (GP) Lab. apl. biochem. 1:1000
proteinu NS2A v transf. a
inf. bunikach
HRP Anti-Guinea Pig| Invitrogen 1:2500
(Go) (#A18769)
Optimalizace  detekce | Anti-GAPDH (Rb) Abcam (#ab181602) 1:1000
GAPDH v transf. a inf.
butikach i _
HRP Anti-Rabbit (Go) | ABclonal (#ASO14) 1:2500
Optimalizace  detekce | Anti-NS5 (GP 4) Lab. apl. biochem. 1:1000
proteinu NS5  vinf.
bunkach HRP Anti-Guinea Pig| Invitrogen 1:1000
(Go) (#A18769)
Optimalizace  detekce | Anti-NS2A (GP) Lab. apl. biochem. 1:500, 1:1000, 1:5000
kontrolniho peptidu
NS2A HRP Anti-Guinea Pig| Invitrogen 1:2500
(Go) (#A18769)

Tabulka II: Schéma pouzitych protilatek v imunofluorescencni konfokalni mikroskopii (IF),

zkratky: Lab. apl. biochem. — Laboratof aplikované biochemie PfF JU, GP — morc¢e, Rb — kralik

Buiiky a ¢islo jamky

Nazev protilatky

Vyrobce

Pomeér

transfekované 1-6

Anti-NS2A (GP)

Lab. apl. biochem.

1:400, 1:500, 1:1000

Anti-Calnexin (Rb) Abcam (#ab22595) 1:1000
Anti-GP ALEXA | Abcam (#ab150188) 1:400
Fluor 594

Anti-Rb DayLight 488 | Abcam (#ab181448) 1:400

infikované 1-6

Anti-NS2A (GP)

Lab. apl. biochem.

1:400, 1:500, 1:1000

Anti-E (Rb) Lab. apl. biochem. 1:1000
Anti-GP ALEXA | Abcam (#ab150188) 1:400
Fluor 594

Anti-Rb DayLight 488 | Abcam (#ab181448) | 1:400
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U jamek 7 a 8 u transfekovanych a infikovanych bunék byly pouZity pouze sekundarni

protilatky ve stejnych pomérech, jako u jamek 1-6. Cilem bylo porovnat pripadné pozadi

vybranych sekundarnich protilatek.

3.4 Chemikalie a roztoky

Chemikalie a roztoky pouzité v této praci jsou vypsany nize (Tab. III).

Tabulka I11: Seznam pouzitych chemikalii a roztokt

v polyakrylamidovém
(SDS PAGE)

gelu

Metoda Roztok/Chemikalie Slozeni
Transfekce Trypanova modf 0,5 % (w/v) trypan. modii v PBS
PBS 14 mM NaCl, 0,15 mM KH,PO,, 1,8
mM Na,HPO,, 0,27 mM KCI, pH =
7,2
RIPA lyza¢ni pufr 0,1 % (w/v) SDS, 1 % (w/v) NP-40,
25 mM TRIS-HCI (pH 7,6),
150 mM NaCl, 1 % (viv)
deoxycholat sodny
Gelova elektroforéza | 4x separaéni gel 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4 % (w/v)

SDS

4x zaostfovaci gel

1,0 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,4 % (w/v)
SDS

30% Akryl amid (AA)

Rotiphorese® (Carl
Gel 30, 37,5:1

Roth),

TEMED Tetramethylethylendiamin (Serva)
10 % APS 10 % (w/v) APS v destilované vode
TCE 2,2,2-trichlorethanol (Sigma-

Aldrich)

5% LB redukujici

0,313 M Tris-HCI, pH 6,8, 10 %
(wfv) SDS, 50 % (v/v) glycerol,
0.05 % (w/v) bromfenolova modi,
50 mM dithiotreitol (DTT)

5% LB neredukujici

0,313 M Tris-HCI, pH 6,8, 10 %
(wfv) SDS, 50 % (v/v) glycerol,

0.05 % (w/v) bromfenolova modi

1x elektrodovy pufr

0,025 M Tris, 0,192 M glycin,
0,1 % (w/v) SDS
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Western blot

1x blotovaci pufr

0,025 M Tris-HCI, 0,192 M glycin,
20 % (v/v) methanol

5% mléko 5 % (w/v) odtu¢néné susené miéko
v PBS
PBS-T 0,05 % (w/v) Tween 20 v PBS

Barveni Blue Silver

fixa¢ni roztok

50 % (w/v) ethanol, 2 % (viv)

kyselina fosfore¢na

barvici roztok

10 % (v/v) kyselina fosforecna,
100 g siranu amonného, 1,2 ¢
Coomasie Blue G-250, 20 % (v/v)

methanol

Konfokalni mikroskopie

roztok pro blokovani

50mM NH,Cl v PBS

3.5 Virus

V laboratotich BSL2 Ptirodovédecké fakulty Jihogeské univerzity v Ceskych Budgjovicich

byla provadéna veskera prace s infekénim materialem. Infikovalo se kmenem Hypr, subtyp

evropsky. Pasaz byla provedena 4 X Vv mozcich sajicich mysi, dale 1 X v bunikach Vero E6.

Jako negativni kontrola byl pouZit supernatant z neinfikovanych Vero E6 bunék. Tento material

byl pro tuto praci poskytnut skolitelkou Mgr. Hanou Tykalovou Ph.D.
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4 Metodika

4.1 Imunizace a priprava protilatek

NS2A protein TBEV je obtizné produkovat (v bakteriich) a purifikovat pro piipadnou
imunizaci (Zhang, 2019). Proto se na zakladé in silico analyzy (v programu Geneious Prime)
predikovala imunogenni ¢ast proteinu (obr. 6), a to konkrétné¢ C-koncovou ¢asti 187-230
aminokyselin (obr. 11). Zaroven by také méla zasahovat do cytoplazmy a tim padem byt vice
pfistupnd pro rozpoznani protilatkou. Tento peptid byl nechan komeréné nasyntetizovat
(GenScript) a timto peptidem bylo imunizovano morce. V této praci byla tato ¢ast proteinu
NS2A pouzita jako pozitivni kontrola v metod¢ imunoblotu (NS2Apep).

0 2 30 4 50 60 8
Hypr NS2A cut from (U39292) GACAAC TGAATTACTCAGTGA A ITcccc AATAGT CATTGTTTGT TCCTTGAATACATCATCCGCA AGACCCTCCAC
T D N G E L L S E v P v \ L E Y | I R R R T

P S
) 10 20 20 : !
Hypr NS2A cut from (U39292) ATCAAC TT T T A CATCGTCGTTCTCGCTTTGCTTGTCACC AT TCA AT AGAGCCT CLCTAT CAGT
G s T ¥V V W G G I V¥ VvV L A L L T G M Vv R E S v R vV VvV AV
Hypr NS2A cut from (U39292) ATCACATTCCACCTTGAGCTA CCA‘A ATCGT CcCT AT CIAC\CCA C1 T TTGAGCTGA T il\ CTCA C.CA
T G | T F H L E L G P E | V A L Q A V F E L R V G L s
300 310 1) 130 40 30
Hypr NS2A cut from (U39292) TTTGCGCTGCGCAGAAGCCTCACCGTCCGAGAGAT ACCACCTACTTTCTTTTGCT TCCT AATT CTGCCGAGTGCGAACCTT
F A L R R S L T ¥V R E M V T T ¥ F L L L L E L G L P S A N
Ioop original seq RRSLTVRFM
Hypr NS2A cut from (U39292) A ATTTCT AAAT TGA CACT CCAT CGCTGATATTCA CTTGCAC CAGAA AAAGACT AGC CTCCTGCT
E D F W K W G D A L A M G A L | F R A A E G K T G A G L L L
450 500 510 530 540
Hypr NS2A cut from (U39292) CATGGCTCTCATGACACAGCAGGATGTGGTGACTGTGCATCATGGACTGGTGTGCTTCCTGAGTGCAGCTTCGGCTTGCTCGATCTGGAGGCT
M A L M T Q Q D A\ \" T v H H G L v C F L S A A S A C S I w R L
immuniz
Hypr NS2A cut from (U39292) CTCAGGGGACACAGAGAGCAGAAGGGATTGACCTGGATTGTCCCCCTGGCTAGATTGET AGA CTCTGGAATCAGACTGCTGGEGT
L R G H R E Q K G L T W [} Vv P L A R L L G G E G S G | R L L A

60 [ y )
Hypr NS2A cut from (U38292) TTT AGCTGTCAGCTCACAGA AAGACGA
F S A H R G R R

immunization peptide 187-230

Obr. 11: Sekvence proteinu NS2A TBEV. Oranzovda ¢ast oznaduje mutaci, konkrétng
93LRSNLTVREMI101, ktera byla zménéna na 93LASALTVAEMI101. Modra ¢ast oznacuje

C-koncovou ¢&ast, ktera byla pouZita pro imunizaci (vytvofeno v programu Geneious Prime, Mgr. Hana Tykalova,

Ph.D.)

4.2 Transfekce a pFriprava proteinového vzorku

Transfekce je proces, pfi kterém je cizi nukleova kyselina dopravena do eukaryotické buiiky.
Pfed samotnym procesem transfekce byly builkky nasazeny jeden den pfedem v poctu
upiesnéném v tabulce do odpovidajiciho kultivaéniho panelu v zavislosti na experimentu (viz

Tab. IV). Buniky byly uvolnény trypsinizaci, smichany s Trypanovou modii v poméru 1:1
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a spocitany v Biirkerové komtirce. Po spocteni bunék byl pfipravena bunécna suspenze o piesné
koncentraci bunék v kompletnim kultivacnim médiu. Bunécna suspenze byla pak napipetovana
do panelt dle experimentu. Panel s butikami byl vloZen do inkubatoru na 24 hodin.

Tabulka IV: Zobrazeni po¢tti nasazenych bun¢k pro naslednou transfekci.

Typ panelu Experiment Pocet bunék celkovy objem
6 jamkovy transfekce ¢. 1-2 750 000 1000 pl/jamka
6 jamkovy transfekce ¢. 3-4 1 000 000 1000 pl/jamka

Dalsi den bylo médium vyménéno za kompletni Cerstvé. Poté byla provedena transfekce ve
ttech riznych pomérech transfekéniho reagens (Polyjet, SignaGen Laboratories, #61759) pro
optimalizaci nejvhodnéjsich podminek pro transfekci. Zvolené poméry trasfekéniho reagens ku
plasmidové DNA byly 1:1,5; 1:2; 1:3 (w/v). Piesné tdaje pro transfekci jsou vyobrazeny
v tabulce V, pro IF v tabulce VI. K nafedéni transfekéniho reagens bylo pouzito médium
DMEM (DMEM High Glucose, Biosera, 017BS765) bez bovinniho séra, antibiotik
a glutaminu. Byl pfipraven roztok plazmidu (objemy byly 100 pl plazmidu a 100 pl transf.
reagens) ,,MIX 1“ a ,,MIX 2%, vzdy pro kazdy jednotlivy plazmid, tedy NS2A wt, NS2A mut
a kontrolni vektor EV. Mnozstvi vSech plazmidi byl 1 ug. MIX 2 byl téikrat promichan a ihned
smichan s MIX 1 a tato smés znova tiikrat promichana. Poté se transfek¢éni smés nechala
15 minut inkubovat pfi pokojové teploté a nasledné bylo do kazdé jamky piidano pozadované
mnozstvi (viz Tab. V) transfekéni smési a kratce promichano. Po 5 hodinach probéhla vyména

média za Cerstvé.

Tabulka V: Schéma transfek¢nich pomérti a smési pro 6 jamkovy panel

koncentrace [pg/pl] | mnozstvi celkové mnozstvi
plazmidu na | transfekéni  smési
jamku [pg] [l]

NS2A wt 1:1,5 1.000 200

NS2A wt 1:2 1.000 200

NS2A wt 1:3 1.000 200

NS2A mut 1:1,5 1.000 200

NS2A mut 1:2 1.000 200

NS2A mut 1:3 1.000 200

EV1:1,5 0.422 200

EV 1:2 0.422 200

EV 1:3 0.422 200
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Tabulka VI: Schéma transfekénich poméra a smési pro IF — 8 jamkovy panel na sklicku

koncentrace [pg/pul] | mnozstvi celkové mnozZstvi
plazmidu na | transfekéni  smési
jamku [pg] (]

NS2A wt 1:2 0,3 50

NS2A mut 1:2 0,3 50

EV 1:2 0.3 50

24 hodin po transfekci byla zméfena viabilita (viz 4.2 Méfeni viability), z jamek bylo odebréno
kultivaéni médium a buriky byly promyty v PBS. Nasledné byl pfidan lyzaéni pufr s inhibitory
protedz v poméru 1:100. Buriky byly lyzovany za stalého tfepani na ledu po dobu 15 minut.
Poté byly vzorky odebrany a sonikovany 15 min pii 24 °C (20 kHz, 2 pulzy,
8 sekund) (Powersonic 610, Hwashin) a nasledné zcentrifugovany 10 min pii 4 °C s rychlosti
14000 RCF (MPW-150R MPW Med. Instruments), aby se odd¢lily pevné Castice ze vzorku,
které by mohly zpusobit komplikace v pozdéjsich krocich. Poté byl odebran supernatant do
novych zkumavek a takto zpracované vzorky byly uchovavany pii -80 °C.

Infekéni vzorky byly poskytnuty Skolitelkou Mgr. Hanou Tykalovou Ph.D., a to konkrétné
vzorek ,lyzat“, coz byly infikované buiniky po dobu 48 hodin, promyté v PBS a nasledné¢ byly
zlyzovany v RIPA pufru. Dal$im poskytnutym vzorkem byl ,,pelet”. To byly buiiky, které se
v dobé 48 hodin po infekci uvolnily z monolayeru (ptedpokladala se pokrocilejsi faze infekce
s pokrocilym cytopatickym efektem a piipadné vy$§im mnozstvim virovych proteintl). Tyto

buriky byly ze supernatantu zcentrifugovany, promyty v PBS a zlyzovany v RIPA pufru.

4.3 Méreni viability

Po 24 hodinéch po transfekci bylo odebrdno médium a k buitkdm ptidano kompletni Cerstvé
médium spole¢né s Alamar Blue (alamarBlue ™ Cell Viability Reagent, DAL1025, Invitrogen)
v poméru 1:10 (Alamar Blue: bun. suspenze). Poté byly buiky inkubovany pii 37 °C a 5 %
COz2 (Thermo Scientific, HERACELL. VIOS 160i) hodinu a ptl. Po uplynuti inkubaéni doby
byl za tmy odebrén technicky triplikat do 96 jamkového panelu. Tento triplikat se odebral
i z jamky s negativni kontrolou a jamky, kde bylo pouze médium s Alamar Blue (k odecteni
pozadi). Byla zméfena fluorescence (excitace 550 nm, emise 590 nm) na piistroji Microplate
Reader (Synergy H1, BioTek) a poté se bunky promyly 3x PBS a pokracovalo se lyzou bun¢k
(viz 4.1 Transfekce).
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4.4 Méreni koncentrace proteini pomoci BCA metody

Koncentrace klarifikovanych proteinovych lyzati byla zméfena za pomoci BCA metody.

Z kazdého proteinového vzorku a bylo odebrano 10 pl a smichano spolu s 200 ul komer¢niho
reagens (smés pufri A: B v poméru 50:1). (Pierce ™ BCA Protein Assay Kit, #RB232670,
Thermo Fisher Scientific). Byly pfipraveny BCA standardy o zndmé koncentraci (0 pg/ml -
2000 pg/ml). Vzorky byly inkubovany 30 minut pii 37 °C (MS inkubator, Biotech), byla

zméfena absorbance pfi 562 nm na ptistroji Microplate Reader (Synergy H1, BioTek).

4.5 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE byla pouzita pro separaci jednotlivych proteinti na zékladé jejich molekulové
hmotnosti. Elektroforéza probihala ve 12 % polyakrylamidovém gelu. Nejprve byl ptipraven
tzv. separacni gel dle Tab. VII. a smés byla nalita mezi skla. K ziskani vodorovneé hladiny byl
separacni gel pfevrstven 30 % isopropanolem. Jakmile separacni gel zpolymeroval, isopropanol
byl odstranén a zbyly prostor byl doplnén 5 % zaostfovacim gelem (viz Tab. VII) mezi skla byl
vloZzen hiebinek. Do polyakrylamidového gelu byl pfidan TCE, diky kterému je mozno
separované proteiny vizualizovat v gelu za pomoci UV, a to bez pouziti jakychkoliv protein-
vazajicich barviv.

Tabulka VII: Ptiprava jednoho 12 % separac¢niho a 5 % zaostfovaciho gelu

Zaosttovaci gel Separacni gel
Latka Mnozstvi [ul] Mnozstvi [ul]
30 % AA 165 2000
4x separficm/ ’ 250 1950
4x zaostfovaci pufr
ddH20 575 1700
10 % APS 10 50
TEMED 1 2
TCE 5 25

Nasledné byly piipraveny vzorky k nanaseni do jamek v gelu. K jednotlivym vzorkiim byla

pfimichana barva (5 XLB DTT/bez DTT) v poméru 4:1. Jednotlivé vzorky smichané se
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vzorkovym pufrem s DTT byly zahtivany 5 min na 95 °C (Mixing Block, MB-102, Bioer)
a poté byly zchlazeny na ledu. Vzorky se vzorkovym pufrem bez DTT byly ponechany 5 min
pti pokojové teploté. Po inkubaci vzorki byla elektroforeticka apartura s gely uvnitt zalita 1X
elektrodovym pufrem a jamky byly precizné promyty. Dale byly vzorky naneseny do
jednotlivych jamek, v¢etné velikostniho standardu Protein Marker 1V (AppliChem #A8889)
(velikostni standard v objemu 5 pl). Po dobu 90 min probihala elektroforetickd separace pti
napéti 120 V ve stejnosmémém elektrickém poli (PowerPac ™ Universal, Bio-Rad). Po
ukonceni elektroforézy byly gely promyty destilovanou vodou a poté byly vyfoceny ve
fotodokumentacnim zatizeni GENEsys, V1.5.2.0 (G: Box, Syngene). Nésledné byly gely

pouzity v metodé Imunoblot.

4.6 Imunoblot

Tato metoda slouzi k detekci specifického proteinu ze smési za pouziti specifické protilatky.
Rozd¢lené proteiny jsou z gelu pieneseny na PVDF membranu (polyvinylidendifluorid)
(Mahmood, 2012).

Gely z SDS-PAGE metody byly oplachnuty destilovanou vodou a poté ekvilibrovany
v 1 X blotovacim pufru. Blotovaci papiry byly navlhéeny 1x blotovacim pufrem. PVDF
membrana byla aktivovana inkubaci ve 100 % methanolu po dobu 5 min a poté ekvilibrovana
v 1X blotovacim pufru. Nasledn¢ byl sestaven ,,blotovaci sendvi¢* (viz obr. 10) a vlozen do
blotovaci aparatury (SD20, Cleaver Scientific), pomoci sklenéné ty€inky byly odstranény
ptipadné vzduchové bubliny. Blotovani probihalo 1 hodinu pii 20 V (EV231, Consort). Poté
byly gely oplachnuty destilovanou vodou a obarveny metodou Silver Blue (viz 4.7 Barveni
Silver Blue).

Déle byly membrény blokovany v roztoku 5 % odtu¢néného suseného mléka 3 ml/membréana
za neustalého michani (VWR tube rotator eu plug, VWR) ptes noc pti pokojové teplote. Poté
byly membrany inkubovany S primarni protilatkou v roztoku
5 % odtuénéného suseného mléka 3 ml/membréana pies noc pii 4 °C za stalého michani. Po
skon¢eni inkubace byly membrany 3x promyty v PBS-T po dobu 10 minut. Po navazani
primarnich protilatek a promyti, byly ptidany sekundarni protilatky 3 ml/membrana a byly
inkubovény 1 hodinu pfi pokojové teploté za stalého michani. Membrany byly promyty 3 X
10 minut v PBS-T. Ptipadna tercialni protilatka byla inkubovana 1 h pti pokojové teploté za
stalého michani 3 ml/membrana s naslednym promytim v PBS-T 3x 10 minut. K detekci byly

pouzity sekundarni/tercialni protilaitky konjugované s kifenovou peroxidazou (HRP).
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K chemiluminiscenénimu vyvolani byl pouzit komeréni kit (Clarity ™ Western ECL Substrate,
#170-5061, Bio-Rad). Dle instrukci wvyrobce se smichaly reagens v poméru 1:1
a membrana byla inkubovéana se substratem 5 minut a nasledné byla vlozena do prihledné folie.

Chemiluminiscen¢ni signal byl zaznamenan ve fotodokumenta¢nim zafizeni GENEsys,

V1.5.2.0 (G: Box, Syngene).

Blotovacf papir
Gel
Membréna

Blotovaci papir

Obr. 10: Schéma vytvofeného ,,blotovaciho sendvi¢e” (vytvoieno v BioRender.com).

4.7 Barveni Silver Blue

Gely byly oplachnuty v destilované vod¢ a fixovany v roztoku ethanolu a kyseliny fosfore¢né
20 minut za stalého tfepani (Rocker 25, Labnet). Poté byly za stalého tiepani gely promyty

2 X po 20 minutach v destilované vod¢ a obarveny roztokem Blue Silver pies noc. Nasledujici
den byly promyvany v destilované vod¢ az bylo pozadi odbarveno. Pak byly gely vyfoceny ve
fotodokumenta¢nim zatizeni GENEsys, V1.5.2.0 (G: Box, Syngene).

4.8 Fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie

Buiiky byly nasazeny do 8 jamkového panelu (flexiPerm®, Sarstedt) na sklicko a dalsi postup
byl stejny jako u transfekce (viz kap. 4.1), pficemz celkové mnozstvi transfekéni smési bylo
50 ul/jamka. V ptipad¢ infekce byly bunky kultivovany ve stejném objemu jako pfi transfekci
a po 24 hodinach, kdy nastala vyména média, byla pfidana infekéni suspenze

50 pl/jamka. Pocty nasazenych bunék se lisily v zavislosti na experimentu (viz Tab. VIII).
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Tabulka VIII: Vyobrazeni po¢ti nasazenych bun¢k pro naslednou transfekci/infekei

8 jamkovy transfekce (24/48 h) | 40 000 300 pl/jamka
¢. 1

8 jamkovy transfekce ¢. 2 (48 h) | 20 000 300 pl/jamka

8 jamkovy infekce €. 1 (48 h) 40 000 300 pl/jamka

8 jamkovy infekce €. 2 (48 h) 20 000 300 pl/jamka

Den po transfekci/infekci byly buiiky promyty v PBS a fixovany pomoci 4 % paraformaldehydu
(Roti®-Histofix, 359287781, Carl Roth) po dobu 15 minut pti pokojové teploté a nasledné byly
bunky 3x promyty v PBS po 5 minutach a byly uchovany v lednici pii 4 °C az do nasledného
znaceni. Roztoky pouzité v této metodé se pred pouzitim prefiltrovaly (0,22 pum filtr). Bunky
byly permeabilizovany pomoci 0,1 % Tritonu X-100 (Serva) v PBS po dobu 15 minut. Poté
byly vzorky 3x promyty v PBS a blokovaly se v roztoku pro blokovani 2x 10 minut. Pred
pridanim 3 % BSA (Roti®-Albumin Fraktion V) v PBS pro blokovani nespecifickych vazeb
byly vzorky opét 2x promyty v PBS. Blokovani nespecifické vazby protilatek probihalo v 3 %
BSA v PBS 1 hodinu pii pokojové teploté. Poté byly pridany primarni protilatky v 1 % BSA
v PBS, které se inkubovaly 1 hodinu pii pokojové teploté v objemu 200 pl/jamka (seznam
pouzitych protilatek je uveden v Tab. Il). Poté byly jamky opét 2x promyty v PBS po
intervalech 5 minut a byly pridany sekundarni protilatky v 1 % BSA v PBS, které se tentokrat
inkubovaly vzdy ve tmé 1 hodinu pii pokojové teplot¢ v objemu 200 pl/jamka (seznam
pouzitych protilatek je zaznamenan v Tab. I1). Po hodin¢ byly vzorky 5x promyty PBS
a doslo k pripravé samotnych preparati. Sklicka se ponechala za tmy na stole, aby doslo
k vysuseni vzorku. Déle bylo ptidano montovaci médium Vectashield (H1800), které obsahuje
barvivo DAPI, které slouZi k barveni jader. Poté bylo ptilozeno kryci sklicko a nanesen byl lak
v okoli skli¢cka. Hotové preparaty byly uskladnény v lednici pii 4 °C. Pomoci konfokalniho
mikroskopu Olympus Fluoview FV10i byly vzorky pozorovany a foceny, naslednd Uprava
snimka probihala v softwaru FV10-ASW (ver.04.02). Intenzita laseri na konfokalnim
mikroskopu a nésledné upravy signalu byly u v§ech pokusii s transfekovanymi ¢i infikovanymi
vzorky vzdy identické. Barvivo DAPI, které standardné barvi jadra bunék, je jiz obsazené
v montovacim médiu. U transfekovanych vzorkli bylo naznac¢eno endoplazamtické retikulum
pomoci detekce markerového proteinu Calnexinu. Pro potvrzeni infekce byl u infikovanych
vzorkl detekovan protein E TBEV.
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5 Vysledky

5.1 Viabilita v transfekovanych vzorcich

Nejprve bylo potieba optimalizovat podminky transfekce studovaného genu TBEV NS2A do
bunek. Pro zvoleni co nejSetrnéjSich a zaroven nejucinnéjsich podminek byla métena viabilita
bunék po transfekci. Méteni viability bylo provedeno ve dvou biologickych opakovénich.
Vysledek slouzil k posouzeni vhodnosti transfekénich podminek s ohledem na zachovéni co
nejvyssi viability pro dals$i experimenty a k vybéru podminek pro piipravy vzorka pro
fluorescen¢ni konfokélni mikroskopii. U poméra 1:2 a 1:3 (plazmid: transfekéni reagens)
nebyly vyrazné rozdily ve viabilit¢ oproti poméru 1:1,5. Po zkuSenosti z pfedchozich
experimentll ohledné transfekéni ucinnosti byly z téchto dvou pomérd zvoleny transfekéni
podminky 1:2 jako nejvhodnéjsi, proto byla zvolena i zde. Tato koncentrace vykazovala nejvice
konzistentni hodnoty Zivotaschopnych bun¢k napti¢ vSemi vzorky, a to 87 % pro NS2A wt,
88,5 % pro NS2A mut a 88,7 % pro kontrolni vektor EV (obr. 12).

1:1,5 1:2 1:3 1:1,5 1:2 1:3 1:1,5 1:2 1:3
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Obr. 12: Viabilita v bunnkach DAOY — HTB 186 transfekovanych expresnimi vektory pro

NS2A. Graf zachycuje relativni podil Zivotaschopnych bungk v procentech v réiznych vzorcich vztazenych
k viabilité¢ kontrolnich bunék bez transfekce (100 %). Vodorovna osa znaéi ur¢ité skupiny vzorku. Jednotlivé
poméry jsou vyznaceny stejnou barvou — zluté: 1:1,5 (plazmid: transf. reagens), oranzové: 1:2 (plazmid: transf.
reagens), ¢ervené: 1:3 (plazmid: transf. reagens). Zkratky: NS2A wt — protein NS2A wild type, NS2A mut —
mutovany protein NS2A, EV — kontrolni vektor.

25



5.2 Optimalizace podminek detekce NS2Apep

Nejprve bylo potieba ovéfit, zda testovand polyklondlni protilatka rozpoznava NS2Apep
a overit si tak uspé$ny vysledek imunizace. Detekce NS2Apep (5 kDa) probihala pfi tiech
rtiznych koncentracich priméarni protilatky a péti riiznych fedénich zasobniho NS2Apep. Redéni
primarni protilatky, kterd byla pouzita v této metod¢, byly 1:500, 1:1000 a 1:5000. Koncentrace
NS2Apep byly 1 ng, 0,2 pg, 0,04 pg, 0,008 png a 0,0016 pg. Tento pokus probihal v redukujicich
podminkach. Pfipravené polyklonalni sérum tspésné detekuje NS2Apep, vytvorené antisérum
je specifické proti antigenu, kterym se imunizovalo. S pouzitim vSech 3 fedéni protilatky byla
detekce uspésna, detekeni limit pro koncentraci zdsobniho roztoku NS2Apep byl 0,008 pg. Pro
pouziti v dalSich experimentech bylo vybrano fedéni primarni protilatky 1:1000 a pro ovéfeni,
ze dana metoda probiha standardné byl NS2 Apep pouzit jako pozitivni kontrola, a to v mnozstvi
0,008 pg. Tato koncentrace byla vybrana proto, aby bylo mozné detekovat dany peptid a jeho
signal byl porovnatelny s o¢ekavanymi vysledky detekce.

A B C
M 1 02 004000800016 M 102 0,04 0,008 0,0016 M 1 0,2 0,04 0,008 0,0016
10kDa —
NS2Apep;~ - - L
5kDa

Obr. 13: Optimalizace podminek detekce NS2Apep pomoci testovaného polyklonalniho séra.
A: fedéni primarni protilatky 1:500, B: fedéni priméarni protilatky 1:1000, C: fedéni primarni protilatky 1:5000.
Koncentrace NS2A peptidu je uvedena v pg (postupné 1, 0,2, 0,04, 0,008 a 0,0016). Zkratky: M — velikostni
standard NS2Apep — NS2A kontrolni peptid.

5.3 Optimalizace detekce proteinu NS2A v transfekovanych buiikach
pomoci imunoblotu

Samotné detekce proteinu NS2A probihala metodou imunoblotu. Velikost detekovaného
proteinu je 23-25 kDa. Pro ovéfeni rovnomérného nanaseni vzorki byl jesté detekovan protein
GAPDH o velikosti 37 kDa. Tento protein je kodovan jednim z ,,housekeeping* genti. Detekce

a inkubace téchto proteind probihaly na totozné membrané vzdy postupné v jednotlivych

protilatkach.

Buiiky DAOY HTB-186, které byly lyzovany 24 hodin po transfekci se v prvotnich pokusech

pouzily v poc¢ate¢nim mnozstvi 750 000 bunék na jamku (6 jamkovy panel) pii transfekci. Po
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méfeni koncentrace proteinil ve vzorcich se ukézalo, Ze vzorky disponuji nizkou koncentraci.
Proto bylo zvyseno pocatecni mnozstvi bunék na 1 milion na jamku, diky ¢emuz se i zvysila
koncentrace proteint ve vzorcich. V priubéhu pokust se nedafilo po provedeni imunodetekce
ziskat specificky signal, proto bylo mnozstvi nanesenych proteinti na jamku zvySovano od
3,51g na 6 pga 10 pg v prabehu jednotlivych experimentii. Pro zvySeni Sance detekce proteinu
NS2A bylo zvoleno mnozstvi 10 pg, které bylo dodrzeno ve tech biologickych opakovanich.
Ve vSech opakovanich byly vzorky analyzovany jak v redukujicich, tak neredukujicich
podminkach. Po skonceni elektroforézy pied pfenosem na membranu byla ovéfena separace
proteint vizualizaci fluorescence TCE navazaného na proteiny a nasledné po blotovani byla
ovéfena uspéSnost prenosu barvenim gelti v Silver Blue. VSechny vzorky byly spravné
naneseny a separovany, vysledky jsou zaznamenany na obr.14. Ani po zvySeni mnozstvi
vstupniho materidlnu na maximalni mnozné se nepodafilo detekovat protein NS2A
v analyzovanych vzorcich, pozitivni kontrola NS2Apep vSak detekovana byla. Reprezentativni

obrazek je zobrazen na obr.14

5.4 Optimalizace detekce proteinu NS2A v infikovanych butikach pomoci
imunoblotu

Pro ovéfeni uspésné infekce byl ve vzorcich detekovan téz protein NS5 TBEV, ktery je
nejabundantné&j$im nestrukturnim proteinem TBEV o velikosti 105 kDa. Veskeré pokusy byly
provedeny ve tfech biologickych opakovanich. Mnozstvi naneseného proteinoveho lyzatu bylo
10 pg. Ani v jednom z opakovani se u vzorkt z infikovanych bunék nepodatilo pomoci
imunoblotu detekovat protein NS2A ani v redukujicich ¢i neredukujicich podminkach.
U optimalizace detekce proteinu NS2A pomoci imunoblotu se objevil nespecificky signal
v negativnich kontrolach (cca 70 kDa), tzn. ve vzorcich bez infekce. V pokusu ovéfeni infekce
proteinu NS2A u infikovanych vzorki pomoci detekce proteinu NS5, se objevil nespecificky
signdl v negativnich kontrolach, viz obr.15 (cca 100 kDa). Vzorek ,lyzat“ byly infikované
buriky po dobu 48 hodin, promyté v PBS a nasledné byly zlyzovany v RIPA pufru. VVzorek
,pelet byly bunky, které se v dobé 48 hodin po infekci uvolnily z monolayeru (pfedpokladala
se pokrocilejsi faze infekce s pokrocilym cytopatickym efektem a pfipadné vySsim mnozstvim
virovych proteini). Tyto bunky byly ze supernatantu zcentrifugovany, promyty v PBS
a zlyzovany v RIPA pufru.

Jako dal$i moznost pro zvyseni citlivosti detekce proteinu NS2A v infikovanych bufikach bylo

vyzkous$eno 1 tercialni znafeni za pouziti tercidlni protilatky, kterd rozpoznavala protilatku
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sekundarni (protildtka Anti-Goat, Vector Laboratories (Pl 9500), pomér 1:1000,
3 ml/membréana). Reprezentativni obrazek z tercialniho znaceni je vyobrazen na obr. 15, protein
NS2A ale nebyl detekovan. Bylo vyzkouSeno i prodlouZené snimani chemiluminiscenéniho

signalu, avSak bez specifického signalu NS2A.
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Obr.14: Optimalizace podminek detekce proteinu NS2A v transfekovanych bunikach pomoci

imunoblotu. Vizualizace signalu TCE v redukujicich (A1) a neredukujicich (B1) podminkach po
elektroforetické separaci, detekce proteinu NS2A — vzorky v redukujicich (A2) a neredukujicich (B2) podminkéach
pomoci imunoblotu, detekce proteinu GAPDH v redukujicich (A3) a neredukujicich (B3) podminkéach. Zkratky:
M — velikostni standard, NS2A — protein NS2A wild type (~25 kDa), NS2A mut — protein NS2A mutovany
(~25 kDa), NS2A EV - kontrolni vektor, NS2A NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola, 1:1,5 —
transfekéni pomér (plasmid: transf. reagens), 1:2 - transfekéni pomér (plasmid: transf. reagens), 1:3 - transfekéni
pomér (plasmid: transf. reagens), ¢erna Sipka — oéekavany signal proteinu NS2A, $eda Sipka — signal NS2Apep
(5 kDa) PC.
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Obr. 15: Optimalizace detekce proteinu NS2A v infikovanych butikach pomoci imunoblotu.
Barveni gelti Silver Blue, redukujici (Al) a neredukujici (B1) podminky, detekce proteinu NS2A — vzorky
v redukujicich (A2) a neredukujicich (B2) podminkéch, detekce proteinu GAPDH v redukujicich (A3)
a neredukujicich (B3) podminkach, detekce proteinu NS5 v redukujicich (A4) podminkach. Zkratky: PL —
proteinovy lyzat, P — peleta, M — velikostni standard, NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola, 1 — prvni
sada vzorkd, 2 — druhd sada vzorkd, ¢ernd Sipka — oekavany signal proteinu NS2A, $eda Sipka — signal NS2Apep
(5 kDa) PC.
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5.5 Optimalizace detekce proteinu NS2A v transfekovanych a infikovanych
buiikach pomoci fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie

Po netspésné detekei proteinu NS2A pomoci imunoblotu byla vyzkousSena detekce proteinu
NS2A pomoci IF jak u transfekovanych, tak infikovanych bunék. Buitkky DAOY HTB-186
ve vychozim poctu 20 000 - 40 000 bun€k na jamku byly transfekovany konstrukty NS2A wt,
NS2A muta EV, pomér plazmidu ku transfekénimu reagens byl 1:2 a vzorky byly analyzovany
v intervalech 24 a 48 hodin. Koncentrace primarni protilatky vhodna pro znacéeni byla postupné
optimalizovéna na jak transfekovanych, tak infikovanych vzorcich v pomérech 1:400, 1:500
a 1:1000. U transfekovanych vzorki byl u fedéni primarni protilatky 1:500 a 1:1000 nejspis
detekovan signal proteinu NS2A, ale nebyl dostate¢né silny a nedalo se s jistotou interpretovat,
7e je skuteéné specificky. Z téchto diivodi se od zminénych fedénich upustilo a nadale byl
pouzivan pouze pomér primarni protilatky 1:400. Za téchto podminek byl experiment proveden
ve trech biologickych opakovanich.

Vzorky pro detekci NS2A béhem pfirozené infekce byly pfipraveny v DAOY HTB-186
bunkach infikovanych TBEV Hypr, 5 MOI po dobu 48 hodin s koncentraci 20 000 bunék na
jamku. U infikovanych vzorki byla pouzita téz fedéni primarni protilatky 1:400, 1:500
a 1:1000. U vSech fedéni byl detekovan protein NS2A i protein E TBEV, ale kvalita signalu

byla nejlepsi pro nejvyssi mnozstvi pouzité protilatky.

Po transfekci, v kratSim ¢asovém intervalu 24 hodin nebyl detekovan zadny specificky signal
pro NS2A, byl prodlouzen interval od transfekce na 48 hodin. Koncentrace 40 000 bun¢k na
jamku se ukézala jako nevhodna, jelikoz jamky byly pfili§ husté porostlé, a proto byla

koncentrace nadale snizena na 20 000 buné€k na jamku.

U transfekovanych vzorkil (wild type i mutovany protein NS2A) 48 hodin po transfekci
a infikovanych vzorkl 48 po infekci byl detekovan specificky signal proteinu NS2A (obr. 16
a 17), ktery ma charakter n¢kolika ohranicenych kulatych lozisek, ¢asto blizko jadra. Nebyla
detekovana piima kolokalizace proteinu NS2A a endoplazmatického retikula (absence zluté
barvy). Tato loziska byla timto signadlem spiSe obklopena, takZze NS2A se zfejm¢ nachazel
vV membranovych vaccich endoplazmatického retikula. U transfekovanych vzorka wild type
i mutovany protein NS2A se lokalizace a vzhled signalu proteinu NS2A neli§i. V porovnani
s infikovanymi vzorky se ale lisi tvarem, viz obr. 18, 19 a 20. U transfekovanych vzorkt lze

detekovat ohranicené, kulovité tvary, u infekénich vzorki jsou to povétSinou neohranic¢ena
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loziska rozptylend i vice do cytoplazmy. Béhem infekce byla kolokalizace proteinu NS2A
s proteinem E castecnd, ne vSak u vSech bunék. Intenzita signalu, a tedy nejspiSe i mnozstvi

proteinu E v buikach byla vyrazné vyssi nez pro NS2A protein.
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Obr.16: Detekce proteinu NS2Amut v transfekovanych bunikach pomoci imunofluorescen¢niho

znaceni. Buikky DAOY HTB-186 byly transfekovany NS2A mut jako negativni kontrola poslouzil kontrolni
vektor EV. Fixace prob&hla 48 hodin po transfekci, primarni protilatka proti NS2A byla pouzita v fedéni 1:400.
Zvétseno 60x, méfitko odpovida 4 mikrometraim. Modra barva (DAPI) znaéi jadra bunék, zelena barva (Calnexin)
znaéi endoplazmatické retikulum (ER) a Cervend barva (NS2A) zna¢i protein NS2A mut TBEV. Posledni

fotografie sluGuje vechny tii signaly dohromady.
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Obr.17: Detekce proteinu NS2A wt v transfekovanych bunikach pomoci imunofluorescenc¢niho

znaCeni. Buitky DAOY HTB-186 byly transfekovany NS2A wt, jako negativni kontrola poslouzil kontrolni
vektor EV. Fixace prob&hla 48 hodin po transfekci, primarni protilatka proti NS2A byla pouzita v fedéni 1:400.
Zvétseno 60x, méfitko odpovida 4 mikrometrim. Modra barva (DAPI) znadi jadra bunék, zelena barva (Calnexin)
zna¢i endoplazmatické retikulum (ER) a ¢ervena barva (NS2A) znaci protein NS2A TBEV. Posledni fotografie

slu¢uje vSechny t#i signdly dohromady.
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Obr. 18: Detekce proteinu NS2A v infikovanych buinikach pomoci konfokalniho mikroskopu.
Bunky DAOY HTB-186 byly infikovany TBEV, kmen Hypr, jako negativni kontrola byly pouzity neinfikované
buitky DAOY HTB-186. Fixace prob¢hla 48 hodin po infekci, primarni protilatka byla pouzita v fedéni 1:400.
Zvétseno 60x, metitko odpovida 4 mikrometrim. Modra barva (DAPI) znaci jadra bunék, Seda barva (protein E)
znaci protein E TBEV a Cervena barva (NS2A) znaci protein NS2A TBEV. Posledni fotografie sluc¢uje vSechny

tii signaly dohromady.
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Obr. 19: Detekce proteinu NS2A v infikovanych buinikach pomoci konfokalniho mikroskopu.
Bunky DAOY HTB-186 byly infikovany TBEV, kmen Hypr, jako negativni kontrola byly pouzity neinfikované
buitky DAOY HTB-186. Fixace prob¢hla 48 hodin po infekci, primarni protilatka byla pouzita v fedéni 1:500.
Zvétseno 60x, metitko odpovida 4 mikrometrim. Modra barva (DAPI) znaci jadra bunék, Seda barva (protein E)
znaci protein E TBEV a Cervena barva (NS2A) znaci protein NS2A TBEV. Posledni fotografie sluc¢uje vSechny
tii signaly dohromady.
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Obr. 20: Detekce proteinu NS2A v infikovanych buiikach pomoci konfokalniho mikroskopu.
Bunky DAOY HTB-186 byly infikovany TBEV, kmen Hypr, jako negativni kontrola byly pouzity neinfikované
buitky DAOY HTB-186. Fixace probéhla 48 hodin po infekci, primarni protilatka byla pouzita v fedéni 1:1000.
Zvétseno 60x, metitko odpovida 4 mikrometrim. Modra barva (DAPI) znaci jadra bunék, Seda barva (protein E)
znaci protein E TBEV a Cervena barva (NS2A) znaci protein NS2A TBEV. Posledni fotografie sluc¢uje vSechny

ti signaly dohromady.
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6 Diskuse

Protein NS2A TBEV je jednim znejméné prozkoumanych nestrukturnich proteind.
U flaviviri podobnych TBEV je popisovan jako protein, ktery ma velmi dilezitou roli
Vv procesu vbalovani nové vRNA a tvoii tzv. replika¢ni komplex (Xie, 2013). Samotnéa exprese
proteinu NS2A u DENV inhibuje imunitni odpovéd’ zprostfedkovanou interferonem o/p (Liu,
2006). Protein NS2A u DENV a KUNJ se vyskytuje ve virem indukovanych membranovych
vaccich (Leung, 2008).

Protoze se protein NS2A TBEV dosud pfili§ neprozkoumal, porovnani odpovidajicich metod
Z jinych experimentii jsou omezena. Metodou imunoblotu se nepodafilo detekovat protein
NS2A jak v transfekovanych, tak infikovanych buikach. U transfekovanych buné¢k se v pfistich
experimentech miize prodlouzit ¢as z 24 hodin po transfekci na 48 hodin po transfekci, nez se
buiiky budou lyzovat. Interval vice nez 24 hodin by moZna mohl byt ptiznivéjsi pro néslednou
detekci tohoto proteinu, jelikoz v bunikdch mize byt obsazen ve vétSim mnozstvi. Piechodna
transgenova exprese prospiva replikaci plazmidovych vektorti v pfipadé, ze doba produkce

bude delsi nez 2 nebo 3 dny. Po této dobé je vysledek vyznamny, protoze nereplikujici se

plazmidy se béhem bunétného déleni ztraceji (Jager, 2015).

U infikovanych bun¢k byl dodrzen interval od infekce 48 hodin. I po zvySovani vstupniho
mnozstvi materidlu (mnozstvi celkového proteinového lyzatu naneseného na gel) ¢i tercialnim
znaceni se presto nepodatilo protein NS2A detekovat metodou imunoblotu. Na detekci NS2A
pomoci  imunoblotu nemélo  vliv  zachovani/naruseni  disulfidickych  mustka
(redukujici/neredukujici podminky). Detekce proteinu NS2A mozna nebyla dosazena tim, Ze
metoda imunoblotu vyuzivéa denaturujicich podminek. Tyto podminky mohou zptsobit zménu
epitopu. Zejména pokud neni epitop, ktery protilatka rozeznava linearni, ale je zavisly na urcité
konformaci, kterou protein zaujimd, pak casto navrzend protildtka tento denaturaci
,pozménény* epitop nemusi rozpoznat. VétSina nelinearnich epitoptli jsou v metodé imunoblotu
narusena ¢i pozménéna. V dalSich experimentech by se mohlo vice zaméfit na konformace
epitopli a navrhnout k nim protilatky proti fragmentim bilkovin, které pokryvaji 50-150
aminkyselin jedine¢né sekven¢ni oblasti cilové bilkoviny v porovnani s jinymi bilkovinami
tohoto druhu. Tato strategie vyuziti rekombinantnich fragmentd proteini je ozna¢ovana jako
Protein Epitope Signature Tags (PrEST) (Forsstrém, 2015). Naopak u metody IF se protein
NS2A detekovat podafilo. Tato metoda neprobiha v denaturovanych podminkach, avsak za

pouziti fixa¢niho roztoku. Ruzné fixa¢ni roztoky mohou zakonzervovat anebo skryt epitop pro
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jeho moznou detekci protilatkou béhem imunofluorescenéniho znaceni. V tomto ptipadé jej

navrzena protilatka rozpoznala (Im, 2019).

Pomoci IF byl detekovan specificky signal proteinu NS2A. Byl detekovan v oblasti
endoplazmatického retikula, a to nejcastéji v ohraniGenych utvarech, nejspise tedy
Vv membranovych vaccich. Tyto virem indukované membranové Gtvary zvysuji ucinnost virové
replikace (Miorin, 2013). U KUNV a DENV se protein NS2A vyskytuje také v membranovych
vaccich (Mackenzie, 1998), je tedy dost pravdépodobné, ze v piipadé TBEV tomu bude
obdobné. V porovnani bunék transfekovanych a infikovanych se lokalizace lehce Ilisila.
U transfekovanych bunék (obr.16 a 17) lze zfetelné rozpoznat ohrani¢end mista, nejCastéji
kulovitého tvaru, kde byl signal detekovan nejvice. U infikovanych bunék (obr. 18, 19 a 20)
takovéto zfetelné ohrani¢ené utvary ¢asto nejsou, pozorovany signal je vice disperzni. To miize
byt ovlivnéno tim, jak buniky reaguji pouze na vektor nesouci protein NS2A, ¢i na celou infekcei
TBEV. Lokalizace v bunce je zavisla na funkci, kterou dany protein ma a jakych procesu se
ucastni. Proto se detekovany signal mize lisit, protoZe interaguje s riznymi proteiny v riznych
procesech (Stow, 2005). Je mozné, Ze absence ostatnich strukturnich a nestrukturnich proteinti
u transfekovanych bunék méni i intercelularni lokalizaci proteinu NS2A. U transfekovanych
bun¢k bylo znafeno i endoplazmatické retikulum, detekovany signal proteinu NS2A se
vyskytoval pouze zde. U buné¢k infikovanych byl znacen protein E TBEV. Tento protein je
jednim ze strukturnich proteind a je to hlavni obalovy protein (Pulkkinen, 2022). Protein NS2A
byl u nékterych infikovanych bunék Caste¢né kolokalizovan s proteinem E. Protein E se
v infikovanych bunkéach nachazel ve vétSim mnozstvi nez protein NS2A, tudiz byl u n¢j
detekovan silngjsi signal. V jedné studii (Zhang, 2019) bylo popséano, Ze protein NS2A ZIKV
se vaze na prM, E, NS2B a NS3 (ale nevaze se na C, NS4B ani NS5) zpiisobem, ktery neni
zavisly na VRNA.

V dalSich experimentech by u infikovanych bun¢k mohlo byt naznaceno spolecné s NS2A
i endoplazmatické retikulum, aby se dala Iépe porovnat lokalizace proteinu NS2A a ptipadna
kolokalizace s proteinem E. Pfipadné se mohou naznacit dal$i membranové struktury, napf.

Golgiho aparat a jeho rtizné Casti.

Vétsina publikovanych praci, které studuji funkce NS2A flavivirt, detekuje exprimovany
protein se znackou (TAG), ziidka je detekce NS2A proteinu zkoumana v piirozené
infikovanych bunkach (Zhang, 2019).
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V této praci se podafilo optimalizovat detekci proteinu NS2A TBEV v transfekovanych
a infikovanych bunikach za pomoci IF navrzenou protilatkou. Metoda imunoblotu byla v detekci
proteinu NS2A nelspéSna jak u transfekovanych, tak u infikovanych bunck. Bylo také
potvrzena lokalizace proteinu NS2A v buice, a to v oblasti endoplazmatického retikula,
nejspiSe v membranovych vacécich. Protein NS2A byl detekovan pouze 48 hodin po transfekci
¢i infekci. V intervalu 24 hodin po transfekci ¢i infekei nebyl detekovan specificky signal,
nejspiSe kvili niz§imu celkovému mnozstvi proteinu kratce po transfekci anebo v ¢asnych
fazich infekce. V dalSich experimentech by mohla byt pouZita navrZzena protilatka k lepSimu
pochopeni sbalovani nové VRNA, replika¢niho cyklu TBEV a spoluprace dalSich strukturnich

i nestrukturnich proteinti v té€chto procesech (Barnard, 2021).
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7 Zavér

V této praci byl detekovan protein NS2A TBEV pomoci navrzené protilatky v bunikdich DAYO
HTB 186, a to jak v pfipadé infekce, tak 1 za pouziti plazmidu NS2A wt
a plazmidu NS2A mut. Specificky signal se podafilo detekovat pomoci IF jak u infikovanych,
tak u transfekovanych bunék 48 hodin po transfekci. Nejlepsi podminky znaceni primarni
protilatkou u transfekovanych a infikovanych bunék bylo v poméru 1:400. Bylo zjisténo, ze
protein  NS2A se vyskytuje v oblasti endoplazmatického retikula, a to nejspise
v membranovych vaccich. Lokalizace proteinu NS2A se u transfekovanych a infikovanych

bunék mirné lisila. Pomoci imunoblotu se detekce proteinu NS2A nezdarila.
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