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Protein NS1 je jeden ze sedmi nestrukturnich proteini viru klistové encefalitidy.
Tento 39 kDa velky protein, jehoZ sekvence je vysoce konzervovana u vSech flavivirt, je
siln¢ produkovan Vv infikovanych bunikach. Protein se vyskytuje v mnoha posttransla¢nich
modifikacich, z nichz nékteré jsou uvoliiovany v rozpustné form¢ mimo bunku. Protein sam
o sob¢ indukuje ochrannou imunitni odpovéd’ a je Casto vyuzivan jako marker naznacujicich
prodélani virové infekce.

Struktura a funkce proteinu NS1 pii replikaci a maturaci viru nejsou dosud znamy.
Presnéjsi popis tercidlni a kvarterni struktury proteinu mize oteviit cestu k vyzkumu jeho

role v Zivotnim cyklu viru i k vyvoji novych antivirotik.

Cilem této prace bylo pfipravit metodiku pro produkci rekombinantniho proteinu

NS1 v dostatecném mnozstvi pro dal$i strukturni a funkéni analyzy.
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Hlavni naplni tohoto projektu bylo vytvotfeni rekombinantniho proteinu NS1.

Byly vytyCeny nasledujici cile prace:

- vlozit cDNA kodujici studovany protein do plazmidu vhodného pro jeho expresi

- pfipravit bunécné linie exprimujici studovany protein

- nalézt optimalni podminky pro expresi a purifikaci proteinu

- exprimovat a purifikovat rekombinantni protein

- vysledky ovéfit pomoci metody Western Blotting a MS analyzy
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3.1. FLAVIVIRY
3.1.1. Zarazeni

Flaviviry (tfida Flaviviridae a rod Flavivirus) jsou pivodci Sirokého spektra nemoci.
Mohou zptsobovat rizné asymptomatické infekce, mirnd hore¢natd onemocnéni, Casto
doprovazena bolestmi hlavy, az po tézké encefalitidy, meningitidy, hepatitidy, a
hemoragické hore¢ky nékdy doprovazené Sokovymi syndromy (Liendenbach , 2001). Mezi
flaviviry patfi ¢lenovci prenasené viry (arboviry). Viry pak dale pfenasi obratlovci, ktefi jsou
infikovani komary nebo klistaty (Gould, 2008). Rod flavivirus zahrnuje 70 potvrzenych
druhit (ICTV, 2012), a ty tvoii tii skupiny, rozdélené¢ na zdklad€ zpisobu pfenosu, a to
komary pienasené viry, klistaty pfenasené viry a viry, u nichz zatim neni znam ptenasec.
Flaviviry jsou také klasifikovany na zakladé sérologické zktizené reaktivity (Maeda, 2013).
Skupina flavivirti pfenasenych komary obsahuje virovy komplex Aroya, komplex Dengue
vird, virovou skupinu Ntaya, virovou skupinu Japonské encefalitidy a virovou skupinu viru

Zluté horeky. Skupina flaviviri pfenaSenych klistaty pak obsahuje virové skupiny

prenasené klist'aty na savce a na motské ptaky (viz. Tab. 1).

Rozdéleni flavivira podle
zpusobu SiFeni

Antigenni skupiny komplexi

Viry

Komary pienasené
flaviviry

Virovy komplex Aroya

Bussuquara virus, Iguape virus, Naranjal virus

Komplex Dengue viri

Dengue virus (DENV) 1, DENV 2, DENV 3, DENV 4

Skupina vird Japonské
encefalitidy

Virus japonské encefalitidy, Caci paocre virus, Murray Valley
encephalitis virus, West Nile virus, Kunjin virus, Usutu virus,
Kokobera virus

Virova skupiny Ntaya

Bagaza virus, Ntaya virus, Tembusu virus, Zika virus

Virova skupina Zluté zimnice

Banzi virus, Bouboui virus, Edge Hill virus, Jugra virus,
Saboya virus, Sepik virus, Uganda virus, Wesselsbron virus,
Virus Zluté horecky

Klistaty prenasené
flaviviry

Skupina virt pienasenych
klist’aty na savce

Virus omské hemoragické horecky, Louping ill virus,
Kyasanur Forest disease virus, Powassan virus, Royal Farm
virus

Skupina virt pienasenych
kli§taty na mo¥ské ptaky

Kadam virus, Meaban virus, Saumarez Reef virus, Tyuleniy
virus

Flaviviry bez znamého
prenaSece

Virova skupina Entebbe netopyri

Entebbe bat virus, Yokose virus

Virova skupina Modoc

Apoi virus, Cowbone Ridge virus, Jutiapa virus, Modoc virus,
Sal Vieja virus, San Perlita virus

Virova skupina Rio Bravo

Bukalasa bat virus, Carey Island virus, Dakar bat virus,
Montana myotis leukoencephalitis virus, Phnom Penh bat
virus

Prozatimné hmyzi skupina v rodé
flavivira

Cell fusing agent virus, Tamana bat virus, Kamiti River virus

Tab. 3.1: Seznam flavivirti ¢lenény podle zpusobu §ifeni a skupin antigennich komplext (ptevzato z: Maeda,

2013).
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3.1.2. Struktura flavivirového genomu

Flavivirové viriony maji v priméru zhruba 50nm (Murphy, 1980). Flavivirovy genom se
sklada z jednofetézcové RNA pozitivni polarity (+ssRNA) o velikosti pfiblizné
11 kb. Genom je na 5' konci zakoncen 7-methylguanosinovou ¢epickou (7-mG) typu | -
m’GppAmpN, (Cleaves, 1979). Dalsi metylace na N, zbytku (Eepicka typu II), ktera byla
také zaznamendna u mRNA hostitelskych bun¢k u flaviviri chybi. Na rozdil od bunécné
MRNA flavivirovy genom postradé 3' polyadenylovy konec, vyjimkou jsou ptiblizné 100
nukleotidii dlouhé homopolyadenylové sekvence uvnitt variabilni oblasti nékterych izolatt
viru klistové encefalitidy (TBEV) (Wallner, 1995). Genom VKE kéduje jeden dlouhy
otevieny Cteci rdmec (ORF)(viz. Obr. 3.1), ktery ohranicuji 5' a 3' nekddujici oblasti (UTR)
0 velikosti zhruba ~100 nt (5'UTR) a 400 az 700 nt (3'UTR] (Markoff, 2003). Organizace
3'UTR se velmi lisi mezi komdry a klistaty pienaSenymi flaviviry. Ttebaze 3'UTR
flavivirového genomu vykazuji velkou variabilitu, podobné modely konzervovanych
sekvenci a struktur byly nalezeny u vSech flavivird (Markoff, 2003). Nejvétsi strukturni
podobnost je u dlouhé 3'vlasenky (3'SL) (90 az 120 nt), ktera se na urovni nukleotidové
sekvence rizni mezi komary a klistaty pfenaSenymi flaviviry (Thurner, 2004). Tésn¢ pied
3'SL, se nachazi oblast o velikosti 25 nt (CS1), ktera je velmi dobte konzervovana u komary
pfenaSenych flaviviri a paruje se s komplementarni sekvenci (5'CS) nachazejici se na
zacatku genu kodujiciho protein C, vzdaleného vice nez 10 kilobéazi proti sméru transkripce.
Podobné vzdalené parovani mezi témi to oblastmi se vyskytuje i u virti pfenasenych klistaty
(Kofler, 2006). Komplementarita mezi témito cyklizaénimi sekvencemi se ukazuje byt
nezbytnou pro replikaci flavivirl,, zejména pro vybér RNA slouzici jako templat pro
replikaci (Khromykh, 2001).

Translace je u flaviviri zavisla na ¢epi¢ce. Béhem piekladu jednoho dlouhého ORF je
vytvaren velky polyprotein, ktery je ko- a posttranslacné S$t€pen na 10 rGznych proteint.
N- koncova prvni ¢tvrtina tohoto polyproteinu koduje strukturni proteiny (C-prM-E), zbyla
¢ast pak nestrukturni proteiny (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-2K-NS4B-NS5). Hostitelska
signalni peptidaza je zodpovédna za S$tépeni mezi proteiny C/prM, prM/E, E/NS1 a
2K-NS4B. Virem kodovana serinova protedaza NS2B-NS3 pak $tépi spojeni mezi
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K a NS4B/NS5 (Rice, 1985). Enzym
zodpovédny za Stépeni NS1/NS2A spoje je dosud neznamy (Lai, 1994).
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Obr. 3.1: Struktura flavivirového genomu a jeho exprese.

3.1.3. Flavivirové strukturni proteiny

Kapsidovy protein C

Kapsidovy protein C je zédkladnim flavivirovym proteinem o velikosti ~11 kDa. Nabité

zbytky jsou soustfedény ve shluku na N- a C-koncich polyproteinu a odd€leny interni

hydrofobni oblasti, ktera zprostfedkovava spojeni s membranou (Ma, 2004). Vznikajici

protein C (anchC), obsahuje C-koncovou hydrofobni kotvu, ktera slouzi jako signalni peptid

pro translokaci proteinu prM do endoplasmatického retikula (ER). Tato hydrofobni doména

je vystépena z dokonéeného proteinu C serinovou proteazou (Lobigs, 1993). Protein C se

skladd do kompaktnich dimert (Dokland, 2004). Dnes neni piesné znamo, jak se dimery

organizuji uvniti nukleokapsidy, ale interakce s RNA nebo DNA muzZe zplsobit, Ze

izolované dimery proteinu C se za¢nou formovat v nukleokapsidové castice (Kiermayr,

2004).
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Membranovy glykoprotein (pr)M

Glykoproteinovy prekurzor proteinu M (prM) je velky zhruba 26 kDa. Je nasmérovan
do ER pomoci C-koncové hydrofobni domény kapsidového proteinu (Yamshchikov, 1994).
Protein prM se formuje velmi rychle a dopomaha ke spravnému poskladani proteinu E
(Konishi, 1993). Hlavni funkci proteinu prM je piedchazet tomu, aby protein E nebyl béhem
sekre¢ni drahy predCasné maturovan. (Guirakhoo,1992). Pfeména nezralé virové Castice na
zraly virion se d¢je béhem sekrecni drahy a déje se ve stejnou dobu jako odstépeni proteinu
prM na fragmenty pr a M prostfednictvim furinu v Golgiho aparatu nebo nékterym jinym
pfibuznym enzymem. Nasledujicim Stépenim se ze vzniklého heterodimeru pr-M odlouci

fragment pr a vytvoii se heterodimery proteinu E a M (Stiastny, 1996).
Obalovy glykoprotein E

Protein E (~53kDa) je hlavnim proteinem povrchu flavivirovych virionii a zpasobuje
navazani viru na bunéény receptor a naslednou fizi virové membrany s buné¢nou. Protein E
je syntetizovan jako membranovy protein typu I (membranou prochazi pouze jednou; C
konec polypeptidu je na vnitini stran¢ membrany) obsahujici 12 konzervovanych cysteintl,
které vytvareji disulfidické mistky (Chambers, 1990). Spravné skladdani a jeho stabilizace
probiha za nizkého pH a sekrece proteinu E zavisi na soucasné expresi s proteinem prM.
Nativni forma proteinu E se sklada v prodlouzenou strukturu bohatou na B-listy. Protein E
tvoii homodimery, pficemz kazda podjednotka proteinu E se sklada ze tff domén: I, ktera
formuje B-barel; II, kterd vy¢niva podél virového povrchu mezi transmembranovou oblasti

homodimerové podjednotky; a III, ktera udrzuje imunoglobulinovy tvar (Lorenz, 2002).
3.1.4. Flavivirové nestrukturni proteiny

Nestrukturni protein NS1 (viz. 3.1.5)
Nestrukturni proteiny NS2A a NS2B

Protein NS2A je relativné maly (~22 kDa) hydrofobni protein, jehoz N-konec zptsobuje
Stépeni mezi NS1-NS2A za pomoci dosud neznamého hostitelského enzymu (Falgout,
1995). Cytosolické Stépeni mezi proteiny NS2A/NS2B se uskuteciiuje serinovou proteazou,
coz naznacuje transmembranové Umisténi proteinu NS2A (Chambers, 2005). U nékterych
flavivira je potvrzena jeho piitomnost na subcelularnich stranach RNA replikace, kde
interaguje s replikacnimi komponenty proteini NS3 a NS5 a stejné tak s 3'UTR genomové
RNA flavivir (Mackenzie, 1998).


http://cs.wikipedia.org/wiki/C_terminus
http://cs.wikipedia.org/wiki/C_terminus
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Protein NS2B je také maly (~14 kDa) s membranou spojeny protein. Formuje stabilni
komplexy s NS3 a hraje roli jako kofaktor pro NS2B-NS3 serinovou proteazu (Falgout,
1991).

Nestrukturni protein NS3

NS3 je velky (~70 kDa) multifunkéni protein, vykonavajici n€kolik aktivit potfebnych
k vytvoteni flavivirového polyproteinu a k RNA replikaci. N-koncova tfetina proteinu je
katalitickou doménou pro Stepeni spoje NS2B-NS3 serinovou proteazou (Chamberst, 1990).
Navic, Stépeni NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A a NS4B/NS5 spoji dopoméha
k vytvofeni C-konce zralého kapsidového proteinu (Yamschikov, 1994). Také se vyznacuje
RNA stimulovanou nukleosidovou trifosfatazovou aktivitou (NTPaza), ktera defosforyluje
5' konec genomové RNA pied ptidanim 7mG cCepicky (Warrener, 1993). Protein NS3 ma
rovnéz helikdzovou aktivitou, pticemz helikédza je zodpovédna za ATP-dependentni RNA

rozdéleni vlaken béhem replikace (Assanberg, 2009).

Nestrukturni proteiny NS44 a NS4B

Proteiny NS4A a NS4B jsou malé (~16 kDa a ~27 kDa) hydrofobni proteiny, dileZzité pro
interakci existujici mezi proteiny NS1 a NS4A (Lindenbach, 1999). Protein NS4A se také
shlukuje u replikaénich komplext (Miller, 2006).

Proteiny NS4B a NS3 se nachazeji spolu na dvoufetézcové RNA v ER membranovych
strukturach a predpoklada se, Ze predstavuji mista RNA replikace (Miller, 2006). Protein
NS4B ma nejsilnéjSi antagonisticky efekt, ktery vyzaduje bud’ spravné zpracovani
heterodimeru NS4A-NS4B pomoci NS2B-NS3 serinové proteazy nebo expresi NS4B s N-
koncovym signalnim peptidem (Munoz-Jordan, 2005).

Nestrukturni protein NS5

Protein NS5 je velky (~103 kDa), velmi konzervovany, multifunk¢éni protein
s methyltransferazovou (MTaza) a RNA dependentni RNA polymerazovou (RdARP)
aktivitou. N-koncova oblast proteinu NS5 vykazuje podobnost s S-adenosyl-methionine
(SAM)-dependentni MTazou, a purifikovana N-koncova doména proteinu DENV-2 NS5
mize prenaset metylované skupiny ze SAM na RNA substrat s 5' ¢epickou (Egloff, 2002).
C-konec proteinu NS5 vykazuje vyznamnou podobnost s RNA-dependentni RNA
polymerazou (RARP) ostatnich RNA virt pozitivni polarity (Koonin et. al, 1993). NS5
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formuje komplex sNS3 a muze stimulovat jak NTPazovou tak i RTPazovou aktivitu
proteinu NS3 (Yon, 2005).

3.1.5. Flavivirovy nestrukturni protein 1

Proteiny NS1 sdili vysokou shodu proteinové sekvence u vSech flavivirt. Tato sekvence
koduje polypeptid skladajici se z 352 aminokyselin, o velikosti 46-55 kDa a to v zavislosti
na stupni glykosyla¢nich modifikaci. Poprvé byl popsan v roce 1970 v séru infikovanych
mys$i a byl oznacovan jako rozpustny komplementy fixujici antigen (Brandt et al., 1970).

Z virového polyproteinu se protein NS1 uvoliuje jako hydrofilni monomer obsahujici 12
cysteinli, které formuji 6 oddélenych disulfidickych mustkli, a které maji vliv na jeho
strukturu a funkcnost (Wallis et al., 2004). Jejich roli je stabilizace a spravné slozeni
monomeru. Posledni 3 cysteiny jsou nezbytné pro maturaci protein NS1, jeho sekreci a
formaci oligomert (Pryor a Wright, 1993). Protein NS1 je produkovan hydrofilni monomer.
Rychle ale dimerizuje a mize dale vytvaret dal§i formy. Jeho oligomerizace je b&ézna pro
vSechny flaviviry. Dimery proteinu NS1 jsou rezistentni vi¢i nejontovym i jontovym
detergentim, ale mohou byt oddéleny zahfivanim (> 93°C) nebo nizkym pH (pH 2.2 — 3)
(Falconar a Young, 1990). Dimerizované formy proteinu NS1 lze pak najit na tfech rliznych
mistech a to: na mistech virové replikace, na bunééném povrchu a jako sekretovanou formu
mimo bunku (Mackenzie et al., 1998). Hexamericka forma proteinu NS1 je vysoce denzni
lipoprotein, ktery drzi pohromadé diky hydrofobnim interakcim, které se daji rozrusit
pomoci detergenti (Flamand et al., 1999). V sav¢ich bunkach jsou komponenty
exprimovaného proteinu  NS1 zpracovany Golgiho aparatem, kde jsou obnazené
uhlohydratové zbytky upraveny a protein je pak sekretovan buinikou jako rozpustny hexamer
(Flamand et al., 1999). Multimerické formy se formuji spontaln€ 1 v nepfitomnosti ostatnich
virovych proteind (Pryor a Wright, 1993).

Flavivirovy protein NS1 také vykazuje Sirokou Skélu riiznych glykosyla¢nich vzort, které
se ukazuji byt vyznamné pro jeho maturaci, jeho sekreci z bunky, replikacni cyklus flavivirt
a pro virulenci virt.. Protein NS1 u vSechny sérotypti DENV, JEV a YFV ma spolecna dvé
konzervovana glykosylacni mista a to na pozici asparaginu 130 a asparaginu asparaginu 270
(Pryor a Wright, 1994). Dimerizované formy proteinu NS1 existuji v sav¢ich buinkach ve
dvou formach a to protein NS1 spojeny s membranou (mNS1), obsahujici pouze vysoce
manoézované pripoje (Post et al., 1991) a sekretovy protein NS1 (sNS1) svysoce

mamoézovanym asparaginem v pozici 130 s heterogennim souborem komplexnich cukrl
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(Blitvich et al., 2001).
nemohou upravit protein NS1 do komplexni uhlohydratové formy (Flamand et al., 1999).

Hmyzi bunky nemaji pozadovany glykosylacni aparat, proto

U viru Dengue bylo prokazano, ze jeho protein NS1 se vaze k Sirokému spektru bunék,

nalezen byl u epitelialnich a fibroblastickych bunék a to pomoci interakci

s glykosaminoglykany (GAG), heparinsulfatem a chondroitin sulfitem E, pfestoze
flavivirova aminokyselinova sekvence proteinu NS1 neobsahuje zadna ziejmé vazebna mista
pro GAG (Aviturnan et al., 2007).

Pomoci sekvencnich analyz se prokazalo, ze protein NS1 je hydrofilni protein postradajici
béznou doménu pro ukotveni v membran¢. Prvnim moznym zpusoben ukotveni proteinu
NS1 v membrané se zda byt forma spojend s glykosylfosfatidylinosilolem (GPI) potvrzena u
viru Dengue. N-konec proteinu NS2A obsahuje hydrofobni oblast, ktera pravdépodobné
hraje roli signalni sekvence pro GPI ukotveni v membrané (viz. Obr. 3.2) (Melian et al.,
2009). Posttranslaéni modifikace provedené v ER nasledované Sté€penim karboxylového
konce hydrofobni signalni sekvence kovalentné pfipoji takto vytvofeny GPI prekurzor

K proteinu NS1, ten je potom nasméfovan k povrchu buiky, kde se zanofi do lipidového

raftu (Jacobs et al., 2000).
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Obr. 3.2: Znazornéni prichodu NS1 proteinu v sav¢i butice (ptevzato z Muller a Young, 2013).

I kdyz piedstava o presném funkcni zapojeni proteinu NS1 do virového replika¢niho
cyklu je prchava, bylo alespon zjisténo, ze protein NS1 hraje vyznamnou roli kofaktoru ve

virové replikaci (Lindenbach a Rice, 1997). Tato kolokalizace s dvoufetézcovou RNA
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(dsRNA) naznacuje jeho roli pii replikaci RNA jako jednoho z komponenti virového
replikacniho komplexu (Westaway et al., 1997). Zde by mohl plnit strukturni
funkci ukotvenim replika¢niho komplexu k membrané¢ (viz. Obr. 3.3)(Lindenbach and Rice,

1997).

cytoplasm

ER lumen Obr. 3.3: Schéma replika¢niho cyklu Dengue viru (pfevzato

z Muller a Young, 2013).

Protein sNS1 se nachazi v séru béhem akutni faze onemocnéni flavivirovou infekci jak u
zvifat, tak i u lidi (Chung a Diamond, 2008). B&€hem infekce virem Dengue se mize protein
sNS1 takto akumulovat ve velmi vysokych mnozstvich (okolo 50 lg/ml) a byt tak detekovan
v séru pacienta (Young et al., 2000). In vivo skretovany virovy protein NS1 interaguje s
hostitelem mnoha riznymi zpusoby, coz piekvapivé zahrnuje schopnost vyvolat jak
ochrannou (Schlesinger et al., 1985), tak 1 potenciondlné¢ patogenni imunitni odpovéd
(Falconar, 1997) a pifimo pfispét k onemocnéni prostiednictvim interakci s riiznymi
bunéénymi komponenty nebo dokonce interakci s celou Skalou hostitelskych proteint
(Young et al., 2000).

Protein NS1 voln¢ cirkulujici v téle také slouzi jako vyznamny marker pro diagnézu
nemoci (Libraty et al., 2002). Protein NS1 vykazuje pozoruhodné $iroké spektrum interakci
se sloZkami vrozené a adaptivni hostitelské imunitni odpovédi. Spousta z téchto interakci je
jesté ke vSemu individualni pro kazdy z flavivirt, coz déla z proteinu NS1 hlavni virovy
imunogen (Shu et al., 2003).

Protein NS1 je tedy ne zcela piekvapivé vyuzivan riiznymi zplisoby pro imunizacni
experimenty, které vyuzivaji protein NS1 protein samotny nebo v kombinaci s dal$imi
virovymi proteiny (Falconar a Young, 1991). Protein NS1 by také mohl byt vyuZit
Vv budoucnu nejen jako komponent vakciny druhé generace proti viru Dengue, ale stejné

dobfte 1 pro ostatni flaviviry (Miller, 2010). Pro kaZzdou vakcinu, jeZ bude obsahovat protein
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NSI1 bude ovSem nutné upravit vyrobni strategii zajiStujici vytvotfeni protilatek spravné
virové subttidy a stupen specifity epitopu, aby se zabranilo indukci autoprotilatek (Cheng et
al., 2009). Je totiz dokazano, ze protilatky anti-NS1 nemaji jen potencial zajistit ochranu
proti flavivirové infekei, ale diky jejich interakcim s hostitelskymi komponenty, by mohli
také zhorsit pribéh onemocnéni.

Pro zadnou z forem proteinu NS1 se zatim nedafi ziskat proteinovou tercialni strukturu o
vysokém rozliSeni. To spociva hlavné v netspéSnych pokusech o krystalizaci proteinu NS1.
Nedavny objev vypovidajici o tom, ze sekretovany protein NS1 obsahuje variabilni lipidové
jadro, by mohl vysvétlovat tento netispéch (Muller, 2012). Nicméné byly asponi u¢inény
pokusy o vytvofeni 3D struktury o nizkém rozli$eni (23 A) a to u proteinu SNS1 Denge viru
typu 1 a 2. Ob¢ strukturni rekonstrukce ukazaly pravotocivou, barelu podobnou strukturu
obsahujici tfi asymetricky pfipojené oblasti, kde kazda pravdépodobné piedstavuje jednu

dimerickou podjednotku (Gutsche et al., Muller et al., 2012).

Obr. 3.4: Model a 3D rekonstrukce
sNSI (ptevzato z Muller et al., 2012).

I ptes 40 let po té co byl nestrukturni protein 1 poprvé objeven, zlistdva cilem zijmu
mnoha védcl. Zatim nezname mechanismu jeho spojeni s membranou ani zplsob jakym
jsou vytvafeny jeho hexametry. Nevime jakym zplsobem je zapojen do replika¢niho
komplexu a celkové nezname jeho roli v replikaci virové RNA. Nevime, jaky vliv mohou
mit specifické interakce proteinu NSI1 s hostitelskymi proteiny a jak vyznamnou roli miize

hrat v patogenezi flavivirovych onemocnéni. Neni ndm zndma ani jeho pfesnd tercidlni a

11
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kvartérni struktura. Tyto znalosti by nam v budoucnu mohli dopomoci Kk vyvoji

flavivirovych 1é¢iv a vakcin.

3.1.6. Replikaéni cyklus flavivira

Prvnim krokem virové replikace TBEV, je navazani virionu na povrch hostitelské bunky,
to zprosttedkovava povrchovy glykoprotein E (Mandl et al., 2001). Navazani na receptor
zpuisobi endocytéozu a transport virioni do prelysozomélnich endocytickych vacki
hostitelské bunky (Chu, 2004), kde dochézi k replikaci flavivird. Nizké pH v téchto vaccich
zpusobi konformaéni zménu virového obalového proteinu E z dimeri na trimery. Vysledkem
tohoto procesu je vypusténi virové nukleokapsidy do hostitelské cytoplasmy. Virovy genom
prestava byt kryty a pouzit pro proteinovou translaci. K replikaci virové RNA dochdzi pies
produkci kopii dlouhého genomového vldkna negativni polarity, které poté slouzi jako
templat pro syntézu nové RNA pozitivni polarity. Povrchové proteiny prM a E jsou
pfemistény béhem tvorby polyproteinu do lumenu endoplasmatického retikula (ER) a jejich
amino-konce jsou oddéleny proteolytickym S$tépenim hostitelskou bunéénou signalazou.
RNA genom je zabalen proteinem C do nukleokapsid na cytoplasmatické stran¢ membrany
ER. Virova obdlka je ziskana béhem zabudovavani nukleokapsidy do ER. Takto jsou
vytvofeny nezralé viriony, které obsahuji proteiny prM a E v jejich heterodimerickém
uspotadani na povrchu virionu a jesté nejsou infekéni (Elshuber et al., 2003). Tyto nezralé
virové Castice jsou transportovany hostitelskou sekrecni drahou a jejich zrani je zakonceno
St€penim proteinu prM na M, hostitelskou buné¢nou protedzou furinem z vackt Golgiho
aparatu. Vytvoreni malého proteinu M zapfi€ini reorganizaci proteinu E. Takto vytvofena
virova ¢astice je vypusSténa z bunky fuzi transportniho vacku s plazmatickou membranou

hostitelské buiky a stava se infekéni (Stadler et al., 1997).
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3.1.7. Flavivirové vakciny

Vyvoj vakciny proti zluté zimnici obsahujici zivy, oslabeny virus (YFV 17D) se stala
historickym meznikem ve vytvareni virovych vakcin a v roce 1951 za ni byl Max Theiler
ocenén Nobelovou cenou za medicinu pro Uspé$né oslabeni divokého typu tohoto viru
sériovym pasdzovanim viru v mySich a kufecich tkanovych kulturach (Monath, 2008).
Ovsem kvili téméef nezmeénénému vyrobnimu procesu od roku 1945, vakcina obsahovala
podstatné mnozstvi proteint z kufecich embryi, kterd vyvoldvala riznou Skalu alergickych
reakci (Barrett, 2009). Aby se dosahlo vétsi bezpecnosti, zacala se vakcina produkovat ve
Vero bunikach a nyni klinické studie vypovidaji o jeji dobré imunogenicité a snasenlivost
(Monath, 2011).

Efektivni vakcina je rovnéz dostupnd pro imunoprofylaxi Japonské encefalitidy, kterad
obsahuje jak inaktivovany virus, tak virus oslabeny. Jako substrat pro inaktivovanou vakcinu
byly bud’ mysi mozky, nebo primarné ledvinové buiiky kiecka a uspéSnost vakciny se
pohybuje okolo 76-95% (Halstead, 2010).

Onemocnéni klistovou encefalitidou se da ucinn¢ predchazet vysoce purifikovanou
inaktivovanou vakcinou obsahujici cely virus a vyrdbénou v Evropé a Rusku. Pro vyrobu
této vakciny se jako substrat uzivaji kutreci embryonalni buiiky (Lehrer, 2009). Jeji vyuziti
v endemickych oblastech TBEV se velmi lisi. K oblastem s nejvyssim pokrytim vakcinace
patii Rakousko (85%) a oblast Svedrdlovska v Rusku (81%)(Romanenko,2011). Uginnost
jak evropské, tak ruské vakciny je velmi vysoka, dosahuje az 98% (Romanenko, 2011).

Sérokomplex Dengue flaviviri se sklada ze ctyf sérotypl, z nichz se kazdy sklada
z n¢kolika genotypd, s podstatnymi rozdily v aminokyselinové sekvenci jejich proteint E.
Kvili takto vysoké sekvencni variabilit¢ proteinu E nejsou protilatky proti jedné jeho
varianté vétSinou schopny rozpoznavat variantu jinou. To vede k tomu, Ze takové protilatky
nejsou schopny neutralizovat protein E flavivirti jinych sérotypid, nez proti kterym byly
vytvofeny. Pokud jedinec onemocni jednim sérotypem viru Dengue, ochrana proti tomuto
sérotypu trva pouze par meésict. Epidemiologickd pozorovani dokonce ukazuji, ze predesla
prabéhem (dengue hemoragickd horecka/dengue Sokovy syndrom) béhem reinfekce dalSim
sérotypem viru Dengue (Guzman, 2010). Prave toto riziko pfedstavuje hlavni ptekdzku pro
vyvoj a pouziti vakciny proti viru Dengue.

vvvvvv

imunitu proti vSem Ctyfem sérotypim zarovenl a 2) zamezit vytvofeni nezddoucich
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imunitnich reakci po setkani s virem. Idealni vakcina proti virus Dengue by proto méla
vytvofit dozivotni imunitu proti vSem Ctyfem sérotypiim a mély by viici ni mit snasenlivost i
déti. V soucasné dobé se mnoho védct snazi vyvinout riizné typy vakcin proti viru Dengue
(Webster, 2009). Tyto pokusy zahrnuji produkci béznymi zplsoby oslabené zivé virové
vakciny, geneticky upravené chimerické zivé vakciny (Dengue-Dengue a Dengue-virus zluté
zimnice), vakciny s inaktivovanym celym virem, vakciny s rekombinantnim proteinem E,
DNA vakeiny ¢i vakeiny s virovym vektorem exprimujicim protein E. V soucasné dob¢ se
viru zluté zimnice vyrabéné Sanofi Pasteur a vyvoj tetravalentni vakciny obsahujici chiméry
vSech ¢tyf dengue sérotypt (Coller, 2011 a Guy, 2011).

Takto dnes existuji U¢inné tradiéni zivé vakciny proti zluté zimnici a Japonské
encefalitidé stejné, tak i inaktivované virové vakciny proti Japonské encefalitidé a klistové
encefalitidé. Ale 1 pfes tyto uspéchy, Ui€inna vakcina proti hore¢ce Dengue, jedné z nejvice
cetnych flavivirovych infekci, neni zatim dostupna. A pravé protein NS1 by mohl byt

vhodnym kandidatem na vakcinu proti tomuto flaviviru.
3.2. VIRUS KLISTOVE ENCEFALITIDY
3.2.1. Klasifikace

Klistovou encefalitidu ma na svédomi virus Klistové encefalitidy, jeden z nejvice
ptevladajici arboviri Evropy a mnoha casti Asie. TBEV patii do rodu Flavivirus a celedi
Flaviviridae, ktera zahrnuje pfiblizn¢ 70 dalSich viri. Na zakladé sérologickych a
sekvencnich analyz TBEV dé¢lime na tfi subtypy, Evropsky, Sibifsky a Dalno-vychodni
(Ecker, 1999). Evropsky subtyp, jehoz pfenasecem je klisté Ixodes ricinus, Sibifsky a Dalno-
vychodni subtyp je pfenasen klistétem Ixodes persulcatus, kde jeho rozsiteni zasahuje az do
oblasti Ciny a Japonska. Za poslednich 30 let bylo zaznamenano postupné rozsifovani
TBEV. Mezi faktory podporujici tuto skutenost patii nejen zmény pocasi, ale i faktory
socialni, ekonomické, demografické. TBEV zpiisobuje pfiblizn¢ 2000 ptipadl Klistové
encefalitidy ro¢n¢ na tzemi Evropy a vice jak 10 000 v Rusku a na Dalném vychodé,

kazdorocné (Siiss, 2008; Mansfield et al., 2009).
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3.3.2. Zpusob a priibéh nemoci

Preneseni TBEV na cloveéka se nejcastéji déje kousnutim infikovaného klistéte, méné
Cast&ji pak pozitim produktt z nepasterizovaného mléka domacich zvirat nakazenych virem
(Dorrbecker, 2010). Klinické projevy infekce klistové encefalitidy u lidi zavisi na
prislusném subtypu TBEV. Po inkuba¢ni dob¢ trvajici piiblizn¢ 3 az 7 dni, se prvni faze
projevi nejcastéji jako chiipkové onemocnéni s ptiznaky horecky, boleni hlavy, bolesti svalt
a nevolnosti. Diagnéza TBEV se bézn¢ provadi sérologicky a to naptitomnost specifickych
IgM protilatek v krvi. Izolace viru je pak mozna pouze béhem prvni faze v obdobi virémie
(Avsié-Zupanc, 1995). Poté co tyto piiznaky odezni, se u 20-30% postizenych rozvine
sekunddrni faze nemoci, zahrnujici neurologické symptomy o rtizné zivaznosti a to
meningitidu, meningoencefalitidu, poliomyelitidu (Gritsun et.al., 2003). Chronické formy
nemoci byly zatim popsany jen u pacientd ze Sibife a vychodniho Ruska. Umrtnost se
pohybuje okolo 1-2% v Evropé€, na Sibifi piiblizné¢ 6-8% a na dalném vychod¢ asi 20-40%
formy TBEV maji dlouho trvajici ¢i dokonce trvalé neuropsychiatrické nasledky. Dnes je
vSak dostupna vakcina z formalinem inaktivovaného viru a poskytuje vysoky stupen ochrany

proti nemoci (Kunz, 2003).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

4.1.1. Pouzité primery

Tabulka 4.1: Pouzité primery

MATERIAL A METODY

D Sekvence 'I:m Poznamka/ Vyrobce
primeru ['C]
primer na pCR 2.1
M13 5'- GTAAAACGACGGCCAG-3’ 53 | 10PO
Forward (sekvenovani,
diagnostika)
primer na pCR 2.1
M13 5'- CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 46 | TOPO
Reverse (sekvenovani,
diagnostika)
T7 primer na =
5-TAATACGACTCACTATAGGG-3" 47 | sekvenovani do <.
Forward =
pET 100 D S
«Q
g
T7 . Y primer na vkladani
Reverse 5-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3 52 do pET 100 D
T7 , , primer na vkladani
Forward 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3 52 do pcDNA 3.1
BGH , , primer na vkladani
Reverse 5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3 52 do pcDNA 3.1
TBEV primer na vkladani
5’- AATGGATCCACCAUGGATGTTGGTTGCGCTGT-3" 56 | NS1 do pcDNA 3.1
NS1-01 y
pres BamHI
TBEV primer na vkladani
5-TACTCTAGATCCGCAACCACCATT-3’ 55 | NS1 do pcDNA 3.1
NS1-02 y
pies Xbal
primer na vkladani o
TBEV NS1dopcDNA3L1 | 3
5-TACTCTAGACTACGCAACCACCATTGAG-3’ 55 | pfes Xbal (UAG)a | =
NS1-03 s w
vkladani do PET =
100 D g
primer navkladani d
TBEV . 2y TBEV NSI pfes
NS1-04 5’- CACCGGATCCACCATGGATGTTGGTTGCGCTGT-3 57 BamHI a vkladani
do PET 100 D
primer na RT
1F 5- AGCGGGTGTTTTTCCGAGTC - 3’ 64 | genomové RNA
TBEV
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4.1.2. Chemikalie a soupravy

MATERIAL A METODY

4.1.2.1. PouZité chemikdlie a roztoky

Tabulka 4.2: Pouzité chemikdlie a pfipravené roztoky v zavislosti na metodach

Agardzova gelova elektroforéza

TAE

40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA

Agar6za

1.5 — 2% agardza (SERVA) bez RNaz v 1x TBE pufru

Izolace plasmidi — Alkalicka metoda

Roztok I. (TEG)

25 mM Tris-HCI, pH 8; 10mM EDTA-NaOH, pH 8

Roztok II.

1% SDS; 0,2 M NaOH

Roztok IlI.

3 M KAc

Vkladani a restrikéni analyza

BamHI (Fermentas)

XBal (Fermentas)

Xhol (Fermentas)

Hindlll (Fermentas)

Pufr (Yellow)

1x Buffer Tango 33 mM Tris-acetate, 10 mM Mg-acetate, 66 mM
K-acetate and 0,1 mg/mL BSA (Fermentas)

Ligaza

T4 DNA Ligase (Fermentas)

Tkanové kultury

Kultiva¢ni médium pro PS bunky

médium: L15; sérum: 10% BOFES, 1% ATB, 1% Glutamin

Kultiva¢ni médium pro HeLa bunky

médium: RPMI; sérum: 3% PTS, 1% ATB, 1% Glutamin

HEPES

100 mM HEPES, pH 7,3

Antibiotika

Geneticin (100pg/ml)

Fosfatovy pufr (PBS)

14 mM NaCl, 0,15 mM KH2PO4, 1,8 mM, Na2HPO4, 0,27 mM
KCI, pH 7,2

Trypsin EDTA

0,5 % Trypsin-EDTA (10x)

Média a pudy pouZité pro kultivaci b

akterii

2% ‘bacto-tryptone’, 0.5% ‘bacto-yeast’ extrakt, 0.05% NaCl,

SOC médium 2.5mM KCI, 10mM MgCl2, 10mM MgSOs, 20mM glukéza; pH
7.0; sterilni

LB médium 1%. ‘bac_to-:tryptone’, 0.5% ‘bacto-yeast’ extrakt, 1 % NaCl; pH
7.0; sterilni

LB agar 1.5% bacto-agar v LB médiu

Antibiotika Ampicilin (zasobni roztok 100 mg/ml H20)

X-gal

SDS-PAGE

30% AA Acrylamide a bisacrylamide (30:1)

Separacni pufr

1.5 M Tris-HCL; pH 8.8

Zaostfovaci pufr

0.5 M Tris-HCL; pH 6.8

Amonium persulfat

10 % APS v dH,0

TEMED

N,N,N’,N’-tetramethylenediamine

5 x elektroforézovy pufr

0,125 M Tris, 0,96 M glycin, 0,5% SDS

5% vzorkovy pufr

250mM Tris-HCI (pH 6,8), 500mM dithiotreitol, 10% SDS,
0.2% bromophenol blue, 50% glycerol

5% vzorkovy pufr + -
merkaptoethanol

250mM Tris-HCI (pH 6,8), 500mM dithiotreitol, 10% SDS,
0.2% bromophenol blue, 50% glycerol, 1% B-merkaptoethanol

Western Blotting

Blotovaci pufr

20% methanol, 25mM Tris-Base, 150mM glycin
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Imunoblotting

14 mM NacCl, 0,15 mM KH2PO4, 1,8 mM, Na2HPO4, 0,27 mM

Fosatovy pufr (PBS) KCI, pH 7.2
5% mléko 5% odtuénéné susené mléko v PBS
Vyvijejici roztok 1xBCIP/NBT (rozpusténo v 67% DMSO)

Afinitni chromatografie

Lyza¢ni pufr 0. 150 mM NaCl, 50 mM Tris-base

Lyza¢ni pufr |. 150 mM NaCl, 50 mM Tris-base, 50 mM Imidazol
Lyza¢ni pufr Il 150 mM NaCl, 50 mM Tris-base, 500 mM Imidazol
Lyzacni pufr Il1. 150 mM NaCl, 50 mM Tris-base, 1 M Imidazol

RNAza RNAse A (17 500 U)(Roche)

Lysozym Lysozyme (Pure lyophilized enzyme)(Thermo Scientific)

4.1.2.2. Soupravy

Tabulka 4.3: PouZité soupravy v zavislosti na metodach

Izolace virové RNA

QlAamp® Viral RNA 1 Mini Kit (50) (Qiagen)

Syntéza cDNA

First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)

Polymerazova ietézova reakce

PCR H,O (Top-Bio)

PPP Master Mix (Top-Bio)

PreciSténi DNA po PCR

Illustra ™GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healtcare)

Izolace plasmidové DNA

GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)

Agaroé6zova gelova elektroforéza

5x Orange Loading Dye Solution (Fermentas)

0O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas)

O'GeneRuler™ | kb DNA Ladder (Fermentas)

Sekvenovani

Applied Biosystems Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Life Technologies)

Transfekce bunéénych kultur

ExGen 500 in vitro Transfection Reagent (Fermentas)

Afinitni chromatografie

Co-MAC Purification Kits (Novagen)

Protino® Ni-NTA Columns (5 ml)(Macherey Nagel)

SDS-PAGE

Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)

PageBlue Protein Staining Solution (Fermentas)

PageBlue™ (Invitrogen)

Imunoblotting

Anti-His G-AP Antibody (Invitrogen)

Barveni polyakrylamidovych geli

stiibrem

PageSilver™ Silver Staining Kit (Fermentas)

SuSeni polyakrylamidovych geli

Gel Drying Frames (Sigma-Aldrich)

Piiprava proteinového lyzatu

Lysosim (Thermo Scientific)

Halt ™ Protease Inhobitor Single-Use cocktail (100x)(Thermo-
Scientific)

DNase (Bio Labs)
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4.1.2.3. Klonovaci a expresni plasmidy

Tabulka 4.4: Plasmidy

Pouzité plasmidy

pCR®2.1-TOPO® Invitrogen - selekce pies ampicilin
pcDNA™3 1/V5-His TOPO® TA Invitrogen - selekce pies ampicilin
Uzaviena verze plasmidu pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA (Jifi

™ -Hi .
pcDNAT™3 1/V5-His Cerny)

Champion™ pET Directional

TOPO® Expression Kits Invitrogen - selekce ptes ampicilin

4.1.2.4. Bakterialni kmeny

Tabulka 4.5: Pouzité bakteridlni kmeny

Bakterialni kmeny Genotyp

E. Coli (TOP 10) F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
' araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

E. Coli (BL21 Star™ DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel131 (DE3)
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4.2. Metody

4.2.1. Exprese rekombinantniho proteinu NS1 v sav¢ich buiikach
4.2.1.1. Izolace genové RNA viru kliSt’ové encefalitidy a priprava virové cDNA
Izolace virové RNA

K izolaci virové RNA jsme pouzili infikovanou mysi mozkovou suspenzi s vysokym
titrem TBEV - kmene Hypr. Izolaci RNA jsme provedli za pouziti QlAamp® Viral RNA™
Mini Kitu (Qiagen) na zakladé¢ vyrobcem uvedeného protokolu. Vyslednou virovou RNA

jsme eluovali do objemu 60 pul a nasledné skladovali v hlubokomrazicim boxu pii — 70 °C.
Syntéza cDNA

Reverzni transkripci jsme provadéli pomoci FirstStrand ¢cDNA  Synthesis Kitu
(Fermentas) pfesné podle firemniho manudlu. K reverzni transkripci jsme pouzili bud’ primer
1F specificky rozpoznavajici 3" konec genomu TBEV nebo sadu nahodnych hexamert.
Ziskanych 100 pl cDNA jsme uskladnili pfi teploté — 70 °C.

4.2.1.2. PCR amplifikace sekvence kddujici NS1
PCR se specifickymi primery

K amplifikaci ziskaného templatu jsme pouzili specifické primery, po ptipadné primery
ptimo uréené vyrobcem k jednotlivym klonovanim ¢i sekvenénim analyzam (viz. Tab. 4.1).
Primery jsme navrhli podle sekvenci dostupnych v online databazi GeneBank™

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/;). Jejich délka byla zvolena tak, aby ptedpokladana teplota

tani urena pomoci programi Primer3+ a OligoCalc (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cai,

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) byla v rozmezi od 50°C do 60°C.

Rozdilem teploty tani v ramci jedné dvojice primera byl vzdy maximalné 2°C.
PCR reakce jsme pfipravili do 0,2 ml tenkosténny zkumavek; v pfistrojich BioER

GENEPRO Thermocycler (Harlow Scientific) nebo BioRad T100 Thermocycler, za nize

uvedenych podminek:
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dHO...ooviiiiiiieennn9,50l Denaturace................ 94°C........... 2min
PPP MasterMix..................... 12,5ul 35 cykli:
5'Pr1mer11ul denaturace DNA:......... 94°C.......... 30s
3TPrimer..... 21pl nasedani primera:........ 55°C............ 30s
Templdt. ..o Lul elongace:................... 72 °C....1:30min
25ul Zavérecna elongace:......... 72 °C.....10min

Teplota ponechéna na: 14 °C

Agarova gelova elektroforéza

Abychom mohli oddélit a zviditelnit jednotlivé tseky DNA, pouzili jsme metodu
agarozové gelové elektroforézy. K 8 ul PCR produktu jsme ptidali 2 pl 5x koncentrovaného
vzorkového pufru s barvivem SYBR green (Fermentas). Tuto smés jsme nanesli na 1,5%
agarozovy gel v TAE pufru. Separaci jsme provadéli v aparatufe HU15 Standard (SCIE
PLAS) pfi napéti 5 V/em, po dobu 30 minut.

Velikost jednotlivych DNA fragmentt jsme zjistili porovnanim s velikostmi fragmentti na
pouzitém markeru [O'GeneRuler™ 1 kbp DNA Ladder nebo O'GeneRuler™ 100 kb DNA
Ladder (Fermentas)]. Velikostné odpovidajici useky DNA jsme potencionalné z gelu

vyfezali a vyizolovali z nich poZadovanou DNA.
Purifikace PCR produktu

K precisténi PCR jsme pouzili Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare) podle vyrobcem doporu¢ené¢ho postupu.

Meéieni koncentrace DNA

Pro sekvenacni analyzu jsme meéfeni koncentrace DNA provadéli na mikrokapilarnim
spektrofotometru NanoDrop-1000 (Laboratot molekularni biologie prvoki — Parazitologicky
Gistav, Biologické centrum AVCR) v objemu 1 pl. Koncentraci pro bézné potieby prace s

DNA jsme odhadli pii elektroforetické analyze.
4.2.1.3. VloZeni sekvence kédujici NS1 do pCR®2.1-TOPO®

VloZeni PCR produktu do vektoru pCR®2.1-TOPO®
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PCR produkt jsme zaligovali do vektoru pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen). Pfi ligaci jsme
postupovali podle manualu vyrobce.

Plasmid nese rezistenci k ampicilinu a je upraven k Blue/White selekci.
Transformace One Shot TOP 10 E. Coli complement cells

Kompetentni buitky One Shot® TOP10 E. coli (Invitrogen), které jsme skladovali pfi
-70 °C jsme piiblizn¢ 5 minut pfed dobéhnutim inkuba¢ni doby ligacni smési, nechali
rozpustit na ledu. Po jejich rozmrazeni jsme piidali cely obsah liga¢ni reakce a celou smés
jsme ponechali po 20 minut na ledu. Nésledné jsme provedli tepelny Sok. Buiiky jsme
inkubovali pfi teploté 42 °C po 30 sekund v dry bloku Block Heater SBH 130DC (Stuart).
Diky tomu se plasmid mohl dostat ptes poruSenou plasmatickou membranu do bakteridlni
buniky. Smés jsme pak pienesli na led, aby se po dobu 2 minut chladila. Po ochlazeni reakce
jsme do ni pridali 200 ul S.0.C média predehiatého na pokojovou teplotu. Bunky jsme dale
kultivovali 1 hodinu pfi teploté 37 °C v orbitalni tiepacce Mixing Block MB-102 (BIOER).

Celou kultivacni smés jsme poté rozdélili na dvé ¢asti (30ul a 250ul) a vyseli na Petriho
misky s LB agarem aampicilinem, vysterilizovanou ockovaci bakterialni klickou ve
sterilnim a odvétraném prostoru laminarniho boxu BioUltra (EN 12469 certified class 1l
cabinet; Telstar).

Pro pfipadnou potfebu Blue/White selekce jsme na agar jesté pfed rozetfenim bunck
rozetieli X-gal.

Misky jsme inkubovali celou noc pti 37 °C v termalnim inkubatoru Biological Thermostat
BT120 (Laboratorni pfistroje Praha).

Druhy den jsme vybrané kolonie rozcarkovali na novou bakteridlni plotnu a opét

kultivovali pfes noc.
Skladovani bakteridalnich kmenii

Kratkodobé jsme vypéstované bakteridlni kmeny udrZzovali na agarovych plotnach
Vv laboratornich lednicich pii konstantni teploté¢ 4°C. K jejich dlouhodobému uchovavani
jsme je naockovali a vypéstovali v tekuté kultufe do logaritmické faze ristu, sklidili a

uskladnili v 25 % glycerolu pii teploté -70°C v hlubokomrazicim boxu.
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Piiprava plasmidové DNA (rust bakteridlni kultury; sbér, lyza a purifikace pDNA)

Kizolaci velkého mnozstvi plasmidové DNA jsme kulturu E. coli nesouci plasmid
kultivovali pfes noc zhruba v 50 ml LB média s ampicilinem. Poté jsme ji centrifugovali
10 minut pii 3000 xg a sediment jsme resuspendovali ve 2 ml roztoku I.

Pridali jsme 4 ml cerstvé pfipraveného roztoku II. Opatrné promichali otaCenim
zkumavky a inkubovali 5 minut pti pokojové teplot¢.

Ptidali jsme 3 ml roztoku II. a opét opatrné¢ promichali otd¢enim zkumavky a inkubovali
cca 20 minut na ledu.

Nasledn¢ jsme smés centrifugovali 30 minut pii 4 °C a 3000 xg.

Odebrali jsme supernatant a zfiltrovali ho pfes ru¢né¢ udélany filtr z buniCiny.
K supernatantu jsme ptidali 0,7 objemu isopropanolu, promichali pipetovanim a inkubovali
10 minut v lednici. Po uplynuti této doby jsme centrifugovali 30 minut pii 4 °C a 3000 xg.

Sediment jsme promyli 3 ml 70 % EtOH a sediment jsme nechali vyschnout pfi pokojové
teploté a poté ho resuspendovali ve 300 ul dH,0.

Ptidali jsme 3 pl RNasy A (Invitrogen) a nechali inkubovat 30 minut pii laboratorni
teploté.

Roztok jsme extrahovali 1x1 objemem fenolu; 1x1 objemem smési fenol/chloroform
(1:1) a 1x1 objemem chloroformu.

Poté jsme ptidali 1/10 objemu 3 M NaAc a 2,5 objemu 98 % ethanolu vychlazeného na -
20 °C a nechali jsme inkubovat pfes noc v mrazicm boxu pii — 20 °C.

Vysrazenou DNA jsme nechali sedimentovat pii maximalnich otackach v centrifuze
vychlazené na 4 °C. Ziskany sediment jsme promyli 1 ml 70% EtOH vychlazeného na
- 20 °C a nechali dokonale vysusit pii pokojové teploté a poté rozpustili v 80 pl ddH-O.

Elektroforeticky jsme provedli kontrolu kvality izolace plasmidové DNA.

K izolaci plasmidové DNA z malého mnozstvi zaoCkované kultury (1ml) jsme pouzili
soupravu Genelet Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) podle postupu uvedeného ve firemnim
manudlu tohoto produktu. Kvalitu izolace jsme nasledné ovéfili elektroforeticky na

agarozovém 1,5 % gelu v TAE pufru, pficemz vysledek jsme fotograficky zaznamenali.
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Ovéieni piitomnosti inzertu v plasmidu

Pro uréeni pfitomnosti inzertu v plasmidu jsme vyuzili metodu PCR (viz. 4.2.1.2.)
s vektor-specifickymi primery M13-Forward a M13-Reverse. Produkty PCR jsme
analyzovali elektroforeticky na 1,5 % agarozovém gelu v TAE pufru a vizualizovali pod UV

svétlem. Na zakladé vysledkt jsme vybrali vzorky, které byly sekvenovany.
Purifikace PCR produktu z agarézového gelu

DNA fragmenty, které odpovidaly pozadované velikosti, jsme vyiezali skalpelem a
prenesly do 1 ml zkumavky. K purifikaci jsme pouzili lllustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) podle instrukci uvedenych vyrobcem.

Sekvenovani

Pomoci sekvenéni analyzy obou vlaken ziskaného PCR produktu jsme zjistili
nukleotidové sekvence DNA vlozené do plasmidu. Sekvenacni reakce jsme pfipravili
smichanim 3 pl DNA (75-150 ng), 0,5 pl pfislusného primeru o koncentraci 0,01M a 4 pl
dH;0, do celkového objemu 7 pul na reakci. Sekvenéni analyza byla provedena na pfistroji
ABI PRISM 3130 xI firmy Applied Biosystems v Laboratofi genomiky, spole¢na laboratot
PiF JU a BC AVCR (Biologického centra Akademie véd Ceské republiky) za pouziti
soupravy Applied Biosystems Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies).

Ziskané vysledky sekven¢ni analyzy jsme zpracovali v programu BioEdit (Hall, 1999).
4.2.1.4. VloZeni sekvence kédujici NS1 do pcDNA™3.1/V5-His

Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami

Tab. 4.6: Stépeni plasmidu pcDNA™3.1/V5-His

[ul] | dH,0O | Pufr (FD) | pDNA | BamHI | Xbal | RNAseA
Stépen 1. 21 9 2 7 2 0 1
Stépeni II. 21 | 9 2 7 0 2 1
Stépeni II. | 31 | 0 3 23 2 2 1

Tab. 4.7: Stépeni rekombinantniho proteinu NS1 z plasmidu pCR®2.1-TOPO®

[ul] | dH,0 | Pufr (FD) | pDNA | BamHI | Xhol | RNAseA
Stépeni 1. 21 7 4 7 2 0 1
Stépeni II. 21 7 4 7 0 2 1
Stépenill. | 31 | O 6 20 2 2 1
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Propagac¢ni plasmid pCR®2.1-TOPO® nesouci nezmutovanou sekvenci NSI1 proteinu
jsme si nastépili restrikénimi endonukleazami (viz. Tab. 4.6. a Tab. 4.7). Reakci jsme nechali
celou noc inkubovat v termoboxu pii 37 °C, poté jsme oddélili na agarézovém gelu a

velikostn& odpovidajici Gseky jsme vykizli a pieéistili llustra GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healtcare).

Tab. 4.8: Spojeni plasmidu pcDNAT™3.1/V5-His a iseku kodujiciho rekombinantni protein NS1 ligaci.

[Wl] | dH,0O | Pufr | pDNA | DNA | T4lig
Vkladani | 25 | 19 [ 25| 36 | 15 2

Liga¢ni smés (viz. Tab. 4.8) jsme nechali inkubovat po dobu 16 hodin pti 4°C.

Priiprava plasmidové DNA (viz. 4.2.1.3)
Ovéreni pritomnosti inzertu restrikénim Stépenim

Stépenim nasi plasmidové DNA za pouziti vice restrikénich endonukleaz (viz. Tab. 4.9)

jsme sestrojili specifickou restrikéni mapu. Délku fragmenti jsme urcili podle polohy

prouzkil na gelu.

Tabulka 4.9: Pouzité RE

Pouzité RE | Restrik¢éni mista

E,— BamHlI 5 .. GGATCC 3
3'...CCTﬁ.G‘G.. 5

E, Hindlll | 5. AAGCTT. ..&
3. TTCGAA.. .5

E, - Xbal 5..CTCGAG...%
3...GAGCTC...5

Celou restrikéni reakci jsme ptipravili podle tidaji uvedenych v nésledujici tabulce
(viz. Tab. 4.10) a to do celkového objemu 10 ul a nechali ji probihat pfes noc v inkubatoru

pfi teploté 37 °C. Dalsi den jsme vysledky reakce elektroforeticky vyhodnotili.
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Tabulka 4.10: Znazornéni pouZiti jednotlivych reagenci pro restrikénich reakce [ul].

1B ] 2.H[3.X|4BH]|5HX|6.BX] 7.BHX
DNA 55| 5 | 5 5 5 5
H,0 25| 25|25 2 2 2 15
B(Yellow) | 2 | 2 | 2 | 2 2 2 2
E.—BamHI [05| - | - | 06 | - | 05 | 05
E,—Hindlll| - [05| - | 05 | 05 | - 05
Es — Xbal - [ - Jo5| - | 05| 05 | 05

4.2.1.5. Transfekce savéich bunék
Obecné zasady prdce se savéimi burikami

Pro expresi rekombinantniho proteinu NS1 jsme vybrali PS (bunky z praseci sleziny) a
HelLa (nadorové burky izolované z nadoru délozniho hrdla Henrietty Laksové — Scherer,
1953) linie bungk.

S bunéénymi liniemi jsme pracovali sterilné v laminarnich boxech BioUltra (EN
124609 certified class Il cabinet; Telstar) s HEPA filtraci vypousténého i nasavaného
vzduchu. Vsechny nastroje stejné jako hrdla kultiva¢nich lahvi jsme pfed pouzitim
sterilizovali opalovanim nad kahanem. Vzdy jsme pracovali v ochrannych latexovych

rukavicich.

Pribéina kultivace savéich bunék

Z pln€ narostlé kultivacni lahve s danou bunéénou linii jsme vylili staré médium.
Kultivacni ldhev jsme nasledné 2krat promyli sterilnim PBS. Do velké kultivaéni lahve jsme
nasledné pfidali 1 ml trypsinu a lahev vlozili na 10 minut do inkubétoru s teplotou 37 °C.
Poté jsme uvolnéné builky homogenizovali 10 ml sterilni sklenénou pipetou a doplnili
médium (60 ml) s pfislusnymi aditivy (viz. Tab.4.2). Z bunééné kultury jsme stranou odlili
priblizné¢ 30 ml smési bun¢k a média a zbytek jsme opét kultivovali pti teplot¢ 37°C do
dosaZeni konfluentniho porostu bunék na dn¢ kultivaéni lahve (dva az ti1 dny).

Stav bunék jsme vyhodnocovali pozorovanim pod mikroskopem AE 2000 Binocular and

Trinocular Inverted Microscop (Motic).
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Zjisténi minimalni cytotoxické koncentrace geneticinu

Z odebrané smési bun¢k jsme do kazdé jamky z 24-ti jamkového panelu prenesli 1 ml
bunécné kultury o hustoté 0,6x10 ® bunek na jamku, jak pro HeLa tak i pro PS bunky, a
sriznou koncentraci antibiotika geneticinu (100 az 1000 pg/ml) a dali do inkubatoru
s nastavenou teplotou 37 °C a s 5% hladinou CO;. Pro transfekci jsme vybrali buiky
vykazujici optimalni snasenlivost k antibiotiku. Pro pozd¢jsi transfekci jsme pouzivali

nejnizsi koncentraci geneticinu, ktera byla pro buiiky bez plasmidu smrtelna.
Transfekce savéich bunék

Vysoka kvalita DNA je kritickou hodnotou pro uspé$nou transfekci. Pomér absorbance
roztoku DNA pti 260 a 280 nm (A 260/208) by se v idealnim pfipadé¢ mél pohybovat nad
hodnotou 1,8. K transfekci samotné jsme zvolili soupravu ExGen 500 in vitro Transfection
Reagent (Fermentas).

Den pied transfekei jsme vyseli takové mnozstvi bun€k, aby jich v den transfekce bylo
pozadované mnozstvi 0,6 x10° bun&k/ml.

Pfipravili jsme dvé jamky pro kazdou z linii v kazdé po 1 ml kultivaéniho média a nechali
ptes noc kultivovat pti 37°C a 5% hladiné CO,.

Ctyfi linie bunék (2x HeLa, 2xPS) jsme transfekovali plasmidem pcDNA 3.1-NS1 (bez
STOP kodonu) za pouziti ExGene Transfection Mixture a reakéni smés jsme piipravili podle
instrukci vyrobce.

Transformované buiky i1 inkubacni médium jsme sklidili po 24 a 48 hodinach a
uchovavali pro dalsi experimenty pii -70°C.

Ptitomnost rekombinantniho proteinu NS1 jsme analyzovali pomoci Western Blotu.
4.2.2. Exprese rekombinantniho proteinu NS1 v bakteriich
4.2.2.1. Amplifikace kodujici sekvence NS1

Pro amplifikaci DNA kodujici NS1 protein ze sav¢iho expresniho vektoru jsme pouzili
primery TBEV-NS1 03 a TBEV-NS1 04 (viz. Tab.1.1), pro dalsi sekvenénim analyzy
primery ze soupravy Champion™ pET100 Directional TOPO® Expression Kit.
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4.2.2.2. Klonovani pomoci Champion™ pET100 Directional TOPO® Expression Kit
Vkladani sekvence kodujici protein NS1 do bakteridlniho expresniho vektoru

K vlozeni sekvence kddujici rekombinantni protein NS1 do bakteridlniho expresniho
vektoru jsme pouzili Champion™ pET100 Directional TOPO® Expression Kit a jiz popsany
pracovni postup (viz. 4.2.1.3).

4.2.2.3. Exprese rekombinantniho proteinu v BL21 Star™(DE3) E. coli
Transformace BL21 Star™(DE3) E. coli

Pro transformaci jsme pfidali 5 pl plazmidu k rozpusténé suspenzi bun¢k BL21 (DE3).
Reakce jsme lehce promichali, a poté ponechali stat na ledu 30 minut. Nasledujicim krokem
byl teplotni Sok a to pii 42°C 60 sekund. Opét jsme dali na 2 minuty na led, pridali 250 ul
S.0.C media (vytemperovaného na pokojovou teplotu) a 60 minut inkubovali na 37 °C v
tfepacce.

Bunky jsme ptepipetovali do 10 ml LB media s 10 pl AMP (100 mg/ml) a spolu s 200 pl
IM sterilni glukosy jsme buné¢nou kulturu nechali na tfepacce pii 37 °C ptes noc.

Narostlou kulturu jsme nasledujici den rozpipetovali do 1 ml aliquotd v 25% glycerolu a

uchovali pfi -70 °C v hlubokomrazicim boxu.
Exprese rekombinantniho proteinu NS1

Jednu ze zkumavek s bakteridlni suspenzi bunék BL21(DE3) transformovanych
plasmidem pET100-NS1 jsme pfidali do 200 ml LB media s 200 ul 100 mg/ml ampicilinu a
s 4 ml 1M glukosy a inkubovali pfi 37°C a po dobu cca 10 hodin. Poté jsme suspenzi dale
inkubovali, ov§em pfi sniZzené teploté 16 °C po dobu asi 3 hodin.

Kulturu jsme ptelili do zkumavek a centrifugovali 10 minut pti 2500 xg a teploté 16 °C.

Po uplynuti doby jsme kulturu 3krat promyli v LB mediu s ampicilinem bez glukosy a
dale jsme inkubovali pfes noc na tfepacce na 16°C.

Dalsi den jsme kulturu stocili v centrifuze vychlazené na 4°C 10 minut pfi 2500 xg.
Buniky jsme 3krat promyli v lyzacnim pufru 0 (vychlazeném na 4 °C) a po zavéreCném

promyti jsme supernatant zmrazili na -70 °C.
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4.2.3. Purifikace NS1 a analyza jeho pritomnosti
Purifikace rekombinantniho proteinu pomoci ‘Co-MAC Purification Kits’

Zamrazeny supernatant jsme pozvolna rozpustéli na ledu. Po rozmraZzeni jsme supernatant
sonikovali a to 3krat 30 sekund pii maximalnim vykonu sonikéatoru. Z proteinového lyzatu
jsme odebrali a oznacili 1 ml a uchovali ho pro pozdéjsi analyzu (vzorek B — kompletni
frakce lyzovanych bungk).

Lyzat byl poté centrifugovan v predem vychlazené centrifuze 20 minut na 10 000 Xg.
Supernatantu jsme odlili do jiné nadoby a sediment rozpustili v 50 ml lyza¢niho pufru 0 a ze
supernatantu i sedimentu odebrali opét 1 ml pro pozdéjsi analyzu (vzorek SD — sediment a
SP — supernatant). Dale jsme pracovali uz jen se supernatantem.

Supernatant jsme piefiltrovali pfes 0,22 um membranu a z filtratu odebrali 1 ml pro
pozd¢jsi analyzu (vzorek Fil — frakce nanaSend na kolonku). Zbyly filtrat jsme rucné za
pouziti 25 ml stfikacky nanesli na 5 ml Co-MAC kolonku, kterou jsme ptedtim ekvilibrovali
25 ml lyza¢niho pufru 0.

Z prokleté frakce jsme odebrali 1 ml pro pozdéjsi analyzu (vzorek F). Kolonku jsme déle
promyli 20 ml lyza¢niho pufru I. Z proteklé frakce jsme odebrali 1 ml pro pozdéjsi analyzu
(vzorek W). Dale jsme promyli kolonku 8 ml lyza¢niho pufru II. Proteklé frakce jsme jimali
po 1,5 ml (vzorky VZ1,VZ2,..). Aby doslo k uvolnéni v§ech vazeb na kolonce, promyli jsme
ji jesté 20 ml lyza¢niho pufru III. Z proteklé frakce jsme odebrali 1 ml pro pozdéjsi analyzu
(vzorek WO). Na zavér jsme pro uskladnéni kolonku promyli jest¢ 20 ml 20% EtOH a

ulozili ve 4 °C.
Purifikace rekombinantniho proteinu pomoci AKTA HPLC machine

Z dalsi purifikace rekombinantniho proteinu NS1 jsme vyloudili lidsky faktor a
spolupracovali s Laboratofi biologie protist na pfistroji AKTA HPLC machine.

K purifikaci jsme pouzili Protino® Ni-NTA Columns (5 ml)(Macherey Nagel).

Aby bylo mozno uskutecnit purifikaci na tomto pfistroji, museli jsme pouZit jiny protokol
na pfipravu bunécného lyzatu.
Bakterialni kulturu jsme po rozmrazeni centrifugovali pti 2300 xg 10 minut v centrifuze
vychlazené na 12 °C. Kazdy z bakterialnich peletd jsme rozsuspendovali a 3krat promyli
Vv 25ml lyzacnim pufru 0. Poté jsme centrifugovali ve 12°C 15 minut pfi 1600 xg. Pelet jsme

poté rozsuspendovali v 50 ml lyza¢niho pufru 0 a do této smési jsme ptidali 40 pl DNase A
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(Roche), 75 ul lysozymu a inhibitor proteaz (Roche) v poméru 1:100. Takto pfipravena smes

byla centrifugovéana 30 minut pti 500 xg pfi teploté 4 °C.

Proteinovy lyzat jsme nasledné sonikovali Skrat 20 sekund pii poloviénim vykonu a

vzdymezi jednotlivymi sonikacemi jsme ho umistili kviili zchlazeni na led a po dokonceni

jsme lyzat stocili v centrifuze 30 minut pti 4°C a 10 000%g. Supernatant jsme odstranili a

pelet rozpustili v cca 100 ml lyza¢niho pufru 0 a prefiltrovali ptes 0,45 pl filtr a pouzili

k purifikaci.

Takto pfipraveny proteinovy roztok jsme nechali nacerpat do AKTA HPLC machine,

kde byl po celkovou dobu trvani programu (280 minut) vzorek rozdélen na 74 frakei po

1,5ml.

Ve frakcich 15-67 byl postupné zvySovan gradient imidazolu z 10mM do 500mM

koncentrace.

SDS-PAGE

A—

{(LULUnLnLUnLny
Polyakrylamidovy gel

U Anoda (+) ==

!-, Hamittonova pipeta

Vzorek

Katoda (-}

rirnnmnn

‘ LN

.

Elekiricky zdroj

Oddélené proteinove
prouzky

Obr. 4.1: Postup pii sestaveni SDS PAGE aparatury

Polyakrylamidoveé gely jsme namichali v nasledujicim poméru jednotlivych slozek.

Rozdélovaci gel (12%) mnoZstvi (5 ml)
30 % Akryl amid ... 2ml
Rozdélovaci pufr ... 1,25 ml

deO 1,7 ml
10% APS ... 50 ul
TEMED ... 1 ul

30 % Akryl amid ... 165 pl

Rozdélovaci pufr ... 250 pl

dH,0 ... 575 ul
10% APS ... 10 pl
TEMED...1pl
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SDS-PAGE probihala na aparatuie Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio Rad)(viz. Obr. 4.1)
pii napéti 150 V v 1x koncentrovaném elektroforézovém pufru, pfiblizné 2 hodiny.

Po skonceni elektroforézy jsme gel 3x promyli ve 100ml dH,0 a dobarvili v PageBlueTM
(Fermentas) pies noc a opét 3xpromyli. Po promyti ve vod¢ jsme vysledek fotograficky

zdokumentovali.
Barveni polyakrylamidovych gelit stiibrem

K zviditelnéni vzorkd na polyakrylamidovych gelech jsme pouzili PageSilver™ Silver

Staining Kit (Fermentas) a dodrzovali jsme postup uvedeny vyrobcem.
VysouSeni polyakrylamidovych gelii

K uchovani polyakrylamidovych gelti jsme vyuzili soupravy Gel Drying Frames (Sigma-

Aldrich). Pti vysouseni jsme postupovali dle instrukci vyrobce.

Western Blotting

Pfenosovy pufr

Katoda (-]

Fittraéni papir.
Gel

Mitroceluldzova membrana —D

Fitraéni papir—

£\

Anoda (+] Membrana s
pfenesenymy
Pokud jsou proteiny hydrabni, pouZite proteiny
mizto toho PVYDF membranu.

Obr. 4.2: Postup pfi sestaveni blotovaci aparatury.

Blotovaci sendvic¢ jsme sestavili podle postupu znazornéného na schématu (viz. obr.4.2.)
Pienos proteinli separovanych v SDS-PAGE probihal za konstantniho proudu 250 mA
podobu 2 hodin v blotovacim pufru na blotovacim zatizeni Trans-Blot® SD Cell (BioRad).
Membranu s navazanymi proteiny jsme 2x promyli v PBS (pH 7,8) po dobu 5 minut,
blokovali 1 hodinu v 5% mléku v PBS pti RT a poté opét 3x 5 minut promyli v PBS. Po
dobu 1 hodiny jsme membranu inkubovali s Anti-His G-AP protilatce. Protilatka se vaze na
6xHis-kotvu na N- konci rekombinantniho proteinu a ma na sobé kovalentné navazanou

alkalickou fosfatazu, proto neni potieba dalsi reakce se sekundarni protilatkou.
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Chromogenni reakci jsme provedli ve vyvijejicim roztoku za pouziti 1xBCIP/NBT
(rozpusténo v 67% DMSOQ) a zastavili promytim v PBS.

Hmotnostni spektrometrie proteinii

Identifikovat zvoleny a vyfiznuty vzorek proteinu ndm bylo umoznéno v servisnim
pracovisti Katedry molekularni biologie — Laboratofi Hmotnostni spektroskopie vyuzivajici

metody LC-MS/MS (Liquid chromatography — Tandem Mass Spectrometry).
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5. VYSLEDKY
5.1. Exprese rekombinantniho proteinu NS1 v sav¢ich bunkach
5.1.1. PCR amplifikace DNA koédujici protein NS1

Sekvenci kodujici nestrukturni protein NS1 jsme ziskali z cDNA TBEV
kmene Hypr za pouziti polymerazové fetézové reakce s vyuzitim specifickych
primeri TBEV NS1-01 a TBEV NS1-03 (viz Tab. 4.1). Velikost
amplifikované DNA kodujici protein NS1 je 1056 parti bazi (viz. Obr. 5.1).

1000

Obr. 5.1: PCR produkt ziskany specifickymi primery. (1: ziskany vzorek NS1; M: 100 bp
DNA Ladder).

5.1.2. pCR®2.1-TOPO®

M13 R priming site
/ BamHI - 252 - G'GATC_C

Cloning site
pCR 2.1 TOPO
3929 bp

Xhol - 332 - C'TCGA_G
Obr. 5.2: VlozZeni genu pro protein NS1 do plasmidu pCR® 2.1-TOPO.

M12 R priming site

Xhol - 425 - CTCGA_G

M13 F priming site

pCR 2.1_TBEV NS1
» 4984 bp BamHI - 1307 - G'GATC C

, M12 F priming site

Do komer¢niho plasmidu pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) jsme vlozili velikostné
odpovidajici DNA (viz. Obr. 5.2), ktera byla vyfiznuta z gelu a vyizolovana pomoci
soupravy Illustra ™GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healtcare).

pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) je linearizovany plasmid obsahujici 3’-thyminové (T)
pfesahy a topoizomerazu I kovalentné¢ navazanou k vektoru. Metoda vkladani DNA do
plasmidu pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) vyuziva toho, ze Taq polymeraza piidava
jednotlivé deoxyadenosiny (A) k 3" konci PCR produktu. Jejich parovani s 3'thymidinovymi
pfesahy umoziuje parovani PCR produktu s vektorem a nasledné spojeni obou molekul
topoizomerazou 1.

Ligacni reakci na vlozeni inzertu do plasmidu jsme si pfipravili smichanim nami

vytvoiené a pieisténé PCR reakce plasmidu pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen). Plasmidem
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pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) nesoucim vlozenou sekvenci DNA kodujici protein NS1
jsme nasledné natransformovali OneShot® (Invitrogen) kompetentni bunky, které jsme
vyseli na agar6zové plotny s ampicilinem a X-gal. Nasledné jsme vybrali 10 bilych kolonii,
ve kterych jsme potvrdili pfitomnost inzertu ve vektoru pomoci PCR za pouziti vektor-
specifickych primerd M13 F a M13R. Vzorky z PCR jsme nanesli na gel (viz. Obr. 5.3) a
vybrané velikostné odpovidajici useky jsme vytizli a precistili. Ziskanou DNA jsme nechali

osekvenovat (viz. Obr. 5.4). Kompletni sekvence viz Pfilohy.

Obr. 5.3: Vysledky elektroforetické analyzy
vybranych kolonii na pfitomnost inzertu
v plasmidu pCR® 2.1-TOPO (M: 100 bp
DNA Ladder; 1-10: jednotlivé vybrané
kolonie).
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1001 TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGTTCG CTCAATGGTG GTTGCG

L R o e
GATGTTGGTT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA GGGCCTGGTC GTGTGGAGAG AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AATTATGCCT
GATGTTGGTT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA GGGCCTGGTC GTGTGGAGAG AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AATTATGCCT
GATGTTGGTT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCT GCTGTGGCGA GGGCCTGGTC GTGTGGAGAG AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AATTATGCCT
GATGTTGGTT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA GGGCCTGGTC GTGTGGAGAG AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AATTATGCCT
GATGTTGGTT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA GGGCCTGGTC GTGTGGAGAG AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AATTATGCCT

| 1%0 | l%O | 1?0 | 140 1?0 1?0 | 170 | 1?0 | 190 200
ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA GGAGACATTT GAGGAGGGAA GCTGTGGTGT AGTCCCCCAG AACAGGCTCG AGATGGCCAT
ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA GGAGACATTT GAGGAGGGAA GCTGTGGTGT AGTCCCCCAG AACAGGCTCG AGATGGCCAT
ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA GGAGACATTT GAGGAGGGAA GCTGTGGTGT AGTCCCCCAG AACAGGCTCG AGATGGCCAT
ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA GGAGACATTT GAGGAGGGAA GCTGTGGTGT AGTCCCCCAG AACAGGCTCG AGATGGCCAT
ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA GGAGACATTT GAGGAGGGAA GCTGTGGTGT AGTCCCCCAG AACAGGCTCG AGATGGCCAT

| 2%0 | 2%0 | 2?0 | 240 250 2?0 | 270 | 2?0 | 290 300
GTGGAGAAGC TCGGTCACAG AGCTGAATTT GGCTCTGGCG GAAGGGGAGG CAAATCTCAC AGTGGTGGTG GACAAGTTTG ACCCCACTGA CTACCGAGGT
GTGGAGAAGC TCGGTCACAG AGCTGAATTT GGCTCTGGCG GAAGGGGAGG CAAATCTCAC AGTGGTGGTG GACAAGTTTG ACCCCACTGA CTACCGAGGT
GTGGAGAAGC CCGGTCACAG AGCTGAATTT GGCTCTGGCG GAAGGGGAGG CAAATCTCAC AGTGGTGGTG GACAAGTTTG ACCCCACTGA CTACCGAGGT
GTGGAGAAGC TCGGTCACAG AGCTGAATTT GGCTCTGGCG GAAGGGGAGG CAAATCTCAC AGTGGTGGTG GACAAGTTTG ACCCCACTGA CTACCGAGGT
GTGGAGAAGC TCGGTCACAG AGCTGAATTT GGCTCTGGCG GAAGGGGAGG CAAATCTCAC AGTGGTGGTG GACAAGTTTG ACCCCACTGA CTACCGAGGT

| 3%0 | 3%0 | 3?0 | 3?0 | 370 | 3?0 | 390 | 4?0

GGTGTCCCTG GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG TCTCCTGGAA AAGCTGGGGC CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT
GGTGTCCCTG GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GGCATAAAAG TCTCCTGGAA AAGCTGGGGC CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT
GGTGTCCCTG GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG TCTCCTGGAA AAGCTGGGGC CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT
GGTGTCCCTG GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG TCTCCTGGAA AAGCTGGGGC CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT
GGTGTCCCTG GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG TCTCCTGGAA AAGCTGGGGC CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT

| 4%0 | 4%0 | 4?0 | 440 4?0 4?0 | 470 | 4?0 | 490 500
TCATGGTGGG CACGGAAGGA CAAAGTGAGT GTCCCCTAGA GAGACGGAAG ACAGGTGTTT TCACGGTGGC AGAATTCGGG GTTGGCCTGA GAACAAAGGT
TCATGGTGGG CACGGAAGGA CAAAGTGAGT GTCCCCTAGA GAGACGGAAG ACAGGTGTTT TCACGGTGGC AGAATTCGGG GTTGGCCTGA GAACAAAGGT
TCATGGTGGG CACGGAAGAA CAAAGTGAGT GTCCCCTAGA GAGACGGAAG ACAGGTGTTT TCACGGTGGC AGAATTCGGG GTTGGCCTGA GAACAAAGGT
TCATGGTGGG CACGGAAGGA CAAAGTGAGT GTCCCCTAGA GAGACGGAAG ACAGGTGTTT TCACGGTGGC AGAATTCGGG GTTGGCCTGA GAACAAAGGT
TCATGGTGGG CACGGAAGGA CAAAGTGAGT GCCCCCTAGG GAGACGGAAG ACAGGTGTTT TCACGGTGGC AGAATTCGGG GTTGGCCTGA GAACAAAGGT

| 5%0 | 5%0 | 5?0 | 540 550 5?0 | 570 | 5?0 | 590 600
CTTCTTGGAT TTCAGACAGG AACCAACACA TGAGTGTGAC ACAGGAGTGA TGGGAGCTGC AGTCAAGAAC GGCATGGCAA TCCACACAGA TCAAAGTCTC
CTTCTTGGAT TTCAGACAGG AACCAACACA TGAGTGTGAC ACAGGAGTGA TGGGAGCTGC AGTCAAGAAC GGCATGGCAA TCCACACAGA TCAAAGTCTC
CTTCTTGGAT TTCAGACAGG AACCAACACA TGAGTGTGAC ACAGGAGTGA TGGGAGCTGC AGTCAAGAAC GGCATGGCAA TCCACACAGA TCAAAGTCTC
CTTCTTGGAT TTCAGACAGG AACCAACACA TGAGTGTGAC ACAGGAGTGA TGGGAGCTGC AGTCAAGAAC GGCATGGCAA TCCACACAGA TCAAAGTCTC
CTTCTTGGAT TTCAGACAGG AACCAACACA TGAGTGTGAC ACAGGAGTGA TGGGAGCTGC AGTCAAGAAC GGCATGGCAA TCCACACAGG TCAAAGTCTC

| 6%0 | 6%0 | 6?0 | 6?0 | 670 ‘ 6?0 | 690 | 7?0

TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC ACTTACATAG TTGAACTTTT GGTCACTGAC CTGAGGAACT GCTCATGGCC TGCTAGCCAC ACTATCGATA
TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC ACTTACATAG TTGAACTTTT GGTCACTGAC CTGAGGAACT GCTCATGGCC TGCTAGCCAC ACTATCGATA
TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC ACTTACATAG TTGAACTTTT GGTCACTGAC CTGAGGAACT GCTCATGGCC TGCTAGCCAC ACTATCGATA
TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC ACTTACATAG TTGAACTTTT GGTCACTGAC CTGAGGAACT GCTCATGGCC TGCTAGCCAC ACTATCGATA
TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC ACTTACATAG TTGAACTTTT GGTCACTGAC CTGAGGAACT GCTCATGGCC TGCTAGCCAC ACTATCGATA

| 7%0 | 7%0 | 7?0 | 740 7?0 7?0 | 770 | 7?0 | 790 800
ATGCTGACGT GGTGGACTCA GAGTTATTCC TTCCGGCGAG CCTGGCAGGA CCCAGATCCT GGTACAACAG GATACCTGGC TATTCAGAAC AGGTGAAAGG
ATGCTGACGT GGTGGACTCA GAGTTATTCC TTCCGGCGAG CCTGGCAGGA CCCAGATCCT GGTACAACAG GATACCTGGC TATTCAGAAC AGGTGAAAGG
ATGCTGACGT GGTGGACTCA GAGTTATTCC TTCCGGCGAG CCTGGCAGGA CCCAGATCCT GGTACAACAG GATACCTGGC TATTCAGAAC AGGTGAAAGG
ATGCTGACGT GGTGGACTCA GAGTTATTCC TTCCGGCGAG CCTGGCAGGA CCCAGATCCT GGTACAACAG GATACCTGGC TATTCAGAAC AGGTGAAAGG
ATGCTGACGT GGTGGACTCA GAGTTATTCC TTCCGGCGAG CCTGGCAGGA CCCAGATCCT GGTACAACAG GATACCTGGC TATTCGGAAC AGGTGAAAGG

| 8%0 | 8%0 | 8?0 | 840 850 8?0 | 870 ‘ 8?0 | 890 900
GCCATGGAAG TACACGCCTA TCCGAGTTAT CAGAGAGGAG TGTCCCGGCA CGACCGTTAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG
GCCATGGAAG TACACGCCTA TCCGAGTTAT CAGAGAGGAG TGTCCCGGCA CGACCGTTAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG
GCCATGGAAG TACACGCCTA TCCGAGTTAT CAGAGAGGAG TGTCCCGGCA CGACCGTTAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG
GCCATGGAAG TACACGCCTA TCCGAGTTAT CAGAGAGGAG TGTCCCGGCA CGACCGTTAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG
GCCATGGAAG TACACGCCTA TCCGAGTTAT CAGAGAGGAG TGTCCCGGCA CGACCGTTAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG

| 9%0 | 9%0 | 9?0 | 9?0 | 970 | 9?0 | 990 | 1%00

AGTACCACAG AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG AACTGATTGC TGGTATGCCA
AGTACCACAG AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG AACTGATTGC TGGTATGCCA
AGTACCACAG AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG AACTGATTGC TGGTATGCCA
AGTACCACAG AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG AACTGATTGC TGGTATGCCA
AGTACCACAG AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG AACTGATTGC TGGTATGCCA

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070

1080 1090 1100
[ P P e U I (i B T Lo B L DU

1001 TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGTTCG CTCAATGGTG GKTGCGTAGT CTAGAGTAAA GGGCGAATTC CAGCACACTG GCGGCCGTTA
1001 TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGTTCG CTCAATGGTG GTTGCGTAGT CTAGAGTAAA GGGCGAATTC TGCAGATATC CATCACACTG
1001 TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGTTCG CTCAATGGTG GTTGCGTAGT CTAGAGTAAA GGGCGAATTC TGCAGATATC CATCACACTG
1001 TGGAAATARG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGTTCG CTCAATGGT GTT CGTAGT CTAGAGTAAA GGGCGAATTC CAGCACACTG GCGGCCGTTA

Obr. 5.4: Porovnani ziskanych sekvenci.
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5.1.3. VlozZeni sekvence kodujici NS1 do pcDNA™3.1/V5-His

K expresi rekombinantniho proteinu NS1 v sav¢ich bunkéch jsme vybrali expresni vektor
pcDNAT™3 1/V5-His (Invitrogen). V tomto expresnim systému muze byt rekombinantni
protein exprimovan s C-koncovou fuzi s V5 epitopem a poly-histagem, coz umoziuje
snadnou detekci a purifikaci proteinu. Rovnéz je mozné je ukoncit pieklad ihned na C-konci
exprimovaného rekombinantniho proteinu tim, Ze je na 3’konec DNA kodujici exprimovany
protein vloZen stop kodén (viz. Obr. 5.5). To umoziiuje expresi rekombinantniho proteinu o
nativni sekvenci bez ptidanych epitopt, které by mohli myt vliv na strukturu a funkci
proteinu.

My jsme vytvoftili obé tyto varianty.
T A &)
WK EE
A TH* = |

=N R A
g i His
HN BE - ]

bal

HindIIl
BamHI

bal

HindIIT

Obr. 5.5: Sekvence proteinu NS1 s a bez

piitomnosti stop kodonu (TAG).

Sekvenci kodujici protein NSljsme vlozili do kruhového plasmidu pcDNA 3.1/V5-His
bez topoizomerazy (uzaviena verze plasmidu pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA - Jifi
Cerny).

Tento plasmid jsme na$tépili restrikénimi endonukleazami BamHI a Xhol a sekvenci
kodujici protein NSI1 jsme vystépili z plasmidu pCR 2.1 TBEV NSI1 restrikénimi
endonukledzami BamHI a Xhol (viz. Tab. 4.6). Ob¢ reakce jsme pustili na gel a velikostné
odpovidajici seky jsme nésledné vyftizli z gelu a izolovali. Takto ziskanou DNA proteinu a
expresniho plasmidu jsme spojili ligaci a transformovali je do kompetentnich TOP 10 E.Coli
(viz. Obr. 5.6).

Pfitomnost inzertu v plasmidu jsme ovéfili restrikénim  $tépenim  (sestrojili  jsme
specifickou restrikéni mapu plasmidu s vloZzenymi inzerty a experimentalné ji ovéfili) a také
pomoci PCR s vektor specifickymi primery T7 F a BGH R (viz. Obr. 5.7 a 5.8). Podle

restrikéni mapy jsme pak vybrali jeden plasmid kodujici fiizni protein NS1 s V5 epitopem a
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His tagem na C konci a druhy s vlozenym stop kodéonem (UAG) na 3" konci sekvence

kodujici rekombinantni protein, kterymi jsme nasledné transfekovali vybrané savei buniky.

GEVE SV VE VL VIR OXE | XX X X

6000

A~ A

rANAA

3000

1000

M 3 &

6000

3000

1000

Obr. 5.6: Elektroforetické vyhodnoceni vybranych kolonii na pfitomnost plasmidu a kontrola plasmidové DNA

po purifikaci pfislu$nou soupravou (M: 1kbp DNA Ladder; I. — XIII: oznaceni testovanych kolonii;

1. — 7: oznaceni plasmidové DNA po izolaci).

BamHI - 6515 - G'GATC_C
HindIII - 6497 - A'AGCT_T

T7F

Xbal - 1070 - T'CTAG_A
BGHR

%

pecDNA3.1 TBEV NS1
6515 bp

Obr. 5.7: Plasmid pcDNA 3.1 TBEV NS1

S vyznacenymi restrikénimi misty.

Obr. 5.8: Elektroforetické vyhodnoceni restrikéniho §tépeni plasmidu pcDNAT™3.1/V5-His na ptitomnost

inzertu a PCR s vektor specifickymi primery T7 F a BGH R (M1: 1 kbp DNA Ladder; M2: 100 bp
DNA Ladder; Pl: plasmid; pouzité RE: B — BamHI, H — Hindlll, X — Xbal; M: 100 bp DNA Ladder;

(-): negativni kontrola).
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5.1.4. Transfenkce savc¢ich bunék

Pro transfekci jsme vybrali HeLa a PS bunécné linie.

Jesté¢ pred transfekci bylo nutné zjistit minimalni toxickou koncentraci antibiotika
geneticinu, které je pouzivano pro selekci transfekovanych bunék. HeLa a PS buiky jsme
nechali rast na 26 jamkovém kultivatnim panelu Vv koncentracich geneticinu mezi 100 —
1000 pg/ml (viz Obr. 5.9) pro kazdou z bunéénych linii. Podle stavu bunék jsme jak pro
HeLa tak i PS bunky urcili jako idealni koncentraci 300 pg geneticinu na 1 kultiva¢niho
média.

Pro transfekci jsme zvolili soupravu ExGen 500 in vitro Transfection Reagent
(Fermentas).

ExGene 500, polyethylenimin, patii do skupiny nevirovych, nelipozomdlnich gen
prepravnich reagentd. Je schopny transfekovat Sirokou $kalu bungk jak in vitro, tak in vivo.
Ma nizkou toxicitu a ptsobi i V piitomnosti nebo absenci séra.

Izolaci ziskany pcDNA3.1-NS1(His-tag) s vlozenou sekvenci pro protein NS1, jsme
zm¢tili na nanodropu. Hodnota koncentrace DNA je kritickd pro uspéSnou transfekci a
pomé&r A 2080 (specificka absorbance nukleovych kyselin) by se v idealnim piipadé mél
pohybovat nad hodnotou 1,8. Zméfenim na nanodropu jsme zjistili, Ze pomér A 260280 nasi

plasmidové DNA ¢€ini 1,95 (73,9 ng/ml).

POEee® | |08 000
0000 O | » |®@® 0000
 |leeeeee | = |eeOCO0
' 900000 | «|@® 000

HelLa

Obr. 5.9: Schéma rozlozeni jednotlivych vzorka pii hledani minimalni cytotoxické koncentrace geneticinu a pfi
nasledné transfekci (PS: buiiky z praseciho jaterniho epitelu; HeLa: nadorové bunky izolované
z nadoru dé€lozniho hrdla Henrietty Laksové; 100 — 1000: koncentrace Geneticinu v jednotlivych
jamkach; T: jamky s transfekovanymi sav¢iimi liniemi; K: kontrola - jamky s netransfekovanymi

savéimi liniemi).
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Podle manudlu vyrobce pro tuto soupravu jsme transfekovali obé bunécéné linie
plasmidem pcDNA 3.1-NS1 (bez STOP kodénu) a expresi rekombinantniho proteinu jsme
ov¢tili sklizenim transfekovanych bunék i inkuba¢niho média po 24 a 48 hodinach, pomoci
SPS PAGE a Western Blotu (viz. Obr. 5.10).

NSI1 protein je tvotfen sekvenci 352 aminokyselin o velikosti pfiblizn€ 39 kDa. Histagova
kotva pfidala nasemu proteinu pfiblizn¢ 3 kDa, coz €ini jeho pfedpokladanou velikost na
gelu cca 42~43 kDa.

Po vyhodnoceni vysledki na SDS PAGE jsme se pokusili rekombinantni protein
detekovat pomoci Anti-His G-AP Antibody (Invitrogen) po pienosu na PVDF membranu.
Nebyli jsme schopni detekovat expresi v zadném ze sklizenych bunéénych vzorka (viz.
Obr. 5.10). K zadné expresi pravdépodobné ani nedoslo a velikostné odpovidajici Gsek na

SDS PAGE gelu pravdépodobné piislusi jinému/nym proteintim.

Obr. 5.10: SDS Page a Western Blot
ovéteni exprese NS1 proteinu v PS a
Hela buiikdch (M: Protein Molecular
Weight Marker; 1. — 24h PS; II: 24h
HeLa; 111, — 48h PS; IV. — 48h HeLa).

5.2. Exprese rekombinantniho proteinu NS1 v bakteriich
5.2.1. Champion™ pET Directional TOPO®

Pro expresi v bakteriich jsme zvolili expresni vektor Champion™ pET Directional
TOPO® (Invitrogen).

PCR produkt je do plasmidu tizené vkladan za ptidani 4 bazi k forward primeru (CACC).
Ptesah v klonovacim vektoru (GTGG) pftilne k 5° konci PCR produktu, prodlouzi a ptida
baze a stabilizuje PCR produkt ve spravné orientaci.

6xHis tag je tentokrate pfipojen na N'- konci peptidového fetézce (viz. Obr. 5.11).
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T7 F priming site

Ribosom binding site T7 F priming site
Iniciation ATG Ribosom binding site
6*His tag Iniciation ATG
TOPO cloning site (directional) 6*His tag

transcription terminal region
A T7 R priming site
bla promoter

6820 bp

bla promoter

(’\

Transcription terminal region
—— T7 R priming site
PET 100 D-TOPO » PET 100D TOPO_TBEV NS1

Obr. 5.11: Vlozeni genu pro NS1 protein do bakteridlniho expresniho vektoru Champion™ pET
TOPO®.

Directional

Vytvotili jsme si PCR produkt s ,,tupym koncem* za pouZiti ndmi navrZzenych primerQ

TBEV NS1-03 TBEV NS1-04 (viz. Tab. 4.1) (viz. Obr. 5.12). Ten jsme nasledné

smichali

SPET — TOPO® vektorem a transformovali jim TOP10 E. Coli. Takto transformované

kompetentni buiikky jsme vyseli na agarové plotny a vybrali jsme z narostlych kolonii a

analyzovali je pomoci PCR a vektor specifickych primera T7 F a T7 R (viz. Obr. 5.13).

Z vybranych pozitivnich transformantt jsme izolovali plasmidovou DNA. Tuto plasmidovou

DNA jsme osekvenovali (vSechny sekvence viz Ptilohy), abychom zajistili piitomnost

exprimovaném proteinu. Plazmidy bez mutaci (viz. Obr. 5.14) jsme transformovali

Starm™ DE3 pro dalsi expresi.

do BL21

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

20

Obr. 5.12: PCR produkt ziskany vektor specifickymi primery (M: 100 bp DNA Ladder; 1: DNA).

Obr. 5.13: PCR screen transformovanych kolonii; M: 1 kbp DNA Ladder; 1. — 20: oznaceni
jednotlivychkolonii.
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Obr. 5.14: Elektroforetické vyhodnoceni izolace plasmidové
DNA (M: 100 bp DNA Ladder; 1. — 5: oznaceni plasmidové
DNA po izolaci).

5.3. Purifikace rekombinantniho proteinu NS1 a analyza jeho pritomnosti
5.3.1. Purifikace rekombinantniho proteinu pomoci ‘Co-MAC Purification Kits”

K purifikaci rekombinantniho proteinu se signdlnim peptidem jsme zvolili afinitni
chromatografii a komeréni soupravu Co-MAC Purification Kits (Novagen).

Kolonky této soupravy jsou uzplsobeny k rychlé afinitni purifikaci proteini spojenych
s 6xHis tagem. His-tag kotva ma vysokou afinitu k Co?" jontiim, coZ se vyuziva pfi tomto
typu chromatografie.

K purifikaci jsme pouzili kolonky o objemu 5 ml. Purifika¢ni kolonku jsme ekvilibrovali
lyzacnim pufrem 0. Takto ekvilibrovanou kolonkou jsme nechali nabit proteinovym lyzatem
o celkovém objemu 50 ml. Dal§im lyza¢nim pufrim jsme dodali imidazol v rGzné
koncentraci, protoze narusuje vazbu mezi histagovou kotvou a kobaltem. Kolonku jsme
promyvali lyza¢nim pufrem I. (50 mM imidazol), k eluci proteinu jsme pouzili lyzaéni pufr
I1. (500mM imidazol) a k zavére¢nému vymyti v§eho zbylého z kolonky jsme pouzili lyza¢ni
pufr I11. (1 M imidazol). Z jednotlivych frakci jsme odebirali vzorky, které jsme analyzovali
pomoci SDS Page a Western Blotu.

V tomto pripadé jsme dosahli exprese, ovSem velmi slabé. K vizualizaci proteinu
Vv elu¢nich krocich na polyakrylamidovém gelu bylo kromé& obarveni PageBlue Protein
Staining Solution (Fermentas) zapotfebi barveni pomoci stiibra (PageSilver™ Silver
Staining Kit - Fermentas) (viz. Obr. 5.15 a Obr. 15.16). Takovéto mnozstvi exprimovaného
proteinu neni dostacujici pro zadné dalsi vyuziti. Pomoci westernblotu jsme ale zjistili, Ze,
velké mnozstvi rekombinantniho proteinu zlstavalo nevyuZito v nerozpustné frakci po lyzi

bunek, proto jsme se pokusili purifikacni krok optimalizovat.
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Obr. 5.15: SDS PAGE gel obarveny Page Blue Staining Solution ukazujici jednotlivé frakce a SDS PAGE gel
dobarveny stiibrem (M: Protein Molecular Weight Marker; L: lyzat; SP: supernatant; SD: sediment; Fil: filtrat;
FT: flow-through; W: wash; 1. — 6: elu¢ni frakce; WO: wash-out).

Obr. 5.16: Detekce rekomninantniho
proteinu pomoci Anti-His G-AP Antibody
po pienosu na PVDF memnbranu (M:
Protein Molecular Weight Marker; L:
lyzat; SP: supernatant; SD: sediment; Fil:
filtrat; FT: flow-through; W: wash; 1. — 6:

eluéni frakce; WO: wash-out).

5.3.2. Purifikace rekombinantniho proteinu pomoci AKTA HPLC machine

Jako dalsi variantu purifikace rekombinantniho proteinu jsme zvolili pouziti AKTA
HPLC machine. Jednd se o plné¢ automatizovany systém pro kapalinovou chromatografii
proteini spojenych se signalnim peptidem. Koncentrace proteinu ve vzorku je méfena
pomoci UV zafeni a pomoci softwaru jsou monitorovany a zaznamenavany jednotlivé piky,
oznacujici pfitomnost purifikovaného proteinu (viz. Obr. 5.17).

Pro purifikaci proteinu jsme v pfistroji pouzili kolonku Protino® Ni-NTA Columns -

5 ml (Macherey Nagel), kde se histagova kotva vaze s nabitymi niklovymi kationty.
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Obr. 5.17: Graficky vystup po purifikaci pomoci AKTA HPLC machine znazornujici graf zavislost absorbance
na ¢ase (modra kiivka: obsah proteinu ve vzorku méfeny pomoci UV zafeni; Cervena kiivka: proteklé frakce;

zelena kiivka: koncentrace imidazolu).

K purifikaci byl pouzit proteinovy lyzat o objemu 100 ml. V prvni fazi doslo k nacerpani
lyzatu (prvnich 20 minut, frakce: 1-2); v druhé k nanaseni na purifika¢ni kolonku (dal$ich
140 minut, frakce: 3-16); ve tieti k postupnému vymyvani proteinu navazaného histagovou
kotvou na niklové kationty pomoci zvySujici se hladiny imidazolu a to od 10mM do 500 mM
(nasledujicich 100 minut, frakce: 17-67); ve ctvrté a posledni fazi byl vSechen jesté
potenciondlné navazany rekombinantni protein definitivné vymyt z kolonky 1M koncentraci
imidazolu (poslednich 20 minut, frakce: 68-74).

Zprvni a ¢tvrté faze (SP — supernatant; WO - wash out) byl odebran jeden kontrolni
vzorek a ze tieti faze 12 vzorkd z elucnich frakci (frakce 26-38) z mista pravdépodobné
eluce rekombinantniho proteinu, vyctenych na zaklad¢ pikli zobrazenych na grafu, pro SDS
PAGE analyzu.

SDS PAGE analyza prokézala expresi rekombinantniho proteinu bez dodate¢ného barveni
gelu stiibrem (viz. Obr. 5.18).

Useky velikostné odpovidajici rekombinantnimu proteinu NS1 byly z gelu vyfiznuty a

poslany na analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie (vzorky 1, 2, 10, 11).
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Obr. 5.18: SDS PAGE gel vzorku z purifikace rekombinantniho proteinu pomoci AKTA HPLC machine (M:
Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); L: lyzat; SD: sediment; SP: supernatant;

WO: wash-out; 1-12: jednotlivé testované eluéni frakce).

5.3.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie provedend Petrem Konikem v Laboratofi Hmotnostni
spektroskopie Katedry molekularni biologie prokazala, ze sekvence aminokyselin odpovida
rekombinantnimu proteinu NS1 (viz. Obr. 5.19).

Zaroven vSak ukazala pfitomnost velkého mnozstvi necistot a proto nedostacujici Cistotu

rekombinantniho proteinu pro dal$i experimenty.
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Obr. 5.19: MS uréeni rekombinantniho proteinu NS1. Modfe oznacené aminokyseliny jsou shodné s MS.
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6. DISKUZE

Virus klistové encefalitidy (TBEV) se fadi mezi vyznamné patogeny zpiisobujici tisice
ptipadt vaznych neurologickych onemocnéni kazdoro¢n¢ v mnoha oblastech Evropy a Asie
(Mansfield, 2009). Vysoce purifikovana inaktivovana vakcina na TBEV byla vyvinuta na jiz
konci 70. let minulého stoleti, avSak z diivodu rychlé¢ inaktivace protilatek je nutné¢ poméerné
Casté pieockovani (1x za pét let) (Mandl et al., 1989). Proto se stal vyvoj zdokonalené,
bezpecné, efektivni a ekonomické vakciny proti TBEV pomérné zadouci.

Flavivirovy nestrukturni protein NS1 se zdd byt pro tento ucel vice nez vhodnym
kandidatem. Mezi vSemi flavivirovymi nestrukturnimi proteiny pouze glykoprotein NS1
muze byt nalezen jak na povrchu infikovanych bungk, tak v kultivaénim médiu (Schlesinger
et al., 1986). Hexamericka sekretovana forma proteinu NSI1 proteinu byla puvodné
charakterizovana jako rozpustny komplement-vézajici antigen pifitomny v séru a tkanich
infikovanych zvifat, jehoz mnozstvi vzrista béhem akutni faze infekce (Alcon, 2002). Jak
extracelularni, tak i povrchovy protein NS1 protein zahajuje produkci protilatek, které vSak
nemohou neutralizovat virus, z divodu jeho nepfitomnosti ve virionech (Jacobs et al., 1994).
I pres to imunizace mysi proteinem NS1 vedla k navozeni ¢aste¢né ochrany proti pozdéjsi
infekci (Li Y et al, 2012). Protein NS1 je jednim z flavivirovych proteini s nejvice
konzervovanou sekvenci. Shoda proteinové sekvence je 90% mezi jednotlivymi kmeny
TBEV a 37 — 44% mezi riznymi flavivirovymi druhy, proto by anti-NS1 protilatky mohli
chranit pfed riznymi druhy flavivirda volné cirkulujicimi v pfirodnich populacich
(Bakhvalova et al., 2000).

Pfesto nam mnohé o tomto nestrukturnim proteinu neni jest¢ znamo. Napiiklad funkce
jeho extracelularnich forem zistava skryta. Béhem infekce je proti nému vyvolana silné
humoralni odpovéd’. Protilatky proti jeho formé vdzané na bunééném povrchu mohou vést
k 1lyze bunék infikovanych virem (Lindenbach, 2003). Vnitfobunécna forma proteinu NS1
také hraje dilezitou, prozatim vSak neznamou roli pti RNA replikaci (Muylaert, 1997).
Zmeény v glykosylaci proteinu NS1 vedou k dramatickym poruchdm RNA replikace
(Muylaert, 1996) a produkce viru (Crabtree, 2005).

Pokusy urcit krystalovou strukturu proteinu NS1 zistavaji dodnes netspésné a pomeérné
malo se vi 1 0 makromolekularnim uspofadani NS1 hexamera. Byly vSak u€inény pokusy o
3D rekonstrukci monomert proteinu NS1 a to u DENV 1 a DENV 2, poskytujici vsak jen
predstavu o nizkém rozliseni. U vird Dengue typu 1 a 2 byla zjisténa struktura s barelu
podobnou konfiguraci (Gutsche, 2012) (Muller, 2012).
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Aplikované analyzy jednotlivych monomert proteinu NS1 ziskané z rekombinanth
DENV-2 viru NS1, testovanych elektronovou mikroskopii (Gutsche, 2012) a DENV-1 viru
NSI1 testovaného cryo-Elektron-mikroskopickou rekonstrukei sice poskytuji 3D rekonstrukei
hexameru, kterd odhaluje barelu podobnou organizaci tfi dimerickych jednotek, ovSem o
velmi nizkém rozliseni — 23 A (Muller, 2012).

Proto bylo hlavnim cilem moji bakalaiské prace vytvofit nestrukturni protein NS1

V mnozstvi a Cistoté potfebném pro dalsi experimentalni ¢innost.
Pokusili jsme se k expresi rekombinantniho proteinu NS1 vyuzit dvou dostupnych variant a
to eukaryotniho expresniho systému (savéi buniky) a bakteridlniho expresniho systému.
Vyhodou exprese rekombinantniho proteinu NS1 v savéich bunikach je, ze timto zptisobem
ziskané proteiny maji pfirozenou sekundarni a tercidlni strukturu i veSkeré posttranslacni
modifikace, jelikoz tento systém je v pfirod¢ flaviviry uzivan k jejich vlastni replikaci.
Jejich nevyhodou je dlouha doba produkce, pomérné slozitd péce, nizky vytézek
exprimovanych proteini a velké riziko kontaminace. Naopak exprese vV bakterialnim
systému je jednodussi, rychlejsi a vykazuje vétSinou vyss$i produkci rekombinantniho
proteinu. Nicméné proteiny produkované v bakterialnim expresnim systému postradaji
nekteré dilezité posttranslaéni modifikace (disulfidické mistky, glykosylace atd.), které jsou
pro spravnou funkci proteinu NS1 zZivotné dilezité.

Prvni pokus o expresi proteinu NS1 byl uc¢inén v savéich bunkach. Ty jsou pfirozenym
prostiedim pro replikaci TBEV a tedy umoziuji vytvoreni vSech postransla¢nich modifikaci
proteinu. Pomoci vybraného expresniho vektoru je mozné vytvofit protein NS1 bez signalni
sekvence a to ukoncenim piekladu ihned na C-Konci exprimovaného rekombinantniho
proteinu tim, Ze je na 3’konec DNA kddujici exprimovany protein vloZen stop kodon. To
umoznuje expresi rekombinantniho proteinu o nativni sekvenci bez pridanych epitopt, které
by mohli myt vliv na strukturu a funkci proteinu. My jsme se 0 expresi proteinu NS1 timto
zpiisobem pokusili, ale netispésné.

Zvolili jsme expresi v PS a HelLa bunkach. Dalsimi vhodnymi kandidaty, pro expresi
proteinu NS1 by mohli byt kvasinky a bakulovirus nebo hmyzi buiky. Coz potvrzuji rizné
funk¢i a strukturni studie proteinu NS1, pro které bylo nutné ziskat odpovidajici mnozstvi
proteinu NS1 (Muller, 2012 — hmyzi Sf9 buiky; Gutsche, 2011 — bakulovirus; Zhou, 2006 —
Pichia pastoris).

Je treba také vzit v potaz, Ze rlzné expresni systémy poskytuji rtizné posttranslacni

modifikace (viz. Tab. 6.1).
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E.coli Kvasinky Hmyzi buiiky Sav¢éi buiiky
Posttransla¢ni modifikace
V nékterych
., Obvakle nutné y
Skladani piipadech y Rédné slozené
dodatecné Rédné¢ slozené proteiny .
proteint nutné dodatecné proteiny
slozeni
slozeni
Vysoky obsah Jednoduché, bez sialové
N-glykosylace - ] Komplexni
manozy kyseliny
O-glykosylace - + + +
Fosforylace - + + +
Acetylace - + + +
Acylace - + + +
v-karboxylace - - - +

Tab. 6.1: Posttranslaéni modifikace u riznych expresnich systému obecné.

Kvili nezdaru pifi expresi rekombinantniho proteinu NS1 ve vybranych savéich
systémech jsme se rozhodli pro expresi rekombinantniho proteinu NS1 v bakteriich E. Coli, i
za cenu ztrdty postraslanénich modifikaci na proteinu. Detekovatelné mnozstvi
rekombinantniho proteinu NS1 jsme ziskali pfi dvoufazové inkubaci transformovanych
bun¢k E.coli a to nejprve s pifidanim glukosy a inkubaci pii 37°C po dobu 10 hodin a
nasledném sniZeni teploty inkubace na 16°C po dobu 3 hodin, abychom zabranil tvorbé
inkluznich télisek. Diky fazni ¢asti proteinu, ktery ma afinitu k Ni-NTA agar6zové Casti
kolonky, byl rekombinantni protein Gsp&$né purifikovan az diky AKTA HPLC machine a
detekovan pomoci Anti-His G-AP Antibody (Invitrogen).

Timto zplsobem purifikace ziskany rekombinantni protein NS1 byl analyzovan pomoci
hmotnostni spektromentrie a vysledky prokazaly ptitomnost proteinu NS1 proteinu se
signalnim 6xHis peptidem o celkové molekulové hnotnosti 42,8 kDa. V testovanych
vzorcich vSak bylo diky MS analyze bohuzel zjisténo 1 velké mnoZstvi necistot a tedy jeho
nedostatecna Cistota pro dalsi experimenty.

V budoucnu by se méli dale optimalizovat podminky pro purifikaci rekombinantniho
proteinu a to predevs§im z inkluznich télisek, pokusit se o jejich denaturaci a solubilizaci (8M
urea, 6M guanidin hydrochlorid, merkaptoethanol), purifikaci ziskaného proteinu za
denaturac¢nich podminek a nésledné renaturaci proteinu, napiiklad dialyzou, fedénim ¢i

renaturaci na kolon&. Po ptipadné celkovou zménou expresniho vektoru (se siln€jSim

promotorem) a expresniho systému.
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Diky témto optimalizovanym podminkam by se v budoucnosti mohlo piikro¢it k expresi
rekombinantni proteinu NS1 v podobé¢ blizké té nativni. Takovy to protein by mohl byt
vyuzit k vytvofeni polyklondlnich protildtek a dal§$im funkénim (charakterizace

posttransla¢nich modifikaci) ¢i snad strukturnim analyzam.
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7. ZAVER

v

Podarilo se nam uspésné vlozit sekvenci kodujici nestrukturni protein NS1 do savc¢iho
expresniho plasmidu pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA (uzaviena verze plasmidu; Jifi
Cerny) a usp&$né jim transfekovat PS a HeLa savéi buiiky. Expresi NS1 proteinu v nich

se nam ovSem prokazat nepodafilo.

Podafilo se nadm tuspésné vlozit sekvenci kodujici nestrukturni protein NS1 do
bakterialniho expresniho plasmidu Champion™ pET100 Directional TOPO®
(Invitrogen) a tspésné jim transformovat BL21 Star™(DE3) E. coli a prokazat v nich

expresi rekombinantniho proteinu NS1.
Rekombinantni protein se ndm podafilo purifikovat pomoci AKTA HPLC machine.

Expresi a kvalitu rekombinantniho proteinu NS1 jsme ovéfili pomoci Western Blotting a

MS analyzy.
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8. POUZITE ZKRATKY

AMP
bp
BCPI
CO,
COZ+
cDNA
DENV
dHO
ddH,0
DMSO
DNA
EDTA
ER
EtOH
GAG
GPI
HelLa
HPLC

JEV
LB medium

MS
MTaza
NBT
N i2+
NS1
mNS1
sNS1
nt
ORF
pDNA
PBS
PCR
PS

PVDF membrana

RE
RNA
RdRP

ampicilin

par bazi

5-bromo-4-chloro-3'ndolyphosphate p-toluidinova siil
oxid uhli¢ity

kobaltnaty kationt

komplementarni DNA

Dengue virus

deionizovand voda

demineralizovana voda

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

kyselina etylendiamintetraoctova

endoplasmatické retikulum

etanol

glukosaminoglykan

glycosylfosfadidyl inositol

nadorové buiiky izolované z nddoru délozniho hrdla Henrietty Laksové
vysokotc¢innostni kapalinova chromatografie

virus japonské encefalitidy
lysogenic broth medium

hmotnostni spektrometrie

methyltransferaza

nitro-blue tetrazolium chloride

nikelnaty kationt

nestrukturni protein 1

membranova forma nestrukturniho proteinu 1
sekretované forma nestrukturniho proteinu 1
nukleotid

otevreny Cteci rAmec

plazmidova DNA

fosfatovy pufr

polymerazova fetézova reakce

ledvinnové buiiky praseciho epitelu
polyvinyliden-difluoridova membrana
restrikéni endonukledza

ribonukleova kyselina

RNA dependentni — RNA polymeraza
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dsRNA
+ssSRNA
-SSRNA
RT
RT-PCR
SAM
SDS

SL

TAE
TBEV
UTR
uv
YRV

dvouvlaknova ribonukleova kyselina
jednovlaknova RNA pozitivni polarity
jednovlaknové RNA negativni polarity
laboratorni (pokojova) teplota
reverzni transkripce
S-adenosyl-methionin

sodium dodecyl-sulfat

vlasenka (stem loop)

pufr Tris-acetat-EDTA

virus klistové encefalitidy

nekodujici ¢ast genomu

ultrafialové zafeni

virus zluté zimnice
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