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UvVoD

Virus klistové encefalitidy (VKE) patii mezi vyznamné klistaty pfenasené flaviviry.
Je pivodcem zavazného onemocnéni nervové soustavy, klistové encefalitidy. Zavaznost
tohoto onemocnéni je riznd, od asymptomatické infekce az po zdvaznou
meningoencefalitidu, ktera mtze koncit i smrti ¢i dlouhodobymi nasledky (Dumpis et al.,
1999). V Ceské republice je ro¢né hlageno 400-1000 diagnostikovanych piipadt
(EPIDAT), celosvétoveé se pocet piipadi pohybuje mezi 10 000 az 15 000 za rok. Toto
¢islo je ovSem pravdépodobné podhodnocené, jelikoz nezahrnuje asymptomatické infekce
a zaroven ne ve vSech statech kde se VKE vyskytuje je ohlaSovaci povinnost (Bogovic
a Strle, 2015). Proti VKE existuji u¢inné vakciny, oviem proo¢kovanost v CR byla v roce
2009 pouze 16 % (pro srovnani v Rakousku je proockovanost az 88 %) (Amicizia et al.,
2013). Vzhledem k vysokému poétu piipadt infekei a nizké prookovanosti v CR, ale také

v jinych statech, je dulezité pochopit mechanismy, které souvisi s Sitenim VKE.

V prubéhu virové infekce se méni bunécny metabolismus. Proteosyntéza se posouva
ve prospéch virovych proteinti a syntéza bunéénych proteint je omezena (Alkhalil et al.,
2010). Tato prace se zabyva sledovanim zmeén v proteosyntéze bunécné kultury
glioblastomit infikované VKE vriznych intervalech od zacatku infekce. Nove
syntetizované proteiny v té€chto intervalech byly znaceny s vyuZzitim bioortogonalni chemie
a analyzovany elektroforetickymi metodami. Ovéteno bylo také pouziti metod pro detekci
znacenych proteint, purifikaci biotinylovanych proteini a naslednou kvalitativni

i kvantitativni analyzu.



1 LITERARNI PREHLED

1.1 Virus kliStové encefalitidy

1.1.1 Taxonomie

Virus klistové encefalitidy (VKE) tfadime do Celedi Flaviviridae, rod Flavivirus. Do
této skupiny patii vice nez 70 vir, znichz velkd cast patfi mezi arboviry, tzn. viry
prenasené Clenovci (Lindenbach et al, 2007). Viry patiici k flavivirim mizeme dale
rozdélit do n€kolika skupin podle pfenasece. Prvni skupinou jsou viry pfenaSené klist’aty,
kam fadime mezi dalSimi VKE, virus vrtivky, virus Omské hemoragické horecky, virus
horecky Kyasanurského lesa ¢i virus Powassan. Dalsi skupinu tvofi viry pienasené
komary, kam patfi napf. virus Japonské encefalitidy, virus dengue, virus Zapadniho Nilu
nebo virus Zika. Dalsi skupinou jsou viry bez znamého vektora, jako je virus Rio Bravo
nebo Modoc. Posledni skupinou, zavedenou v nedavnych letech, jsou tzv. insect-specific
viry, tzn. viry, které infikuji pouze hmyz, kam fadime naptiklad cell fusing agent virus,

Culex flavivirus a dalsi (Calzolari et al., 2016).

Podle sekvenéni analyzy strukturniho proteinu E mizeme VKE rozdélit do tii
subtypil, a to na dalnévychodni, zapadni (evropsky) a sibifsky. Evropsky subtyp zahrnuje
prototypovy kmen Neudoerfl a dalsi kmeny izolované v oblastech stiedni Evropy, Francie,
Chorvatska, Béloruska, Finska a evropské ¢asti Ruska. Do dalnévychodniho subtypu patii
prototypovy kmen Sofjin a dalsi kmeny, které byly izolovany ve vychodnim Rusku, Cing,
Japonsku, Litve, Ukrajiné a evropské ¢asti Ruska. Sibifsky subtyp, ktery je vice podobny
subtypu dalnévychodnimu nez evropskému, zahrnuje kmeny Aina a Vasilchenko,
izolované v oblasti Sibife (Ecker et al, 1999). Vyskyt jednotlivych subtypt koreluje
s vyskytem jejich vektora. Evropsky subtyp je pienasen klistétem Ixodes ricinus, které se
vyskytuje v Evropé a evropské ¢asti Ruska, zatimco dalnévychodni a sibifsky subtyp je
prenasen klistétem I. persulcatus, vyskytujicim se v asijské casti Ruska (Gritsun et al.,

2003).



1.1.2 Struktura

Virion VKE je sféricka castice o priméru cca 50 nm skladajici se z kapsidy a obalu.
Kapsida je tvotena virovym proteinem C (capsid), uvnitf se nachazi jednovlaknova RNA
pozitivni polarity. V lipidové dvojvrstvé ptivodem z hostitelské bunky, obalujici kapsidu,
se nachazi dalsi dva strukturni proteiny, E (envelope) a M (membrane). Protein M je
syntetizovan jako glykosylovany prekurzor prM, ktery v nezralych intracelularnich
virionech tvoii heterodimery s proteinem E. Tato interakce chrani protein E pied
predCasnou maturaci - ireverzibilnimi konforma¢nimi zménami, které nastavaji v kyselém
prostfedi béhem prichodu virionu trans-golgiho siti (Heinz et al., 1994). Kratce pied
uvolnénim virionu z bunky je prM Sté€pen na pr ¢ast a maturovany protein M pomoci furinu

(serinova proteaza) (Stadler et al., 1997).

Obalovy glykoprotein E ma zakladni funkci pii priniku viru do bunky, vaze se na
bunééné receptory a iniciuje membranovou fuzi. Jedna se o hlavni antigenni determinantu
VKE, ktera indukuje imunitni odpovéd’ organismu, tvorbu virus neutralizujicich protilatek
(Heinz, 1986; Lindenbach er al, 2007). U zralych virionli je ve form& metastabilnich
dimer(, které po pruniku virionu do buriky a poklesu pH v prostfedi endozomu (pH < 6,5)
disociuji a wvytvari stabilngj§i trimery, které nasledné zprostiedkuji fazi virové

a endozomalni membrany (Allison et al., 1995; Stiasny et al., 2001).

Kapsidovy protein C je syntetizovan jako asociovany s membranou, pficemz kotva,
kterou je ukotven v membrané¢ ER, je pozdéji odstépena plisobenim virové protedzy
NS2B/NS3 a zéarovein slouzi jako signalni sekvence ktera translokuje prM do lumen ER
(Lindenbach et al., 2007). Mutace v tomto misté inhibuje produkci prM a tim i vznik
novych virovych ¢astic (Amberg a Rice, 1999). Vysoky obsah bazickych aminokyselin (23
z 96) je v souladu s tvrzenim, ze protein C se podili na interakci s RNA (Kiermayr et al.,
2004). Zaroven bylo experimentalné potvrzeno, ze jedna z hydrofobnich domén (helix I,
cast centrdlni hydrofobni domény) je zodpovédna za interakci kapsidy a obalovych
proteint. Pfi deleci 16 aminokyselinovych zbytkii pravé ztéto oblasti tito mutanti
syntetizovali podstatné veétsi mnozstvi subvirovych castic. Tyto Castice vykazovaly dle
gradientové ultracentrifugace podobnost s rekombinantnimi subvirovymi ¢asticemi (RSP,
recombinant subviral particles) ziskanymi expresi pouze proteinu E a prM. Subvirové
Castice také nejsou infekéni, ovSem v porovnani se samotnym proteinem E fungovaly

u mysi jako vyborné imunogeny (Ferlenghi et al., 2001; Kofler et al., 2002).
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Virova RNA o délce piiblizné 11 kb koduje jeden otevieny Cteci ramec (ORF), ktery
je ohrani¢eny na obou koncich nekddujicimi oblastmi. Na 5” konci mé cepicku, ovsem
3" poly(A) konec chybi (Wengler et al., 1978). Virova RNA neslouzi jen jako mRNA pro
translaci virovych proteint, je také templatem pfi RNA replikaci a dale slouzi jako

geneticky material, ktery je balen do nové vznikajicich virovych ¢astic.

Translatovany polyprotein o velikosti piiblizné 3400 aminokyselin je nasledn¢
pomoci hostitelskych a virovych (NS2B/NS3) protedz $tépen na vySe uvedené strukturni
proteiny (C, E a prM) a 7 nestrukturnich proteind - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
a NS5 (Gritsun et al., 2003). Nestrukturni proteiny maji roli zejména pii virové replikaci,
jejich lokalizace je prevazné v misté replikace virové RNA. Intracelularni forma NS1 je
lokalizovana spolecné s NS3 a dsRNA v mistech virové replikace, extracelularni forma
NS1 je vyrazné antigenni a indukuje humoralni odpovéd’ organismu (Westaway et al.,
1997; Kuzmenko et al., 2016). NS2B tvoii stabilni komplexy s NS3, pro kterou slouzi jako
kofaktor a jako membranovd kotva. (Falgout er al, 1991). NS3 ma proteazovou,
NTPazovou a 5-terminalni RNA trifosfatazovou aktivitu (Li et al, 1999; Bartelma
a Padmanabhan, 2002). NS5 ma RNA-dependentni RNA polymerazovou (RdRp)

a methyltransferazovou aktivitu (Gritsun et al., 2003).

1.1.3 Replika¢ni cyklus VKE

Virus KE je prenaSen klistaty zrodu Ixodidae. Hlavnim vektorem pro evropsky
subtyp je I ricinus, zatimco dalné-vychodni a sibifsky subtyp je pfenasen zejména
klistétem 1. persulcatus (Gritsun et al., 2003). Vyvojovy cyklus klistéte zahrnuje tfi stadia,
larvu, nymfu a imago, pficemz kazdé stadium potiebuje sat na hostiteli pro vyvoj do
dalsiho stadia a dospé€la samice pro nakladeni vajec. Larvy a nymfy vétSinou saji na
drobnych hlodavcich, zatimco dospé€lé samice na vétsich savcich (typicky vysoka zveér ¢i
hospodatska zvitata) (Gray, 1991). Clovék je pouze nahodnym hostitelem pro dospélé
samice ¢i nymfy (Siiss, 2003).

Klisté se nakazi VKE pfi sani na nakazeném hostiteli, rezervoarem viru jsou zejména
drobni hlodavci, u nichz lze prokazat latentni perzistentni infekci. Dal$im zptisobem, jak se

klist¢ nakazi VKE, je od jiného klistéte pfi ,,sousani (co-feeding), tzv. neviremicky pienos



(Labuda et al., 1993). Pokud se klist¢ nakazi VKE v jakémkoliv vyvojovém stadiu, zlistava
infek¢ni 1 v dalSich stadiich; ptenos VKE je popsan transstadialné i transovaridlné¢ (Benda,

1958; Dumpis et al., 1999).

Vstup VKE do buiiky je zprostiedkovan vazbou proteinu E na receptory (receptorem
zprostfedkovana endocytéza). Kyselé pH v endozomu spousti konformacni zmény proteinu
E (viz kapitola 1.1.2), kdy pti pH < 6,5 dochazi k fuzi virové a endozomalni membrany
(Heinz a Allison, 2000). Z kapsidy se do cytoplazmy uvolni virova RNA, ktera slouzi
pfimo jako mRNA pro syntézu virového polyproteinu. Ten je na membrané¢ drsného
endoplazmatického retikula translatovan jako jeden velky transmembranovy polyprotein
o velikosti priblizné 3400 aminokyselin. Tento polyprotein je nasledné S$tépen
hostitelskymi enzymy (signalaza a furin) a virovou protedzou NS2B/NS3 na virové
proteiny. Nestrukturni proteiny se shlukuji na cytoplazmatické stran¢ endoplazmatické
membrany, kde vytvareji tzv. replikacni komplexy. Zde probiha replikace virové RNA pies
(-)RNA intermediat (zejména za tcasti NS5 jako RNA-dependentni-RNA-polymerazy).
Obalové proteiny (homodimery proteinu E a prM) agreguji vIumen ER, zatimco
kapsidovy protein se shlukuje na cytoplazmatické strané membrany ER (Heinz a Allison,
2003). Virova RNA se navaze na kapsidovy protein a je sbalena do nezralé virové ¢astice
ktera se vchlipi do lumen ER. Protein E je v komplexu s proteinem prM, ktery brani
predCasné maturaci virionu, fizi membran a uvolnéni virové RNA zpét do cytoplazmy.
Protein prM je v prubéhu dozravani virionu $tépen furinem v trans-Golgiho aparatu kratce

pred uvolnénim zralého virionu z buiiky pomoci exocytozy (Mukhopadhyay ef al., 2005).

Kromé nezralych virioni se v buiice nachdzi i mensi, subvirové castice. Ty maji
v priméru jen ptiblizné 30 nm a skladaji se pouze z proteinu E, M a lipidové membrany,
kapsida zde chybi (Schalich et al., 1996; Mukhopadhyay et al., 2005). Tyto ¢astice jsou
skladany také v ER a prochazi vSemi posttranslacnimi modifikacemi pted opusténim
buiikky jako kompletni virové castice. Také vykazuji fazni aktivitu srovnatelnou
s maturovanymi viriony a jsou vysoce imunogenni (Corver et al., 2000; Kofler et al.,

2002).



1.1.4 Patogeneze onemocnéni

Ve vétsin€ pripadt se Clovek nakazi VKE po kousnuti infikovaného klistéte. Ve
sttedni Evropé je prevalence viru u kliStat variabilni od <0,1% do 5% v zavislosti na
geografické poloze a roénim obdobi, zatimco v Asii je prevalence viru od 4 do 39% (Suss,
2011). Nakazeni kousnutim infikovaného klistéte ovSem neni jedina cesta, jak se 1ze virem
KE nakazit. U malé ¢asti pripada klistové encefalitidy doslo k nakazeni alimentarni cestou
po poziti tepelné neupravené¢ho mléka a vyrobkt z néj. U nakazenych zvirat (ovce, koza,
mén¢ Casto krava) nelze pozorovat klinické ptiznaky a béhem virémie dochéazi k sekreci
VKE do mléka (Gresikova, 1958). Ackoliv v kyselém pH Zaludku (pH 1,5-3,5) dochazi ke
konforma¢nim zméndm proteinu E, které snizuji infektivitu viru, viriony nejsou zcela
inaktivovany. Pii pH 1,42 zbytkova infektivita viru ptetrvavala i po 4 hodinach, pti pH
3,08 i po 24 hodinach (Pogodina, 1958). Pii nakaze alimentarni cestou se rozviji specificka
dvoufizova forma, tzv. biphasic milk fever. Lokalni epidemie byly zaznamenany v CR,
Rusku, Polsku, Mad’arsku, Rakousku, Litveé, LotySsku, Albanii a na Slovensku (shrnuto
v Suss, 2011). Dalsim popsanym zptisobem nakazy je vdechnuti aerosolu pii praci

v laboratofi (Avsi¢-Zupanc ef al., 1995)

VKE se ptenasi kousnutim infikovaného klistéte, kdy se do hostitele vylucuje
slinami. Farmakolologicky u¢inné latky v kliStécich slindch maji také vliv na ptenos
infekce (SAT, saliva-assisted transmission) (Nuttall a Labuda, 2008). Incidence je také
ovlivnéna dal$imi faktory, jak dlouho bylo infikované klisté ptisaté, kolik klistat bylo
prisato, jaka byla jejich infektivita a jaka byla koncentrace viru (Gritsun et al., 2003).

Primarni replikace viru probiha v podkozi v misté pfisati klistéte, konkrétné
v epidermalnich Langerhansovych bunkach (dendritické buniky) a nasledné ve spadovych
miznich uzlinach (Labuda et al., 1996). Replikace viru v miznich uzlinach je nasledovana
primarni viremickou fazi, kdy se virus §ifi eferentnimi lymfatickymi drahami do dalSich
extraneuralnich organti, zejména do retikuloendotelidlniho systému (slezina, jatra, kostni
dren) (Haglund a Giinther, 2003). Béhem této druhé faze se zvysuje titr viru v krvi natolik,
7e prostoupi hematoencefalickou bariérou a infikuje centralni nervovou soustavu (CNS).
Hlavnim cilem viru jsou neurony, ackoliv ostatni nervové buniky mohou byt také
infikovany (Mandl, 2005). Histopatologicky nalez na mozku je nespecificky a zahrnuje
hyperemii, petechidlni krvaceni, zanétlivou infiltraci, nekrézu mikroglidlnich bunék

a hypertrofii a hyperplazii glialnich uzli (Dumpis ef al., 1999).
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Prabéh infekce je pro evropsky subtyp typicky dvoufazovy; po kratké inkubacni
dobé (obvykle 7-14 dni, mtize byt 2 az 28 dni) nastdva primarni virémie s nespecifickymi
ptiznaky podobnymi chfipce — zavraté, malatnost, bolest hlavy a svali, horecka
a nevolnost (Dumpis et al., 1999). U 20-30 % pacientd se po cca tydnu (rozmezi 1-33 dni)
bez ptiznakl rozviji druha faze onemocnéni, ktera vykazuje rizné¢ zavazné neurologické
symptomy. Nejcastéji jde o meningealni formu, méné Casta, avSak zadvaznéjsi, je forma

meningoencefaliticka (Gritsun et al., 2003).

Na bunééné trovni se odehrava nékolik zmén, zejména ve stavbé ER. Pozorovatelné
jsou zmény v organizaci drsného ER, kde probiha replikace viru. Probih4 také reorganizace
cytoskeletu. V oblastech, kde je soustfedén virovy protein E, je hustd sit’ mikrotubulinu,

ktery pravdépodobné hraje roli v maturaci viru (Rtzek et al., 2009).

1.2 Proteosyntéza

Proteosyntézu Ize rozdélit do dvou hlavnich krokt. Prvnim krokem je transkripce,
prepsani DNA do RNA, ktera je u eukaryotickych bun€k lokalizovana v jadie. Tato RNA

je nasledné translatovana do aminokyselinové sekvence proteinu.

Transkripce DNA do RNA probiha v jadfe bunky, kdy se k vlaknu DNA syntetizuje
komplementarni vlakno RNA. Tohoto dé€je se ticastni RNA polymeraza, ktera naseda na
promotor v DNA a rozplétd dvousroubovici. Volné NTP se samovolné paruji s odhalenymi
bazemi a RNA polymeraza je spojuje fosfodiesterovymi vazbami. Timto zplisobem vznika
primarni transkript, ktery podléhd dalSim posttranskripénim tUpravam. Na 5’konec je
pfipojena 7-methylguanosinova cepicka, na 3’konec jsou poly(A) polymerazou
ptipojovany adenosinové nukleotidy (polyadenylace). Tyto modifikace maji vice funkci.
Poly(A) konec stabilizuje molekulu RNA a chrani ji pfed enzymatickou degradaci
v cytoplazmé. 5°Cepicka chrani molekulu pfed degradaci exonukledzami, ma roli
v transportu RNA zjadra do cytoplazmy a slouzi jako iniciator translace. Nezrald pre-
mRNA jesté vjadie podléha splicingu, kdy jsou specificky vyStépeny introny a zrala
mRNA, skladajici se z 5'Cepicky, exont a polyA konce je transportovana do cytoplazmy.
Transport je zprostiedkovan tzv. cap binding komplexem (CBC), ktery se specificky vaze
na 5'Cepicku. CBC je rozpoznavan nuklearnim porem, kterym je mRNA transportovana
ven zjadra. CBC je vcytoplazmé nahrazen translacnimi faktory, které rozpoznava

ribozom.



Translace mRNA je lokalizovana jak na volnych ribozomech v cytoplazmé, tak na
ribozomech v drsném ER. Ribozomy se v bufice nachdzi v disociované formé, kdy na

malou podjednotku (40S) je navazan elF3, ktery brani v navazani velké podjednotky (60S).

.....

.....

.....

Vznikly iniciatni komplex ,pfeklada® mRNA do aminokyselinové sekvence.
Peptidyltransferaza spojuje jednotlivé aminokyseliny peptidickou vazbou. Terminace
nastava, kdyz se do A mista ribozomu dostane stop kodon (UAA, UAG, UGA), ktery vaze
terminacni faktory. Polypeptidovy fetézec je uvolnén do cytoplazmy, ribozom je odpojen

od mRNA a jeho podjednotky opét disociuji.

Nascentni proteiny ve vétSiné piipadd podléhaji posttranslaénim upravam, které
ovlivilyji strukturu, funkci a stabilitu proteini. Signalni peptid je odStépen, stejn¢ jako
prvni methionin na N-konci. Vznikaji pro sekundarni strukturu proteinli vyznamné
disulfidické mustky. Na protein se také navazuje fada funkcénich skupin (glykosylace,
fosforylace, ubikvitinace), ¢astym piipadem je syntéza jednoho stejného proteinu, ktery
vlivem posttransla¢nich modifikaci ma fadu rozdilnych funkei. Casto pozorovanym jevem

je také vliv fosforylace a defosforylace na aktivitu enzyma.

1.3 Odpovéd buiiky na virovou infekci

Nasledkem virové infekce se v hostitelském organismu odehrdvda mnoho zmén na
urovni jak systémové, tak bunécné. Virova infekce indukuje systémovou imunitni
odpovéd’, ktera zahrnuje specifickou a nespecifickou imunitu. Nespecificka imunita
zahrnuje likvidaci viru fagocytujicimi bunikami, produkcei interferonu, komplement a vznik
zanétu. U specifické imunitni odpovédi se pak setkavame s T a B lymfocyty, protilatkami

a nékterymi z cytokint.

1.3.1 Reakce buiiky na virovou infekci

Infekce na bunééné tirovni mize byt rozdélena na dva typy. U cytocidni infekce
dochazi ke zménam v hostitelském metabolismu ve prospéch viru a ke zménam

v cytoplazmatické membrang, které vedou k rozpoznani imunitnim systémem a buiika je



destruovana. U necytocidni infekce bud’ probihd virova proteosyntéza pozvolnéji
a nenarusSuje tak intracelularni proteinovou homeostazu (napt. viry zptisobujici opar), nebo
se virova geneticka informace integruje do bunééné DNA a nasledné probiha transkripce
spolecné. Nekteré virové infekce mohou vést az k maligni transformaci viru, jako napf.

u infekce lidskym papilomavirem (Grussendorf-Conen, 1990).

Nespecifickd imunitni odpovéd’ je zalozenid na rozpoznavani specifickych PAMP
epitopti (pathogen-associated molecular patterns), které spousti aktivaci PRR (pattern
recognition receptors). Ty aktivuji antivirové transkripéni faktory, které v jadfe spousti
transkripci antivirovych genti pro cytokiny, interferon a interferonem stimulované geny
(ISG). Virova RNA je uvnitt buiiky rozpoznavana jak uvnitf endozomu (Toll-like
receptory), tak voln¢ v cytoplazmé (RIG-I-like receptory). Dvouvlaknovou RNA
v cytosolu také rozpoznava i protein kindza R (PKR). Rozpoznani virové RNA spousti
signalni kaskadu, ktera indukuje syntézu interferonu [. typu (IFN), ktery parakrinné
ovliviiuje okolni bunky. Zc¢asti ptisobi také autokrinné. Po navazani IFN na receptor se
v buice spousti Jak-STAT kaskada, ktera indukuje transkripci ISG (interferonem

stimulované geny) s antivirovou aktivitou.

Jeden z ISG, gen pro 2’-5"oligoadenylat syntetazu (OAS), ktery je up-regulovan IFN,
je povazovan za puivodce genetické rezistence vaci flavivirim u mysi. OAS spolecné
s RNaseL rozklada RNA (Perelygin et al, 2002). Dalsi z ISG, TRIM79a, zpisobuje
v pripadé¢ VKE lysozomalni degradaci NS5 proteinu, ktery je zasadni pro virovou replikaci
(Taylor et al., 2011). Dalsi produkt ISG, viperin (virus-inhibitory protein, endoplasmic
reticulum-associated, interferon-inducible), pfimo inhibuje syntézu RNA (Upadhyay et al.,

2014).

Pritomnost velkého mnozstvi nespravné sbalenych proteinli narusuje bunécnou
homeostazu a spousti stresovou reakci. Bunka se snazi snizit mnozstvi téchto proteini
dvémi zplsoby, omezenim celkové proteosyntézy a/nebo zvysSenim kapacity ER ke
sbalovani proteinti. V krajnim pifipadé mize tato reakce slouzit také jako signal pro
apoptoézu (Harding et al., 2003). Proteosyntéza je omezena fosforylaci elF2a, ktera
zabrafiuje navazani tRNA na malou ribozomalni podjednotku a spole¢né s mRNA

a dal§imi molekulami tvofi tzv. stresova granula (SG).



1.3.2 Obranné mechanismy viri a jejich dopady na infikované buiiky

Virus pro svou replikaci vyuziva hostitelskou proteosyntézu. Proto, aby se mohlo
nasyntetizovat velké mnozstvi virovych proteind, si virus klasicky proteosynteticky aparat
musi uzpusobit pro svilj vlastné prospéch, a k tomu vyuziva fady mechanismi. Pro piiklad
muzeme uvést degradaci hostitelské mRNA (herpes-simplex virus), zménu iontovych
pomérl, syntézu faktorti usnadiiujicich virovou proteosyntézu ¢i inaktivaci translacnich
faktort. Naptiklad virus vezikularni stomatitidy inaktivuje a podjednotku elF2 (Schneider
a Shenk, 1987).

Zaroven viry obchazi obranné mechanismy buiiky. U flavivirG bylo prokazano, Ze
dochazi k blokaci fosforylace Jakl a tim inhibici této signalni drahy, za antagonistu je
povazovan NS5 protein (Best et al., 2005). Pii replikaci VKE na drsném ER se nové
vznikajici virové c¢astice vchlipuji do lumen ER. Tim virus ¢astetné brani rozpoznani
dsRNA intermediati v cytoplazmé a spusténi Casné antivirové odpovédi — syntézy IFN
(Overby et al., 2010). Vznikajici NS5 proteiny se krom¢ ucasti v replikaci viru vazi na
prolidazu, a tim blokuji expresi receptoru pro IFN (IFNARI) na povrchu cytoplazmatické
membrany (Lubick et al., 2015).

U flavivirt je v 3 netranslatované oblasti (3"'UTR) vysoce strukturovana oblast, ktera
nepodléha degradaci hostitelskou exoribonukleazou XRNI1. Tim vznikd tzv. sfRNA
(subgenomic flavivirus RNA) (Pijlman et al., 2008). Nahromadéni sfRNA v bunice ma
nékolik disledkd — negativné ovliviiuje nespecifickou imunitni odpovéd’ (Chang et al.,
2013) a inhibuje XNR1, ¢imz ovliviiuje homeostazu mRNA v hostitelské bunice (Moon

et al., 2012). sfRNA se také vaze na proteiny v replika¢im kompexu a na 5'konec RNA

Zmeény v expresi proteinii jako nasledek virové infekce lze sledovat kvantitativni
analyzou proteinll. Mezi tyto metody patii napf. znaceni pomoci izotopem kodovanych
afinitnich znacek (ICAT) (Gygi et al, 1999), znaceni stabilnimi izotopy pomoci
aminokyselin (SILAC) (Ong et al., 2002) nebo dvoudimenzionalni diferencialni gelova
elektroforéza (2D DIGE) (Lilley a Friedman, 2004). 2D DIGE v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (MALDI) byla pouzita napf. pfi sledovani zmén proteosyntézy u bunécné
kultury T-lymfocytd 7-10 dni po infekci HIV, kdy byly zjistény zmény v expresi 288
proteint, z nichz 92 proteinti bylo identifikovano (u ostatnich nebylo dostate¢né mnozstvi
pro identifikaci) (Ringrose et al, 2008). Tyto metody pracuji scelym proteomem

anerozliSi nov€é syntetizované proteiny, exprimované v uréitych c¢asovych usecich
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po infekci, zaroven v ptipadé 2D DIGE je omezené i mnozstvi proteintl, které lze pouzit
pro izoelektrofoksaci. V ptipadé ICAT a SILAC je sice mozné Casové rozliSeni
syntetizovanych proteind, takto modifikované proteiny jsou ale jen obtizn¢ studovatelné
jinym zptsobem nez hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim. Alternativou k témto
metodam je bioortogonalni chemie a metoda zvana BONCAT, ktera umoziuje znaceni

nove syntetizovanych proteinti a jejich purifikaci (viz dale).

1.4 Bioortogonalni chemie

Bioortogonalni chemie je souhrnné oznaceni vSech reakci, které probihaji v zivych
systémech, ale pfitom neovliviiuji a nejsou ovlivnény pfirozenymi biochemickymi procesy
(Sletten a Bertozzi, 2011). V reakcich se vyuzivaji modifikované molekuly nesouci malou
nereaktivni skupinu, které jsou diky podobnosti s nativnimi molekulami enzymaticky

zpracovavany stejné jako nativni molekuly.

1.4.1 Click chemie

Click chemie je oznaceni pro reakce, které probihaji selektivng, rychle a maji vysoké
vytézky (Baskin a Bertozzi, 2007). Zaroven tyto reakce spliuji dal$i kritéria, musi byt
modularni, jejich produkty a meziprodukty musi byt netoxické, reakce by méla byt
stereospecificka, produkty snadno izolovatelné a reakce by meéla probihat v relativné
jednoduchych reakénich podminkach, neméla by byt ovlivnéna ptitomnosti kysliku a vody

(Kolb et al., 2001).

Jednim z typt Click reakce je 1,3-dipolarni cykloadice mezi termindlnim alkynem
aazidem. Jak azid tak alkyn jsou malé inertni molekuly, které se bézné v zivych
organismech nevyskytuji a Cini tak reakci velice specifickou (Beatty et al., 2006). Jedna
z inertnich molekul (azid nebo alkyn) je navazana na sledované biomolekule a druha je
konjugovéana s funkéni skupinou (mala reaktivni znacka), ktera je vyuzita v pozdé&jsi
detekci. Touto funkéni skupinou mutize byt fluorophor (napt. Alexa, CyDye), biotin popf.

jina skupina. Schéma reakce viz Obr. 1.
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Obrazek 1: Schema Click reakce mezi biotin-alkynem a proteinem s azidovou skupinou.

Prvnim krokem znaceni a detekce proteinii je metabolické znaceni, kdy jsou bunky
inkubovany s modifikovanou aminokyselinou nesouci inertni skupinu (napf.
L-azidohomoalanin, AHA) a nasleduje vlastni Click reakce mezi alkynem a azidem,
katalyzovana ionty Cu*, kdy vznika stabilni triazol. Vyhodou Click reakce je rychlost, je
107 krat rychlejsi v porovnani s nekatalyzovanou reakci (Lahann, 2009). Zatimco AHA je
pro buiiky netoxicky, koncentrace ionti Cu®™ potfebna pii reakci je pro bunky toxicka,

proto v této i jinych pracich byva Click reakce provadéna az po lyze bunck.

1.4.2 Metoda BONCAT

BONCAT (bio-orthogonal non-canonical amino acid tagging) je jednou z metod,
kterou lze zviditelnit a identifikovat nové syntetizované proteiny. Nejprve se do proteinu
inkorporuje azidova skupina (metabolické znaCeni s vyuzitim AHA), nasleduje
chemoselektivni znaceni alkynovym tagem (Click reakce), purifikace znacenych proteinti

(afinitni chromatorgafie) a identifikace (MS, hmotnostni spektrometrie).

AHA je jednim ze syntetickych analogii methioninu (Obr. 2), ktery neni pro buiky
toxicky a nezasahuje do buné¢ného metabolismu, ¢imz splituje podminky bioortogonality
a zdroveil umoziuje napf. znaceni fluorescencni sondou (Kiick et al., 2002; Dieterich
et al., 2006). Ackoliv azidovy anion je toxicitou srovnatelny s kyanidem, organické azidy
toxické nejsou, jsou stabilni pii 37 °C, jsou rezistentni k oxidaci a inertni vic¢i vode

(Prescher a Bertozzi, 2005; Debets ef al., 2010)
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Obrazek 2: Methionin (1) a L-azidohomoalanin (2).

Metoda BONCAT je ovSem omezena na proteiny, které obsahuji alespon jeden
methionin. Pokud vezmeme data z lidského proteomu, 5,08% proteinli obsahuje methionin
jen v N-terminalni oblasti, kterda mize byt pfedmétem posttransla¢nich uprav, z ¢ehoz
plyne, Ze teoreticky muizeme metodou BONCAT naznacit 95% lidskych proteint
(Dieterich et al., 2006).
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2 CILE PRACE
- kultivace glioblastomové bunécné linie v pritomnosti L-azidohomoalaninu
- provedeni Click reakce
- detekce znacenych proteinti pomoci SDS-PAGE a western blottingu

- detekce znacenych proteinti pomoci dvoudimenzionalni elektroforézy
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Priprava bunéénych lyzata

S ohledem na neurotropismus VKE byla pouzivana bunétna linie glioblastomi
odvozena od podplrnych bunc¢k neurdlniho pitivodu (Prof. T. Eckschlager, 2. Lékatska
fakulta, Univerzita Karlova). Buiiky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Biowest)
s 10 % BOFES (bovine fetal serum, Sigma-Aldrich), 1 % antibiotik (Amphotericin B
0,25 pg/ml, Penicilin G 100 units/ml, Streptomycin 100 pg/ml, Biowest) a 1 % L-alanyl-
L-glutaminem (Biochrom) pifi 37 °C. Prace s bunkami byla vzdy provadéna v boxu

s laminarnim proudénim.

3.1.1 Infekce virem VKE

Pro infekci byl pouzivan VKE kmene Neudorfl, ktery byl namnozeny
v glioblastomech v suspenzi média RPMI o titru viru 108 PFU/ml (plakotvorné jednotky,
plaque forming unit). Buiiky byly kultivovany v lahvich o objemu 75 ¢m?, na které bylo
nasazeno 1,5 x 10° bunék a ty byly kultivovany 24 hodin, aby adherovaly na dno kultiva¢ni
lahve. Po 24 hodinach bylo medium nahrazeno 6 ml Cerstvého média s virovou suspenzi.
Adsorpce viru na buiiky probihala pti koncentraci viru 10 MOI (multiplicity of infection),
kdy k 5,85 ml média bylo pfidano 150 pl virové suspenze a buinky byly inkubovany
2 hodiny pfi teplot¢ 37 °C. Poté bylo médium s virem odebrano, builkky byly promyty
sterilnim PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Biosera) a bylo pfidano 30 ml
cerstvého média. Bunky byly poté inkubovany po dobu 24, 48, 72, 96 a 120 hodin (od
zacatku infekce) pti 37 °C. Soucasné byla pro kazdy interval pfipravena kontrola, ale bez

ptidani virové suspenze a inkubovana ve stejnych intervalech jako infikované buiky.

3.1.2 Metabolické znaceni

Znaceni noveé syntetizovanych proteinii pomoci AHA bylo zapocato 2 hodiny pred
koncem intervalu, ktery jsme chtéli sledovat, tzn. napf. u intervalu 24 hodin zacalo
znaceni 22 hodin po infekci (22 hpi). Po odebrani média z kultivacni 1dhve byly bunky 2x
promyty sterilnim PBS a bylo k nim pfiddno 6 ml modifikovaného RPMI média bez
methioninu (RPMI-1640 Medium Modified, Sigma-Aldrich), s pfidavkem 10 % BOFES,
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1 % antibiotik, 1 % L-alanyl-L-glutaminu a 0,21 mM cysteinu (L-cystine Research Grade,
Serva). Po 2 hodinach inkubace byl k buitkdm pfidan AHA ve finalni koncentraci 50 uM.
Inkubace bun¢k s AHA probihala dalsi 1 hodinu.

3.1.3 Piiprava lyzatu

Po 60 minutach bylo z kultiva¢ni ldhve odebrano médium a buiky byly dvakrat
promyty sterilnim PBS. K buitkam byly ptfidany 2 ml PBS-sacharézy (1,7 mM KH2POs,
10 mM Na;HPO74, 0,25 M sachar6za) a buiiky byly pomoci Skrabky seskrabnuty do
roztoku, suspenze byla pfenesena do mikrozkumavky a centrifugovana pii 4 °C a 400 x g.
Supernatant byl odebran a k buikam byl ptidan lyzacni pufr (1% SDS v sodno-fosfatovém
pufru, pH 8,0) sinhibitory protedz (HALT™ Protease Inhibitor Cocktail) a fosfataz
(HALT™ Phosphatase Inhibitor Cocktail, oboji Thermo Scientific). Lyzat byl 10 minut
sonikovan, vortexovan a nasledné centrifugovan. Takto pripravené lyzaty byly skladovany

pti -75 °C do dal$iho zpracovani.

3.2 Priprava proteinovych vzorki

U vSech bunéénych lyzati byla zmétena koncentrace proteint s vyuzitim Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) pomoci piistroje Synergy H1 microplate
reader (Biotek).

3.2.1 Click reakce

Pro Click reakci byl pouzit protokol dle Presolski a kol. (2011). Jelikoz nebyl
pouzivan komerc¢ni kit, byla provedena optimalizace reak¢énich podminek (projekt SGA

2016). Vysledny protokol je uveden nize.

Pro kazdou reakci bylo pouzito 150 pg proteinti. K odpovidajicimu objemu lyzatu
byl pfidan reakéni pufr (0,1M draselno-fosfatovy pufr, pH 7,0) do objemu 432,5 pl.
Do reakéni smési bylo pridano 10 pul 5 mM biotin-alkynu (Biotin-PEG4-alkyne, Click
Chemistry Tools), 25 pl dH2O a 7,5 pl predptipravené smesi [20 mM CuSO4 (2,5 pl)
s 50 mM THPTA (Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine, Click Chemistry Tools)
(5 pD)]. Nakonec bylo pridano 20 ul 5 mM askorbatu sodného (Sigma-Aldrich). Reakce
probihala na rotdtoru 1 hodinu pfi 37°C. Poté byly proteiny srazeny

methanol-chloroformem. K reakéni smési byly pfidiny 2 ml methanolu (Lach-ner),
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500 pl chloroformu (Lach-ner) a 1,5 ml dH2O. Vznikld smés byla kratce zvortexovana
a centrifugovana pfi 10 000 x g po dobu 1 minuty. Vrchni faze byla odebrana a bylo
pfidano 400 pl methanolu. Smés byla opét kratce zvortexovana a centrifugovana pfi
10 000 x g dalsich 5 minut. Supernatant byl odebran, pelet byl vysuSen. Pokud byly
proteiny pouzity pro SDS-PAGE, byl pelet rozsuspendovan v lyza¢nim pufru, pokud byly
proteiny pouzity pro izoelektrofokusaci (IEF), byl pelet rozsuspendovan v rehydratacnim

pufru pro IEF (viz kapitola 3.3.2).

Dle stejného protokolu byla Click reakce provedena i s desthiobiotin alkynem
(Desthiobiotin-PEG4-alkyne, Click Chemistry Tools).
3.2.2 Purifikace znacenych proteinii — afinitni chromatografie

Biotinylované proteiny byly dale purifikovany s vyuzitim Streptavidin agarose resin
(Click Chemistry Tools). Jelikoz vysledky nebyly uspokojivé, byla vyzkousena i purifikace

s vyuzitim Monomeric avidin agarose (Thermo Scientific).

3.2.2.1 Streptavidin agarose resin

Na prazdnou kolonku (Micro Bio-Spin™ Chromatography Columns, Bio-Rad) bylo
odebrano 80 pl agar6zovych kulicek a 3x promyto 1 ml PBS (137 mM NaCl, 2,68 mM
KCl, 10 mM Na;HPO4, 1,76 mM KH>POs, pH 7,4). Pot¢ byl ke kulickdm piidan
proteinovy vzorek, kolonka byla uzavrena a vzorek byl inkubovan na rotatoru 1 hodinu pii
37°C. Poté byla kolonka 4x promyta PBS a zespodu uzaviena. Kulicky byly
rozsuspendovany v 500 pl PBS, pfeneseny do nové mikrozumavky a kratce
zcentrifugovany pii 600 x g. Supernatant byl odebran, cast kulicek byla pouzita pro

SDS-PAGE a ¢ast byla pouzita pro eluci.
Eluce proteini z agar6zovych kulicek probihala nékolika zptisoby:

a) k 12 pul suspenze kulicek bylo pfidano 50 pl 4x vzorkového pufru s DTT (0,2%
bromfenolova modf, 40% glycerol, 8% SDS, 0,2M Tris, 100 mM dithiothreitol,
pH 6,8), 100 ul dH20 a vzorek byl inkubovan po dobu 10 minut pii 95 °C.

b) k12 pul suspenze kulicek bylo ptfidano 50pul 5x  vzorkového pufru
(0,25% bromfenolova modt, 50% glycerol, 10% SDS, 0,25M Tris, pH 6,8),
100 pl dH20 a vzorek byl inkubovan po dobu 10 minut pii 95 °C
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c) k 12 ul suspenze kuli¢ek bylo ptidano 100 pl 6 M guanidin hydrochloridu, kratce
zvortexovano; eluat byl pie elektroforetickou separaci precipitovan metodou
methanol-chloroform a pelet rozsuspendovan v 20 pl lyza¢niho pufru (1% SDS,

0,1 M sodno-fosfatovy pufr, pH 8,0)

d) k 12 ul suspenze kuli¢ek bylo ptidano 100 pl 8 M guanidin hydrochloridu, kratce
zvortexovano; eluat byl ptfe elektroforetickou separaci precipitovan metodou

methanol-chloroform a pelet rozdudpendovan v 20 pl lyza¢niho pufru

e) k12 pul suspenze kulicek bylo ptfidano 100 pl 6M mocoviny a kratce

zvortexovano

f) k 12 ul suspenze kuli¢ek bylo ptidano 100 pl roztoku [50% acetonitril, 0,1%
kyselina trifluoroctova] a kratce zvortexovano; kulicky byly 3x promyty PBS,
odebrany eluat byl vysusen ve speed-vacu (Labconco) a nasledné

rozsuspendovan v 20 pl lyza¢niho pufru

g) k12 pl suspenze kulicek bylo pfidano 100 pl roztoku [30% acetonitril, 0,5%
kyselina mravenci] a kratce zvortexovano; kulicky byly 3x promyty PBS,
odebrany eluat byl vysusen ve speed-vacu (Labconco) a nasledné

rozsuspendovan v 20 pl lyza¢niho pufru

h) k 12 pl suspenze kulicek bylo pfidano 100 pl dH>O a vzorek byl 30 vtetin
inkubovan pii 70 °C

i) k 12 pl suspenze kulicek bylo pfidano 100 ul dH>O a vzorek byl 30 vtefin
inkubovan piti 80 °C

j) v ptipadé Click reakce s vyuzitim desthiobiotinu: k 12 ul suspenze kulicek bylo

pridano 100 pl 4 mM d-biotinu v TBS (tris-buffered saline; 20 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7,6), inkubovano 15 minut a kulicky byly 3x promyty PBS

Pro naslednou elektroforetickou separaci byl vzdy pouzit eluat a agar6zové kulicky.
V ptipadé vzorki, u kterych byl pfti reakci pouzit desthiobiotin, byly pouzity i promyvaci
kroky, které byly vysraZeny a peletky byly rozsuspendovany v 20 pl lyza¢niho pufru.

18



3.2.2.2 Monomeric avidin agarose

Na prazdnou kolonku bylo odebrano 100 pl agarézovych kulicek a ty byly promyty
PBS (2x 2 ml). Nasledné pro zablokovani irreverzibilnich vazebnych mist (polymerni
avidin) byly promyty 1 ml blokovaciho pufru (2 mM d-biotin v PBS) a z reverzibilnich
vazebnych mist byl biotin nasledn¢ vymyt 2x 1 ml elué¢niho pufru (0,1 M glycin, pH 8.0)
a 2x 1 ml PBS. Ke kulickam byl ptidan vzorek a kolonka byla inkubovana 1h pii mirném
ttepani. Eluat byl odebran do nové mikrozkumavky a oznacen FT (flow-through).
Nasledné byly kulicky promyty 6x 200 pl PBS, 6x 200 ul blokovacim pufrem a 6x 200 pl
eluénim pufrem. U jednotlivych frakci byla zméfena orientacni koncentrace proteint
spektrofotometrem (Implen). Ze vSech frakci byly metodou methanol-chloroform
precipitovany proteiny, které byly spolecné s Casti agarézovych kuliek pouzity pro

SDS-PAGE.

3.3 Detekce a vizualizace zna¢enych proteint

3.3.1 SDS-PAGE

Proteiny byly separovany podle velikosti s vyuzitim polyakrylamidové gelové
elektroforézy (Laemmli, 1970). Separacni gel obsahoval 12% akrylamid (Rotiphorese®
Gel 30 smés akrylamidu a bis-akrylamidu 37,5:1, Roth), 0,1% APS (amonium
persulfat), 0,375 M  Tris-base, pH 8,8, 0,1% SDS, a 0,04% TEMED
(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin). Zaostfovaci gel obsahoval 5% akrylamid, 0,25 M
Tris-base, pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% APS a 0,01% TEMED.

Vzorky pro elektroforetickou separaci byly smichany s 4x redukujicim vzorkovym
pufrem s DTT (0,2% bromfenolova modft, 40% glycerol, 8% SDS, 0,2M Tris, 100 mM
dithiothreitol, pH 6,8) a 10 minut zahfiviny na 70°C. Do sestavené aparatury
(Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad) byl nalit elektrodovy pufr (25 mM Tris-base,
0,192 M glycin, 0,1% SDS), na gel byly naneseny vzorky a proteinovy marker (Prestained
Protein Marker VI 10 — 245 kDa, Applichem). Elektroforeticka separace proteinil
probihala pfiblizn¢ 1,5 hodiny pii 120 V. Po separaci byly gely bud’ pouzity pro western
blotting, nebo byly gely barveny koloidni Coomassie (viz kapitola 3.3.4).
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3.3.2 Dvoudimenzionalni PAGE

Pii dvoudimenzionalni PAGE byla v prvnim sméru pouzita izoelektricka fokusace

a nasledn€ v druhém smeéru separace podle velikosti (SDS-PAGE).

100 pg proteinti vysrazenych metodou methanol-chloroform byla rozsuspendovana
v 125 pl rehydrata¢niho pufru pro IEF (7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 2% CHAPS,
40 mM DTT, 1% bromfenolova modf, 0,2% Pharmalyte 3-10, GE Healthcare). [PG stripy
pro IEF (ReadyStrip IPG strips, Bio-Rad) byly rehydratovany ptes noc (11-16 hodin) pod
vrstvou mineralniho oleje (Sigma-Aldrich). Izoelektrofokusace v aparature Hoefer IEF100

probihala dle protokolu uvedeného v Tabulce 1.

Tabulka I: Parametry izoelektrofokusace.

napéti ¢as [h]
konstantni 250V 0:30
gradient 1000 V 1:00
gradient 4000 V 2:00
gradient 4000 V 2:00
konstantni 500V o0
celkem cca 11500 Vh

IPG stripy byly poté osuSeny od oleje a pro druhy smér, SDS-PAGE, byly
ekvilibrovany nejprve 2x 10 minut v ekvilibracnim pufru (6 M mocovina, 0,375 M Tris,
pH 8,8; 2% SDS, 20% glycerol) s 2% DTT, nasledné 2x 10 minut v ekvilibraénim pufru
$ 2,5% iodoacetamidem. Prouzky byly poté oplachnuty v 1x elektrodovém pufru pro
SDS-PAGE, pfeneseny na pfipraveny polyakryalmidovy gel (TGX™ Precast Gels,
Bio-Rad) a pievrstveny rozehiatou agarozou (ReadyPrep™ Overlay Agarose, Bio-Rad).
Proteinovy prestained marker (3 pl) byl napustén na ptiblizné 4x4 mm cCtverec filtracniho

papiru a umistén k IPG stripu k jedné strané. Dalsi postup byl stejny jako v kapitole 3.3.1.
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3.3.3 Western blotting

Proteiny po elektroforetické separaci byly pfeneseny na PVDF membranu

(Amersham) metodou dle Towbina (1979).

Membrana byla aktivovana methanolem a nasledné byla inkubovana (stejné jako
SDS-PAGE gely a blotovaci papiry) v blotovacim pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin,
20% methanol). V blotovaci aparatufe (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad)
byl sestaven blotovaci sendvic, bublinky byly pii sestavovani odstraiiovany sklenénou

ty¢inkou. Blotovani probihalo 30 minut pii 25 V.

Po pfeneseni proteinii byla membrana kratce promyta v PBS. V tomto kroku byla
bud’ provedena Click reakce na membrané (viz kapitola 3.3.5) a az poté byla membrana
zablokovana, nebo byla membrana rovnou zablokovana v 5% suSeném odtu¢néném mléce
v PBS-T (PBS, 0,05% Tween20). Po zablokovani membrany byl pro detekci biotinem
oznacnych protenli pouzivan streptavidin konjugovany s alkalickou fosfatazou
(Streptavidin Alkaline Phosphatase, Vector Laboratories, streptavidin AP) v 5% mléce,
fedéni 1:2000. Kvuli velice slabému signalu byla nasledné pouzita jesté biotinylovana
anti-streptavidin protilatka (Vector Laboratories) viedéni 1:2000 v 5% mléce a opét
streptavidin AP (1:2000) v 5% mléce — triple zna¢eni. Redéni streptavidinu a protilatky
bylo vybrano vzhledem ke kvalitnéjsi detekci, mensimu pozadi a slabs$im nespecifickym
interakcim. Mezi inkubacemi byla membrana promyvana 3x 10 minut v PBS-T. Posledni
promyvani probéhlo 2x 10 minut v PBS-T, 1x 10 minut v PBS a membrany byly umistény
do vyvolavaciho pufru pro alkalickou fosfatazu (0,1 M Tris, 0,05 M MgCl,, 0,1 M NacCl,
pH 9,5) se substratem BCIP/NBT (1x BCIP/NBT, 20 ul/10 ml vyvolavaciho pufru).

Po dosazeni viditelného signalu byly membrany promyty dH»O, vysuseny a oskenovany.

3.3.4 Barveni geli

Polyakrylamidové gely byly barveny koloidnim CBB (Coomassie Brilliant Blue) tzv.
Blue Silver postupem (Candiano ef al., 2004). Gely byly fixovany v roztoku 50% ethanolu
a 2% kyseliny fosfore¢né po dobu 20 minut, nasledné byly 2x promyty v dH>O a barveny
pfes noc koloidnim roztokem CBB (10% kyselina fosfore¢na, 10% siran amonny,
0,12% CBB G-250, 20% methanol). Nasledn¢ byly gely promyty v dH>O a vyfoceny

pomoci gel-dokumentacniho zafizeni (G:Box Chemi XX6, Syngene).
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3.3.5 Click reakce na membrané

PVDF membrana po pifeneseni proteinti byla promyta v PBS a byla kni pfidana
reakéni smés stejna jako pro Click reakci vroztoku, ovSem ve vétSim objemu
(8 ml/membrana - 7,38 ml reakéniho pufru, 100 pl biotin-alkynu, pfedpiipravena smés
40 ul CuSO4 a 80 pul THPTA, 400 pl askorbatu sodného). Reakce probihala 1 hodinu, poté
byla membrana promyta PBS a blokovdana v 5% mléce v PBS-T. Po zablokovani
membrany byly proteiny snavazanym biotinem detekovany triple znacCenim

streptavidinem AP. Postup pfi vyvolavani byl stejny jako v kapitole 3.3.3.
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4 VYSLEDKY

Shrnuti vysledkii

Pro sledovani zmén proteosyntézy v bunécné kultute glioblastomil infikované VKE
byla pouzita metoda BONCAT (kapitola 1.4.2) a nasledné Click reakce. Click reakce
probihala bez vyuziti komer¢nich kitl, proto bylo nutné nejprve optimalizovat reak¢ni
podminky. Pro purifikaci znacenych proteinii byl pouzit streptavidin imobilizovany na
agarozovych kulickach, ovSem nasledna eluce byla i s vyuzitim nékolika pfistupt
neuplna. Purifikace byla provedena i s vyuzitim agarézovych kulicek s navazanym
monomernim avidinem (Monomeric avidin agarose), ktery by mél umoznovat ucinnou
eluci, ovSem zde se eluce také nezdafrila.

Pro 2D PAGE byly nejprve pouzity precipitované proteiny jiz po Click reakce, ovSsem
vysledky nespliovaly oc¢ekavani. Vzhledem k vyraznému ,streakovani byl pouzit
postup, kdy pro 2D PAGE byly pouzity vysrazené proteiny z bunécného lyzatu bez
provedené Click reakce, které nemély navazany biotin. Proteiny byly elektroforeticky
separovany, preneseny na PVDF membranu a Click reakce probéhla az na membrang.
Vizualizace proteinti probihala pomoci triple-znaceni.

Nejprve byla provedena optimalizace reakénich podminek pro provedeni Click
reakce, porovnanany byly Casy 1 hodina a 3 hodiny, laboratorni teplota (RT, room
temperature) a 37 °C. Pfi porovnani téchto modifikaci bylo prokazano, Ze nejlepSich
vysledkt bylo dosazeno, kdyz reakce probihala 1 hodinu pii 37 °C. Zarovein je na Obr. 3
patrné, ze pii pouziti triple-znaceni pii blottingu (streptavidin AP — biotinylovana
anti-streptavidin protilatka — streptavidin AP, Obr. 3A) je mozné detekovat i velmi nizké
mnozstvi proteinii (na gel bylo vtomto pfipad¢ nandseno 75 ng proteinti u kazdého

vzorku).

Pro purifikaci biotinylovanych proteini byl vyuzit streptavidin imobilizovany na
agardzovych kulickdch. Nejdiive byla provedena optimalizace, kde jsme pro purifikaci
pouzili rGzné mnozstvi agarézovych kulicek, a sledovali jsme vliv pfidani detergentu
NP-40 (Nonidet P-40, pro snizeni efektu SDS). Nejlepsich vysledkt (ve frakcich FT a W
minimalni signdl) bylo dosazeno, kdyz pro purifikaci bylo pouzito 40 ul agar6zovych
kuli¢ek pro 50 pg proteinti, pfidani detergentu NP-40 nemélo na proteinovy profil viditelny
vliv (Obr. 4).
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Obrazek 3: Optimalizace reakénich podminek Click reakce a vizualizace znacenych
proteinti, na gel nanaSeno 75 ng proteint. (A) znaceni streptavidin AP — biotinylovana
anti-streptavidin protilatka — streptavidin AP; (B) znaceni pouze streptavidinem AP.
Vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.
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Obrazek 4: Purifikace biotinylovanych proteinti pomoci streptavidinu imobilizovaného na
agarézovych kulickdch (resin), FT — flow-through. (A) — porovnani rtiznych objemi
agarozovych kulicek pouzitych pro purifikaci ze stejného mnozstvi reakéni smési, (B) —
vliv detergentu NP-40 na purifikaci. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci
BCIP/NBT.

Eluce proteini ze streptavidin-agarézy probihala nékolika zplsoby (viz kapitola
3.2.2.1). Na gel byly nandseny vzdy agar6zové kulicky a eluat. U eluce pomoci
vzorkového pufru (dvojice A a B, Obr. 5) byly vysledky ocekavané, ovSem tento postup
neni kompatibilni s pfimou naslednou analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie. U eluce
pomoci guanidin hydrochloridu (dvojice C a D, Obr. 5) jiz na agarézovych kulickach nebyl
tak vyrazny signal, proto byl tento postup jesté zopakovan (viz dale — Obr. 7). U ostatnich
zptisobt eluce, vybranych podle riznych publikovanych postupti, byl u agarézovych
kulicek stale jeste¢ vyrazny signal (v porovnani s eluatem).
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Obrazek 5: Eluce biotinylovanych proteinti z agarézovych kuli¢ek. Lyzat — lyzované
bunky bez provedené Click reakce, Click reakce — srazené proteiny po provedené Click
reakci, FT — flow-through, W1, W2, W3 — promyti pomoci PBS, Resin — kulicky po
promyti, které byly pouzity pro dalsi eluci. U kazdého zptisobu eluce byla na gel nanesena
suspenze kulicek po eluci (resin) a eluované proteiny. Pro eluci navazanych proteinti byl
pouzit: (A) 4x redukujici vzorkovy pufr s DTT, (B) 5x neredukujici vzorkovy puft,
(C) 8M guanidin hydrochlorid, (D) 6M guanidin hydrochlorid, (E) 6M urea, (F) 50%
acetonitril s 0,1% kyselinou trifluoroctovou, (G) 30% acetonitril s 0,5% kyselinou
mravenci, (H) inkubace s dH20 po dobu 30 sekund pii 70 °C, (I) inkubace s dH2O po dobu
30 sekund pti 80 °C. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.
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Obrazek 6: Eluce biotinylovanych proteinti z agar6zovych kulicek, proteiny s navazanym
desthiobiotinem. Lyzat — lyzované bunky bez provedené Click reakce, Click reakce —
srazené proteiny po provedené Click reakci, FT — flow-through, W1, W2, W3 — promyti
pomoci PBS, resin — agar6zové kuli¢ky. U vzorkl oznacenych eluce byla na gel nanesena
suspenze kuli¢ek po eluci (eluce resin) a eluované proteny. Pro eluci navazanych proteinti
byl pouzit 20 mM d-biotin v PBS. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.
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Pro eluci byly také pouzity proteiny, na které byl Click reakci navazan desthiobiotin.
Desthiobiotin ma mensi afinitu k streptavidinu a m¢l by byt eluovatelny kompetitivné
pomoci volného d-biotinu (Obr. 6). Ani timto zplisobem se nepodatilo kompletné eluovat

vSechny navazané proteiny.

Alespon ¢asteéné eluce se podafilo dosdhnout pii pouziti guanidin hydrochloridu
(dvojice C a D, Obr. 5), tento postup byl zopakovan s tim, ze eluce probihala postupné ve
4 krocich, kdy vzdy bylo piidano 150 pl nového 8M guanidin hydrochloridu. Z Obrazku 7
je patrné, ze i kdyz v kazdém dal§im eluatu mame slabsi signal, u agar6zovych kulicek je

signal stale vyrazny.
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Obrazek 7: Postupna eluce biotinylovanych proteinii z agarézovych kulicek (resin)
pomoci 8M guanidin hydrochloridu. Click reakce — precipitované proteiny po provedené
Click reakci, FT — flow-through, resin — suspenze kulicek pted eluci; eluce: E1, E2, E3, E4
— jednotlivé kroky eluce, resin — suspenze kulicek po eluci. (A) kontrolni vzorek,
(B) vzorek 120 hpi. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.

Vzhledem k stale vyraznému signalu u agardézovych kulicek byla provedena
purifikace s vyuzitim jinych agar6zovych kulicek (Monomeric Avidin Agarose). Eluce
biotinylovanych proteinii probihala dle protokolu vyrobce, ktery tvrdi, Zze eluce je
kvantitativni a agar6zové kulicky mohou byt pouZzité opakované. OvSem jak je vidét na
Obr. 8, biotinylované proteiny byly detekovany pouze u suspenze agarézovych kulicek,
u ostatnich vzorkli signal neni detekovatelny az na vyjimku velice slabého signalu

v pripadé¢ eluce pomoci PBS s biotinem.
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Obrazek 8: Purifikace biotinylovanych proteinti s vyuzitim Monomeric avidin agarose. FT
— flow-through, PBS — promyti PBS k odstranéni nespecificky navdzanych proteint,
PBS-biotin — eluce pomoci 2 mM d-biotinu v PBS, Glycin — eluce pomoci 0,1 M glycinu,
pH 2,8; resin — suspenze agar6zovych kuli¢ek po eluci. (A) kontrolni vzorek, (B) vzorek
120 hpi. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.

Purifikace biotinylovanych proteinii s vyuzitim streptavidinu imobilizovaného na
agarozovych kulickach i svyuzitim Monomeric avidin agarose bohuzel nesplnila
oc¢ekavani. Ani vjednom piipadé se nepodafilo kvantitativné eluovat vSechny navazané
proteiny — nasledna kvalitativni anebo kvantitativni analyza hmotnostni spektrometrii by

tedy nemohla poskytnout skutecné vérohodné vysledky.

Biotinylované proteiny po provedené Click reakci byly pouzity také pro 2D PAGE.
I po optimalizaci protokolu a pouziti triple-zna¢eni na PVDF membran¢ jsme stéle
nedosahovali kyzenych vysledktl, na gelech i na membranach bylo stale pritomné vyrazné

,,streakovani® (Obr. 9).
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Obrazek 9: 2D PAGE biotinylovanych proteint po Click reakci. (A) neinfikované bunky,
(B) buniky 120 hpi. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.

Nekteré proteiny (Obr. 9) sice vypadaji nedofokusované, ovSem zvySeni voltaze ze
4000V (celkem cca 11500 Vh) na 6000V a prodlouZeni fokusace pti 6000V na 3 hodiny
(celkem cca 23500 Vh) nevedlo k lepSim vysledkim.

Vzhledem k vySe uvedenym potizim jsme pro SDS-PAGE pouzili pfimo bunécné
lyzaty a Click reakci jsme provedli az u proteinti pfenesenych na PVDF membrané (,,Click

na membran¢®).
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Obrazek 10: Porovnani Click reakce na membrane (A) a Click reakce v roztoku (B). K —
kontrola, I — 120 hpi; K 10 — 10 pg nanesenych proteind, K 5 — 5 pg nanesenych proteint,
K 1 — I pg nanesenych proteind; I 10, I 5 a I 1 analogicky. Vpravo bylo na membranu
naneseno 75 ng proteinti. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT (A) 1 h,
(B) 72 h.
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Pii porovnani Click reakce na membrané a Click reakce v roztoku (Obr. 10) je
ziejmé, ze pii provedeni Click reakce az na membrané je signal mnohem lépe ohrani¢en
aje detekovatelné veétsi spektrum proteind. V ptipadé Click reakce v roztoku bylo
detekovano mensi mnoZstvi proteinlt (75 ng), ovSem vyvolavani signalu probihalo

mnohem déle nez v ptipadé Click reakce na membrané, kdy jiz po hodin¢ byl signal

zietelny. Tento postup jsme proto dale pouzivali i pfi vizualizaci proteinti separovanych

pomoci 2D SDS-PAGE.
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Obrazek 11: 2D PAGE bunééného lyzatu bez provedené Click reakce. (A) PAA gel
barveny CBB, (B) Click reakce na membrané s vyuzitim biotin-alkynu, triple-znaceni
streptavidin AP — biotinylovana anti-streptavidin protilatka — streptavidin AP. Vyvolavani
signalu pomoci BCIP/NBT.

Izoelektrofokusace vzorku probihala pii 4000 V, coz je ptvodni protokol uvedeny
v kapitole 3.3.2. Na gelu (Obr. 11A) je jiz vidét, Ze ackoliv se jednad o stejny protokol
a stejny vzorek jako v pfedchozim ptipadé (Obr. 9), proteiny jsou fokusované a ani na

membrané neni pozorovatelné vyrazngjsi ,,streakovani®.

Tento postup byl pouzit pro analyzu vSech bunécnych lyzati v jednotlivych
intervalech po infekci (24, 48, 72, 96 a 120 hpi) a to jak pro infikované bunky, tak pro
kontrolni vzorky, které byly ptipraveny stejnym zptisobem (Obr. 12 a 13).
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Obrazek 12: 2D PAGE bunéénych lyzati a Click reakce na membranég, jednotlivé
intervaly po infekci a kontrolni vzorky. (A) 24 h kontrola, (B) 24 hpi, (C) 48 h kontrola,
(D) 48 hpi. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.
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Obrazek 13: 2D PAGE bunéénych lyzati a Click reakce na membrané, jednotlivé
intervaly po infekei a kontrolni vzorky. (E) 72 h kontrola, (F) 72 hpi, (G) PAA gel 72 h
kontrola, (H) PAA gel 72 hpi. Gely barveny CBB, u membran pouzito triple znaceni
a vyvolavani signalu na membrané pomoci BCIP/NBT.
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Obrazek 13: 2D PAGE bunécnych lyzath a Click reakce na membrané, jednotlivé
intervaly po infekci a kontrolni vzorky. (I) 96 h kontrola, (J) 96 hpi, (K) 120 h kontrola,
(L) 120 hpi. Triple znaceni, vyvolavani signalu pomoci BCIP/NBT.

Tyto gely a membrany tedy jiz bylo mozné pouzit pro porovnani produkce proteint
v ruznych ¢asovych intervalech u kontrolnich a infikovanych bunék. Pokud porovname
napf. napf. membrany E a F, tzn. vzorek 72 hpi a k tomu kontrolni, mizeme zde pozorovat

n&kolik jevii (viz Obr. 14).
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Obrazek 14: Porovnani signdlu detekovanych proteint u VKE infikovanych
a neinfikovanych bunék, 72 hpi. Vlevo piekryv signalii proteind s pfifazenou cervenou
barvou pro kontrolu a zelenou barvou pro infekci. V ptipad¢ prekryti signalu toho samého
proteinu o pfiblizné stejné intenzité se takovy protein jevi jako zluty. Vpravo (A, B, C, D)
vyiez ukazkovych oblasti membrany pro porovnani vyskytu proteind: barevné vyseky —
prekryv signalu, uprostted — kontrola, vpravo — infekce.

U Obr. 14 oblasti oznacené (A) je intenzita na obou membranach piiblizné stejna,
coz znamena, Ze tento protein je exprimovan jak u kontrolnich, tak i u infikovanych bunék
ve velmi podobném mnozstvi. Na prekrytém obrazku se tedy tento protein jevi jako zluty.
V oblasti (B) je patrna zména intenzity, kdy u kontrolniho vzorku je intenzita signalu vyssi,
coz naznacuje zmeny Vv expresi tohoto/téchto proteinu/ti. V oblasti (C) je posun signalu,
ktery je patrn€¢ zpusoben rozdilnou fosforylaci (zména izoelektrického bodu proteinu).

Fosforylace je pozorovatelna i v oblasti (D).
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S DISKUZE

V této praci byly sledovany zmény v proteosyntéze u bunék infikovanych VKE.
Vzhledem k neurotropnimu charakteru VKE byla zvolena glioblastomova bunécna linie,
ktera se v porovnani s jinymi dostupnymi bunéénymi liniemi jevi jako vhodna pro podobné
pokusy, protoze u téchto budek dochazi k replikaci viru, ale nedochazi k smri bunék. Jsou
proto vhodnym modelem pro perzistentni infekci (Palus et al., 2014). Tento typ bunck byl
téz pouzit pii studiu zmén v genové expresi pii nakaze virem Zapadniho Nilu (Koh a Ng,

2005).

Pro detekci zmén v proteosyntéze byla pouzita metoda BONCAT, ktera na rozdil od
bézné pouzivanych metod pro znaceni proteint (napf. znaceni stablinimi izotopy pomoci
aminokyselin nebo pomoci izotopem kodovanych afinitnich znacek) umoziuje odlisit nove
syntetizované proteiny od starSich proteinii. Proteiny byly naznaceny modifikovanou
aminokyselinou (AHA), ktera je svou strukturou podobna methioninu a je inkorporovana
do nové syntetizovanych proteini (Dieterich et al., 2006). U proteind obsahujicich AHA
byla nasledné provedena Click reakce (1,3-dipolarni cykloadice), kdy byla na proteiny

navazana molekula umoziujici detekei.

Pro detekci nové syntetizovanych proteinii byl zvolen systém biotin/streptavidin.
Tento systém ma pomémné Siroké spektrum pouziti, napf.imunometody, DNA hybridizace,
imunohistochemie, prutokova cytometrie (Diamandis a Christopoulos, 1991). Tento
systém byl také pouzit napft. pfi identifikaci 195 nové syntetizovanych proteinti v buitkach
HEK 329 nebo pii sledovani proteosyntézy v larvach Danio rerio (Dieterich et al., 2006;
Hinz et al., 2012).

Systém biotin/streptavidin byl vtéto praci pouzit také pro purifikaci nové
syntetizovanych proteinti s vyuzitim streptavidinu imobilizovaného na agar6zovych
kulickach, ovsem nasledna purifikace biotinylovanych proteinti nebyla uspésna. Testovano
bylo i pouziti desthiobiotinu v Click reakci, ktery ma mensi afinitu ke streptavidinu
s predpokladem jednodussi eluce z agardézovych kuli¢ek. Pouziti desthiobiotinu nemélo
vliv na intenzitu signdlu, bohuzel ani na eluci (Obr. 6) — velké mnozstvi proteinid zlstalo
navazanych na kulicky a ani tato metoda neumoziuje kompletni eluci vSech

purifikovanych proteini (Rybak et al., 2005). Takto purifikované proteiny (navazané na
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agardzovych kulickach) sice 1ze pouzit pro MS analyzu, ovSem pii dodrzeni standardniho
protokolu (pfidani protedzy/trypsinu) bude ve vzorku mnozstvi peptidi puvodem ze

streptavidinu/avidinu imobilizovaného na agar6ézovych kulickéach.

Ovéfena byla také eluce biotinylovanych proteinit z agarézovych kulicek nekolika
zptisoby, véetné publikovanych (napt. Holmberg et al., 2005; Schiapparelli et al., 2014).
Bohuzel, eluce ani vjednom piipadé nebyla kvantitativni (ani kvalitativni) a zaroven
kompatibilni s naslednou piimou analyzou hmotnostni spektrometri bez dal$i upravy

vzorku.

Obdobné vysledky byly ziskany i v jinych pracich, napt. v piipadé eluce pomoci
vody pii teplote¢ 70 °C, ktera je dle nékterych zdrojii vysoce ucinna, ve skutecnosti
nedochazi k eluci vSech proteint (Elia, 2008). Jinym ptikladem je prace Fukuyami a kol.
(2012), kdy bylo ukazano, ze nejvice proteinit bylo identifikovano tryptickym St€penim
purifikovanych proteini pfimo na kulickach a ne eluci — takovy vzorek ale neni mozné
dale analyzovat pomoci 1D a 2D elektroforézy. Alternativou pro purifikaci znacenych
proteinti by bylo pouziti biotinu konjugovaného s alkynem Stépitelnou vazbou (napf.
diazobiotin-alkyn Stépitelny dithioniitanem sodnym, disulfid Stépitelny redukénim
¢inidlem apod.) (Szychowski et al., 2010). Vzhledem k vyssi cené takovych konjugatd,
k obecné vysokému nespecifickému zachytu proteinti (strept)avidinem (Schiapparelli
et al., 2014), ale také vzhledem k dalsim vyhodam 2D PAGE bylo ptistoupeno k ovéteni
vyuziti 2D separace proteinit a porovnani 2D elektroforetickych profilii znacenych
proteini. 2D separace umoziiuje ucinngj$i separaci jednotlivych isoforem proteind

i odliSeni riiznych proteinii s podobnou molekulovou hmotnosti.

2D PAGE byla nejprve provedena s proteiny s navazanym biotinem (pomoci Click
reakce), ovsem i pres veskeré snahy o optimalizaci protokolu bylo jak na gelech, tak na
membranach pfitomno vyrazné ,streakovani®. Zménény elektroforeticky profil vzorkl po
Click reakci je pozorovatelny i na 1D SDS-PAGE a tato zména je nezavisla na tom, jestli
jsou vzorky po Click reakci srazeny, ultrafiltrovany, popi. dialyzovany (Ondrus, 2016).
Dtivodem pro problémy se separaci proteinit ve 2D je tedy pravdépodobné také samotna
Click reakce. Proto byly v dalSich pokusech pro 2D PAGE pouzity ptfimo bunécné lyzaty

bez Click reakce a ta byla provadéna aZz po blottingu na proteinech imobilizovanych na
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membrané. Obdobny postup byl pouzit pti pfimé detekci AHA modifikovanych proteint
pomoci Click reaktivnich pro-fluorophorii poté, co ,klasicka™ metoda identifikace proteinu

z gelu nebyla mozna, zejména pro proteiny < 10 kDa (Ohata et al., 2015).

Pouzitim tohoto pozménéného porotokolu bylo dosazeno lepsi detekce jednotlivych
nove¢ syntetizovanych proteint. Na rozdil od 2D PAGE separace neznacenych proteint
atedy nasledné detekce celého spektra protein, u Click reakce jsou na membrané
oznaceny pouze ty proteiny, které¢ jsou syntetizovany v daném 2h intervalu. Pozorované
tak byly zmény v expresi proteint i v posttransla¢ni modifikaci proteind (Obr. 14). Tuto
metodu je tedy mozné vyuzit pro studium casové zmény exprese proteintl u infikovanych

bunék.

Riizné exprimované proteiny mezi kontrolnimi vzorky a vzorky po infekci byly
predany do laboratote proteomiky k identifikaci, bohuzel identifikace nebyla uspésna. Pro
zvysSeni pravdépodobnosti identifikace bude v budoucnosti provedena 2D ELFO ve velkém

formatu (20 cm).
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6 ZAVER

V této praci byla sledovana proteosyntéza u bunék infikovanych VKE vrtiznych
intervalech po infekci. Bylo vyzkouSeno vice pfistupli, bohuzel u proteinii znacenych
biotinem pomoci Click reakce purifikace i 2D PAGE nebyla optimalni. Zménou protokolu

a provedenim Click reakce az po blottingu (Click on membrane) bylo dosazeno lepsich

vysledka a lze vysledovat rozdily v expresi proteinti v jednotlivych intervalech po infekei.

Optimalizace tohoto pustupu je moznou cestou pro urCeni proteint, které¢ jsou
exprimovany u infikovanych bunék v konkrétnim ¢asovém intervalu po infekci VKE, ale

také u jinych ptipadd, kdy je sledovana zména exprese proteind z ¢asového hlediska.
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