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UvVoD

Virus klistové encefalitidy (VKE) je medicinsky vyznamnym klistaty prenasenym
flavivirem. Zptisobuje zdvazné onemocnéni nervové soustavy, klistovou encefalitidu. Ta
muze probihat riizné, od asymptomatické infekce az po tézkou meningoencefalitidu, ktera
v nékterych piipadech konéi smrti (Gritsun a kol. 2003). VKE roéné zpisobuje v Ceské
republice 500 — 1000 diagnostikovanych piipada (EpiDat — databaze Statniho
zdravotnického tstavu v Praze), celosvétove se jedna 0 vice nez 10 000 onemocnéni za rok

(Kunz a Heinz 2003).

V pribéhu infekce virem se méni metabolismus buniky a spektrum noveé
syntetizovanych proteini Se méni ve prospéch virovych proteinti, syntéza bunécnych
proteini je omezena (Alkhalil a kol. 2010). Tato prace se zabyva znaCenim noveé
syntetizovanych proteinti v bunécné linii lidskych glioblastom pomoci bioortogonalni
chemie v ruznych intervalech od zacatku infekce virem klistové encefalitidy, purfikaci

znacenych proteinti a jejich identifikaci.



1 LITERARNI PREHLED

1.1 Obecna charakteristika vira

Viry jsou malé nebuné¢né organismy, na pomezi mezi zivymi a nezivymi formami
zivota. Skladaji se z genetické informace (ve formé DNA nebo RNA) a proteinového obalu
(kapsidy). Obalené viry maji jest¢ membranu, zpravidla tvofenou dvojvrstvou fosfolipidi
a ukotvenymi specifickymi povrchovymi proteiny. Membrana byva odvozena od
membrany hostitelské buiiky, ovSem proteiny v ni jsou kdédovany virem. I kdyz viry
obsahuji vlastni genetickou informaci ajsou schopné replikace, necini tak samostatné
(nemaji vlastni replikacni aparat). K rozmnozovani tedy vzdy vyuzivaji hostitelskou
buiku, kde modifikuji metabolické procesy ve sviij prospéch, jsou intracelularnimi

parazity.

V soucasné dob¢ je dle ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses)
znamo témet tii tisice kmend vird. Viry jsou velice rtiznorodé a délime je na zakladé
ruznych hledisek do né€kolika skupin, naptiklad podle tvaru kapsidy, jejich velikosti €i
zpusobu pienosu. Casto pouzivanym systémem je déleni do skupin podle Baltimora
(1971), ktery rozdéluje viry podle typu genetického materialu, ktery obsahuji. RozliSujeme
tak viry sdvouvlaknovou DNA, s jednovlaknovou DNA, dvouvlaknovou RNA,
jednovlaknovou RNA pozitivni ¢i negativni polarity aviry s jednovlaknovou RNA
areverzni transkriptdzou. K témto Sesti skupindm mlZeme piidat jest€¢ skupinu
hepadnaviri (napf. virus hepatitidy B), které maji sice dvouvlaknovou DNA, ale replikuji

se pfes RNA intermediat a reverzni transkriptdzou je tato RNA ptepsana zpét do DNA.

Cest, kterymi se virus muze dostat do hostitelského organismu, je nékolik — pfes
travici trakt, respiracni trakt (kapénkovou infekci) nebo porusenim kize (zranénim,
injekéni stiikackou, kousnutim hmyzem). Pravé mezi viry pfendsSené krevsajicimi ¢lenovci

(nejcastéji se jedna 0 komary nebo klistata) fadime virus KE.

1.1.1 Virova infekce

Virova infekce zplsobuje v hostitelském organismu mnoho zmén, jak na urovni
systémové, tak na urovni bunécné. Co se tyCe systémovych zmén, tak virova infekce

indukuje imunitni odpovéd’. Imunitni odpoveéd’ zahrnuje jak specifickou, tak nespecifickou



cast. K nespecifické imunité¢ patii likvidace virG fagocytujicimi buiikami, produkce
interferonu, vznik zanétu, akomplement. Specifickou imunitni odpoveéd zajistuji

T a B lymfocyty, protilatky a nékteré z cytokinti.

Na bunécné urovni rozliSujeme dva typy infekce. Pii cytocidni infekci dochazi ke
zmén¢ spektra syntetizovanych proteinti ve prospéch viru a k omezeni syntézy bunéénych
makromolekul, coz vede k poruSe metabolismu bunky azméndm v cytoplazmatické
membran¢. Diky pfitomnosti virovych proteini v cytoplazmatické membrané se builka
stava cilem imunitni odpovédi a nésledné destrukce. Oproti tomu u necytocidni infekce
probiha syntéza virovych proteinit bud’ dostatecné¢ pomalu a v souladu s metabolismem
bunky (napf. viry zplsobujici opar), nebo dochazi k integraci virové nukleové kyseliny do
bunécéné a nasledné se mnozi spoleéné. V nékterych piipadech virové infekce mize dojit
i K maligni  transformaci  bunék, jako naptiklad wu lidského papilomaviru

(Grussendorf-Conen 1990).

Zmény v produkci proteinid nasledkem infekce lze sledovat kvantitativni analyzou
proteini, ato naptiklad pomoci 2D gelové elektroforézy (Lilley a Friedman 2004),
izotopem kodovanych afinitnich znacek (ICAT) (Gygi a kol. 1999) nebo znaceni stabilnimi
izotopy pomoci aminokyselin (SILAC) (Ong a kol. 2002). Nasledn¢ muze byt jesté
provedena purifikace znaCenych proteini ajejich identifikace pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS). Tyto metody ale nedokaZi rozlisit nové syntetizované proteiny, jinymi
slovy proteiny syntetizované az v pribéhu infekce. K tomuto Ucelu se vyuziva
bioortogonalni chemie a metoda zvana BONCAT (Dieterich a kol. 2006). Metoda je blize
popsana v kapitole 1.4.2.

Co se tyce morfologickych zmén, tak mizeme pozorovat (obzvlasté u tkanovych
kultur) cytopaticky efekt viru. Buniky ztraceji vyb&zky, zakulacuji se a odlupuji se od stén
kultiva¢ni nadoby. Dochazi i ke zménam uvniti bunky, konkrétné u flavivirQ jsou to zmény
ve stavbé drsného endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu ¢i mitochondrii

(Razek a kol. 2009).



1.2 Klist’ova encefalitida

1.2.1 Taxonomie viru KE

Virus klistové encefalitidy (VKE) patii do celedi Flaviviridae, rod Flavivirus.
Vétsina zéastupct tohoto rodu patii mezi arboviry, viry prenasené ¢lenovci (arthropod-
borne viruses) a podle vektora pienosu se déli do tfi skupin, viry pfenosné klist'aty, komary
a viry bez znamého vektora (Grard a kol. 2007). Mezi viry pienosné klistaty (tick-borne)
patii virus klistové encefalitidy, virus horecky Kyasanurského lesa ¢i virus Omské
hemoragické horecky. Viry pienosné komary (mosquito-borne) jsou napft. virus horecky
Dengue, virus zluté zimnice, virus Japonské encefalitidy a virus zdpadniho Nilu. K virGm
bez znamého vektora se fadi virus Modoc avirus Rio Bravo (Gaunt a kol. 2001;
Grard a kol. 2007).

U VKE rozlisujeme tii subtypy (Ecker a kol. 1999):

- Evropsky subtyp, ktery se vyskytuje v Rakousku, Svycarsku, Francii, Némecku,
Madarsku, Ceské republice, Slovensku, Chorvatsku, Finsku, Bélorusku

a v evropské casti Ruska, prototypovym kmenem je Neudoerfl

- Daélné-vychodni subtyp, ktery se vyskytuje ve vychodni &asti Ruska, v Cing,
Japonsku, ale také v Litveé, na Ukrajiné a Vv evropské ¢asti Ruska. Tento subtyp

zahrnuje prototypovy kmen Sofjin
- Sibifsky subtyp, ktery se vyskytuje v asijské €asti Ruska, s prototypovymi kmeny
Aina a Vasilchenko

Vsechny subtypy jsou si geneticky i antigenné velice podobné, avsSak sibifsky subtyp

je vice podobny dalné-vychodnimu subtypu nez subtypu evropskému (Ecker a kol. 1999)

Evropsky subtyp VKE je pfenasen klistétem Ixodes ricinus, dalné-vychodni
a sibifsky subtyp klistétem I. persulcatus (Gritsun a kol. 2003). Hlavnimi hostiteli
a rezervoarem viru jsou drobni hlodavci, ¢lovék je pouze nahodnym hostitelem a nehraje

vyznamng&j$i roli v Zivotnim cyklu viru v piirodé¢ (Dumpis a kol. 1999; Mandl 2005).

1.2.2 Struktura a replikaé¢ni cyklus viru KE

VKE je obaleny virus 0 velikosti cca 50 nm, tvotfeny kapsidou a obalem. Kapsida je

tvofena proteinem C (capsid) a obsahuje jednotetézcovou RNA pozitivni polarity 0 délce



pfiblizné 11 kbp kddujici 3 strukturni a 7 nestrukturnich proteinii. V membrané obalujici
kapsidu se nachazi protein E (envelope) a protein M (membrane). Povrchovy glykoprotein
E je hlavni antigenni determinantou a ovlivituje miru virulence viru (Dumpis a kol. 1999).
Protein M se vyskytuje pouze na zralych extracelularnich virionech, vznika Stépenim

prekurzorového proteinu prM.

Replikacni cyklus viru zafind pfichycenim virionu na buiku, které je
zprostiedkovano glykoproteinem E, nasleduje receptory zprostiedkovand endocytdza
virionu do buiiky. Po uvolnéni nukleokapsidy do cytoplazmy hostitelské bunky je virova
RNA pouzita pro syntézu negativni RNA, kterd je pouzita jako templat pro syntézu novych
virovych (+)RNA, slouzici jako mRNA (sjedinym ORF) pro translaci. Vznikne
polyprotein kodujici vSechny virové proteiny, ktery je S$tépen bunéfnou a virovou
protedzou na konecné produkty. Tvofeni novych viriond probihd pucenim pies membranu
endoplazmatického retikula, ze které se uvoliuji nezralé¢ viriony, které nejsou infekéni
(Elshuber a kol. 2003). Pti transportu téchto Castic pies Golgiho aparat je protein prM

Stépen na protein M, poté jsou zralé viriony uvolnény z buriky (Heinz a Stiasny 2012).

1.2.3 Patogeneze onemocnéni

Clovék se nejéastdji nakazi virem KE béhem sani infikovaného klistéte, jsou ale
znamy | ptipady alimentarni nakazy z nepasterizovaného mléka (Gresikova a kol. 1975).
Kravy, ovce nebo kozy mohou byt potencidln€é nakazené VKE a bchem viremické faze

sekretovat virus v mléce (Gresikova 1958).

Po nékaze virem KE se virus za¢ne replikovat v misté vstupu (nejéastéji kiize), a poté
je pomoci Langerhansovych bunék transportovan do spadovych lymfatickych uzlin, kde
probiha dalsi replikace viru. Lymfatickym systémem se virus dostavéa dale do krve, kterou
se §ifi do vnitinich organt, zejména jater, sleziny a kostni dfen¢, kde zptisobuje virémii. Ta
je doprovazena ptiznaky podobnymi chfipce, jako je zvySeni teploty, bolesti hlavy, svall
a nevolnost (Mandl 2005). Béhem této faze se neobjevuji piiznaky poskozeni CNS. Po 2-
10 dnech bez pfiznakl nasleduje druhd faze, kterd se rozvine jen asi u jedné tfetiny
pacientd. Tato faze je charakterizovéana Sifenim viru do CNS, kde je replikace viru spojena
se zanétem a naslednou dysfunkci bunék (Dumpis a kol. 1999). Dvoufazovy prib¢h je

charakteristicky pro evropsky subtyp. Subtyp dalné-vychodni je jednofazovy, zptisobuje

Vv



amichy (Gritsun a kol. 2003; Halstead 2012). Sibifsky subtyp je charakterizovan
mirngj§im pribehem akutni faze, Casto bez vaznéjsiho poskozeni CNS, ovsem je zde vétsi
riziko, Ze se rozvine chronickd forma. Obecné ma toto onemocnéni mirnéjsi prubeh u déti
nez u dospélych a tézsi formy Casto zpusobuji dlouhotrvajici ¢i trvalé neuropsychiatrické

nasledky (Mandl 2005).

1.3 Proteosyntéza

1.3.1 Proteosyntéza u neinfikovanych bunék

Proteosyntéza se sklada ze dvou hlavnich krokt — transkripce genetické informace z
DNA do mRNA apoté translace této informace z mRNA do aminokyselinové sekvence

proteinu.

Transkripce probiha u eukaryotickych bunék v jadre (nukleoplazmeé), kdy se pomoci
RNA polymerazy syntetizuje komplementarni fetézec k templatové DNA. Na promotor
nasedne RNA polymeraza, kterd rozvolni dvouSroubovici DNA. Nukleosidtrifosfaty se
samovolné paruji s odhalenymi bazemi DNA a RNA polymerdza je spoji do fetézce
fosfodiesterovymi vazbami. V eukaryotickych bunikdch vznikd nejdiive primarni

transkript, pre-mRNA, ktery podléha nékolika posttranskripénim tpravam.

Na 5'-konec pre-mRNA je navazan 7 'methyl guanosin (tzv. ¢epicka). Na 3’-konci
dochdzi k polyadenylaci, kdy je ¢ast primarniho transkriptu nastépena nukleazou
a polymeraza poté piida nckolik stovek nukleotidi dlouhou sekvenci sloZenou pouze
Z adeninti. Tyto dvé upravy (Cepicka a poly(A) usek) stabilizuji molekulu RNA, pomahaji
pii jejim transportu do cytoplazmy a jsou také vyuzity jako signal, Ze mRNA je kompletni.
Kromé toho dochézi jesté u vétsiny eukaryotnich RNA k odstranéni intront (nekddujicich
usekli RNA) takzvanym splicingem (sestithem) a nasledné k opétovnému spojeni exoni.

Sestiihanda mRNA je poté transportovana do cytoplazmy.

Translaci mizeme rozdélit na tii faze: iniciaci, elongaci aterminaci. Probiha na

ribozomech drsného ER ¢i na volnych ribozomech v cytoplazmé. Pro zahéjeni translace je

......

..........

.....
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v komplexu s GTP aelF2a. Pot¢é se mala podjednotka navaze na 5°-konec mRNA

.....
.....

.....

preklada potfadi bazi na sekvenci aminokyselin v proteinu. Iniciacni tRNA se vaze na
P-misto (peptidylové) ribozomu, na A-misto (aminoacylové) se poté navaze dalsi
aminoacyl-tRNA. Mezi aminokyselinami vznikne za Gcasti peptidyltransferazy peptidicka
vazba a ribozom se posune 0 3 baze (kodon). Tim se uvolni P-misto, na které se navaze
dalsi aminoacyl-tRNA. Tento proces prodluzovani aminokyselinového fetézce se nazyva

elongace.

K ukonceni translace, terminaci, dochéazi, kdyz se do vazebného A-mista dostane
jeden ze stop kodoni (UAA, UAG nebo UGA), které¢ nekoduji Zadnou aminokyselinu
a misto tRNA vazou terminacni faktory. Diky nim peptidyltransferaza pouzije jako substrat
misto aminokyseliny molekulu vody, a tim v P-misté uvolni polypeptidovy fetézec z tRNA

do cytoplazmy. Ribozom je odpojeny od mRNA a podjednotky jsou disociovany.

Nové syntetizované proteiny casto podléhaji posttranslacnim Upravam. K nim patii
odstépeni prvniho methioninu na N-konci, odstépeni signdlniho peptidu, rozstépeni
peptidu, navazani funkcnich skupin (glykosylace, fosforylace, ubikvitinace) ¢i vznik
disulfidickych mastkd. Tyto modifikace ovliviwuji strukturu a funkci proteint a jejich

stabilitu.

1.3.2 Proteosyntéza u infikovanych bunék

Protoze viry nemaji vlastni replikac¢ni a transla¢ni aparat, jsou v tomto ohledu zcela
zavislé na hostitelské buiice. Aby mohly vyuZit k syntéze proteint potfebnych pro replikaci
bunéénych ribozomil, musi zablokovat vlastni proteosyntézu buiky. OvSem infikovana
bunika mé své obranné mechanismy, kterymi miiZze virové translaci zabranit, a toto musi

virus také obejit.

1.3.2.1 Blokace proteosyntézy hostitelské buniky

Existuje n€kolik mechanismt, jak mize virus omezit proteosyntézu v hostitelské
burice a optimalizovat produkci virovych proteinil. Jedna z mozZnosti je omezeni syntézy

bunéénych proteini — degradace hostitelské mRNA, inaktivace translac¢nich faktorti buniky



a produkce faktorti, které specificky inhibuji bunéfnou translaci. Dal$i moznosti je
zvyhodnéni syntézy virovych proteini — pomoci syntézy faktorti, které usnadnuji virovou
vytlaCuje bunéfnou mRNA, nebo zménou iontového prostiedi v bunice, které bude

zvyhodnovat translaci virové mRNA (Schneider a Shenk 1987).

V ptipad¢ Herpes simplex viru 1 dochdzi ke zmén¢ exprese regulacnich proteind,
které se v bunice ucastni RNA splicingu (snizeni exprese), translace a nasledné dergadace
MRNA (zvySeni exprese) (Hong a kol. 2008). Virus vezikularni stomatitidy produkuje

velké mnozstvi virové mRNA, kterd je v infikované buinice translatovana s vyssi

.....

naptiklad fosforyluje a podjednotku eIF2 (Black a kol. 1994; Schneider a Shenk 1987).

1.3.2.2 Reakce viru na obranné mechanismy bunky

NejcastejSim obrannym mechanismem buiiky je indukce nespecifické imunitni
odpovédi, ktera zahrnuje produkci interferont (Lobigs a kol. 2003). Jedna se
0 glykoproteiny, které vazbou na specifické povrchové receptory okolnich bunck zvySuji
rezistenci téchto bun€k k virové infekci. Interferony indukuji expresi enzymt, v tomto
pripadé zejména proteinkindzy R a (2'-5") oligoadenylatsyntetazy (katalyzatorem exprese
téchto enzymi je dsRNA), amolekul ovliviiyjicich bunéény cyklus a apoptdzu
(Goodbourn a kol. 2000). Proteinkinaza R fosforyluje a-podjednotku elF2 atim dochazi
K inhibici iniciace proteosyntézy na ribozomech. Oligoadenylatsyntetaza katalyzuje tvorbu
oligoadenylatu, kde jsou jednotlivé nukleotidy spojeny vazbami 2'-5', nikoliv 3'-5'. Tyto
nasledn¢ aktivuji endoribonuklédzu L (RNaza L), kterd rozklada mRNA arRNA
(Schneider a Shenk 1987).

Virova obrana proti produkci interferonu je zna¢né riznoroda. V piipad¢ infekce
nékterymi viry dochdzi k produkci mensiho mnozstvi dsRNA, atim nedochazi Kk vyssi
expresi téchto enzymu. Jiné zase produkuji proteiny, které se vazi na dsRNA atim ji
inaktivuji. Tuto aktivitu maji naptiklad proteiny pfitomné v kapsidé reovirt ¢i NS1 protein
viru chiipky (Lloyd a Shatkin 1992; Lu a kol. 1995). Dalsi moznosti pro viry jak obejit
bunécnou odpovéd’ je inhibice proteinkindzy R, jako u infekce poliovirem, nebo syntéza

inhibitor RNazy L pfi infekci virem HIV (Black a kol. 1989; Martinand a kol. 1999).



1.4 Bioortogonalni chemie

Bioortogonalni chemie je soubor vSech reakci, které mohou probihat v Zivych
systémech a pfitom neovliviuji pfirozené biochemické procesy (Sletten a Bertozzi 2009).
Vyuziva modifikovanych molekul, které nesou malou nereaktivni skupinu. Tyto molekuly,
strukturné velice podobné nativnim molekulam, jsou zpracovany vlastnimi enzymy buriky.
Napftiklad modifikované aminokyseliny nesouci nereaktivni skupinu jsou akceptovany
translaénim mechanismem buiiky a inkorporovany do proteinti. Tato nereaktivni skupina
pfitom zustava inertni k okolnimu prostiedi (Prescher a Bertozzi 2005). Inertni skupina
poté muize reagovat s piidanou sondou (specificka reakce inertni skupiny se sondou, tzv.
Click reakce, Obr. 1), ktera nese funk¢ni skupinu (napf. fluorofor ¢i biotin), ato za
podminek podobnych tém, které se vyskytuji v zivych organismech — probihaji pfi teploté

37 °C a Vv rozmezi pH 6-8.

1.4.1 Click chemie

Click chemie je definovana jako souhrn reakci, které probihaji s vysokou rychlosti,
jsou vysoce selektivni a maji vysoké vytézky (Baskin a Bertozzi 2007). Kromé tohoto musi
spliovat idal§i kritéria — byt modularni, produkovat pouze neSkodné meziprodukty
a produkty, reakce by meéla byt stereospecifickd, probihat v jednoduchych reakénich
podminkach (idealné by neméla byt ovlivnéna ptitomnosti vody a kysliku) a produkty by
mély byt snadno izolovatelné (Kolb a kol. 2001).

Jednou z Click reakci je 1,3-dipolarni cykloadice mezi azidem a terminalnim
alkynem, malymi inertnimi skupinami, kdy jedna z nich (azid nebo alkyn) je navdzana na
sledovanou molekulu adruha je konjugovana s malou reaktivni znackou (funkéni
skupinou), pouZzitelnou pro pozdé€jsi detekci. Touto znaCkou mize byt fluorofor anebo
naptiklad biotin (schéma reakce viz Obr. 1). Jak alkyn, tak azid jsou slouceniny, které se
v zivych organismech bézné nevyskytuji, coz ¢ini reakci velice specifickou
(Beatty a kol. 2006).
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Obrazek 1: Schéma Click reakce mezi azidem a alkynem.

Znaceni a detekce proteinil s vyuzitim Click reakce probiha ve dvou krocich. Prvnim
krokem je metabolické znaceni proteint, buniky jsou inkubovany s modifikovanou
aminokyselinou nesouci inertni skupinu (L-azidohomoalanin, AHA), nasleduje vlastni
Click reakce (1,4-dipolarni cykloadice) mezi azidem aalkynem snavéazanou funkéni
skupinou katalyzovana ionty Cu®, pii které vznika stabilni triazol (schéma viz Obr. 1).
Vyhodou této reakce je jeji rychlost, reakce je az 107 krat rychlejsi pii pouziti iontd Cu®
nez u nekatalyzované reakce (Lahann 2009). Protoze koncentrace ionti médi potiebna pro
katalyzu reakce je pro organismus toxickd, pii pokusech jsem Click reakci provadéla az po

lyze bunék.

1.4.2 Metoda BONCAT

BONCAT (bio-orthogonal non-canonical amino acid tagging) je jedna z metod, jak
zviditelnit a identifikovat nové syntetizované proteiny. Principem postupu, ktery jsem
pouzivala, je inkorporace azidové skupiny do proteinu (metabolické znaceni s vyuzitim
AHA), nasledné chemoselektivni znaceni alkynovym tagem (Click reakce), purifikace
(afinitni chromatografie) a identifikace (hmotnostni spektrometrie, MS) naznacenych

proteind.

AHA je syntetickym analogem methioninu (Obr. 2), neni toxicky pro bunky
a nezasahuje do metabolismu proteinti v bufice, ¢imZ spliluje podminky bioortogonality

(Dieterich a kol. 2006). Zaroven nahrada methioninu jeho analogem umoziuje napf.
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znaceni fluorescencni sondou (Kiick a kol. 2002). Dlouho se ptedpokladalo, ze azidy jsou
nestabilni ¢i toxické. Ackoliv azidovy anion ma toxicitu srovnatelnou s kyanidem,

organické azidy toxické nejsou, pii 37 °C jsou stabilni, nereaguji s vodou a jsou rezistentni

k oxidaci (Debets a kol. 2010; Prescher a Bertozzi 2005).

0 0
HoN ﬁOH HoN ﬁOH
S. Na
CH

®
3 N\\@
1 2

N

Obrazek 2: Methionin (1) a L-azidohomoalanin (2).

Tato metoda je omezena na proteiny, které obsahuji alespoil jeden methionin. Pro
ptiklad, ¢ast lidského proteomu methionin neobsahuje vibec (1,02 %) a dalsich 5,08 %
vSech lidskych proteinti obsahuje methionin jen v N-terminalni oblasti, ktera mtze byt
predmétem posttranslacnich uprav. Z toho plyne, ze teoreticky mize byt 94 % lidskych
proteint nazna¢eno metodou BONCAT (Dieterich a kol. 2007).
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2 CILE PRACE

Kultivace sav¢ich bun¢k (glioblastli) v pfitomnosti AHA

Provedeni Click reakce

Detekce znacenych proteinti pomoci SDS-PAGE a western blotu

Identifikace zna¢enych proteinti pomoci MS
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzita bunécna linie

Neurdlnich bunéénych linii existuje vice, ale po zhodnoceni pouzitelnosti
jednotlivych linii bylo rozhodnuto, Ze pro sledovani zmén proteosyntézy bude pouzivana
bunécna linie glioblastomil, odvozena od podplirnych bun¢k neuralniho pivodu (Prof. T.
Eckschlager, 2. Lékarska fakulta, Univerzita Karlova). Bunky byly kultivovany pii 37 °C
v médiu RPMI (Sigma-Aldrich) s ptidavkem 10% BOFES (bovine fetal serum, PAA
Laboratories), antibiotik/antimykotik (PAA Laboratories), merkaptoethanolu (Merck)
a glutaminu (PAA Laboratories). Veskera prace s butikami probihala v boxu s laminarnim

proudénim, tzn. ve sterilnim prostiedi.

3.1.1 Infekce bunék VKE

Pro infekci byl pouzivan virus KE, kmen Neudoerfl, namnozeny v glioblastomech, v
suspenzi média RPMI. Titr viru, vyjadieny v plakotvornych jednotkach (PFU, plaque
forming units) byl 10° PFU/m.

Infekce bundk virem KE probihala v kultivaénich lahvich o objemu 25cm®. Na jednu
lahev bylo nasazeno 2 x 10° bungk anechano 12 hodin v boxu pfi 37 °C, aby se bunky

pfichytily na dno kultiva¢ni nadoby.

Médium v kultivacni lahvi bylo odebrano a nahrazeno 2 ml ¢erstvého média s virem.
Adsorpce probihala v koncentraci 10 MOI (multiplicity of infection), k 1,8 ml média bylo
ptidano 200 pl virové suspenze. Buiiky byly inkubovany 2 hodiny pfi teploté 37 °C. Poté
bylo médium s virem odebrano abuniky byly promyty sterilnim PBS (0,137 M NacCl,
2,68 mM KCI, 8,1 mM NayHPO4, 1,47 mM KH,PO,4, pH 7,3). Bylo pfidano 10 ml
cerstvého RPMI média a buiky byly inkubovany po dobu 12, 24, 36, 48, 72, 96 a 120

hodin (pocitano od zacatku infekce).

3.1.2 Inkubace bunék s AHA

Metabolické znaeni proteinli pomoci AHA bylo zapocato 2 hodiny pfed koncem
daného intervalu (napf. u intervalu 12 hodin zacalo znafeni 10 hodin po infekci).

Z kultiva¢ni lahve bylo odebrano médium, buiiky byly promyty sterilnim PBS (pH 7,3)
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abyly knim pfidany 2 ml RPMI média bez methioninu (RPMI-1640 modified Sigma-
Aldrich), s ptidavkem 10% BOFES, antibiotik/antimykotik, merkaptoethanolu, glutaminu
a cysteinu (L-cystine Research Grade, Serva). Po 2 hodinach inkubace pii 37 °C byl
k médiu pfidan zasobni roztok AHA (Click-iT® AHA L-Azidohomoalanine,
LifeTechnologies) tak, aby vyslednd koncentrace byla 50 uM. Buiky byly s AHA
inkubovany dalsich 60 minut. Poté byl ptipraven lyzat.

3.1.3 Priprava lyzatu

Bunky v kultiva¢ni lahvi byly pomoci Skrabky na bunky seSkrabnuty do suspenze
s médiem. Ta byla pienesena do mikrozkumavky a centrifugovana pii 4 °C 10 minut a 400
x G. Supernatant (médium) byl opatrné¢ odebran a pelet byl rozsuspendovan v 1 ml
sterilniho PBS (pH 7,3) a opét centrifugovan pii 4 °C 10 minut, 400 X G. Tento promyvaci
krok byl jesté jednou zopakovan. Poté bylo k peletu ptidano 500 pl lyzaéniho pufru (10%
SDS v 50 mM Tris-HCI, pH 8,0) s inhibitory proteaz (HALT™ Protease Inhibitor Cocktail
(100x), Thermo Scientific) a fosfatiz (HALT™ Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x),
Thermo Scientific) v fedéni 10 pl na 1 ml lyza¢niho pufru. Vznikly lyzat byl 10 minut
sonikovan, 10 minut vortexovan pii laboratorni teploté a nasledné 5 minut centrifugovan

na maximalni otac¢ky (10 000 x G). Lyzat byl skladovan pii -75 °C do dal§iho zpracovani.

3.2 Priprava proteinii

3.2.1 Click-iT reakce

U Click reakce je pozadovana maximalni mnozstvi proteinti 200 pg v maximalnim
objemu 50 ul, proto byla u lyzatu spektrofotometricky zméfena koncentrace proteint
(Nanophotometer Implen). Pro provedeni Click reakce byl pouzivan Click-iT Protein
Reaction Buffer Kit (Life Technologies).

Ke 100 pl Click-iT reakéniho pufru byl pfidan biotin-alkyn (Life Technologies) nebo
Alexa Fluor® 488 alkyn (Life Technologies) tak, aby vyslednd koncentrace byla 40 uM.
Ke smési bylo pfidano odpovidajici mnozstvi vzorku dle naméfené koncentrace a piidana
dH20 na celkovy objem 160 pl. Smés byla 5 vtefin vortexovana. Poté bylo pfidano 10 pl
roztoku CuSQO, o koncentraci 40 mM a opét 5 vtetin vortexovano. Nasledné bylo pfidano

10 ul Click-IT reaction buffer additive 1, 5 vtefin vortexovano a ponechano 2-3 minuty
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stat. Pak bylo pfidano 20 ul Click-iT reaction buffer additive 2, smés byla 5 vtefin

vortexovana. Click reakce probihala dalSich 20 minut za pomalého otaceni na rotatoru.

Po 20 minutach bylo provedeno srazeni proteini. Ke smési bylo piidano 600 pl
methanolu (Lachner), 400 ul chloroformu (Lachner) a 150 ul dH,O. VSe bylo kratce
zvortexovano a centrifugovano 5 minut pfi 13 000 x G. Vizualné se daly odlisit dvé faze,
oranzova a bezbarva. Oranzova faze byla opatrné odebrana tak, aby nebyla porusena vrstva
vysrazenych proteinii na rozhrani fazi. K druhé fazi bylo pfidano 450 ul methanolu, smés
byla kratce vortexovana a centrifugovana 10 minut na maximalni otacky. Supernatant byl
odebran a pelet byl jesté jednou promyt methanolem. Po odstranéni supernatantu byl pelet
vysus$en ve vakuu a nasledné rozpustén v 50 ul lyzaéniho pufru (10% SDS v 50 mM Tris-

HCI, pH 8,0). Takto ptipravené proteiny byly pouzity pro dalsi zpracovani.

Vsechny kroky, ve kterych vzorek obsahoval azidovou skupinu anebo fluorescencni

znacku Alexa Fluor® 488 probihaly ve tm¢.

3.2.2 Afinitni chromatografie s vyuZzitim magnetickych kuli¢ek

Pro purifikaci proteinti po probéhlé Click reakci bylo vyuzito afinitni chromatografie
na magnetickych kuli¢kach. V zavislosti na tom, jaky konjugat byl pouzit pti Click reakci,
byla afinitni chromatografie provadéna bud’ na magnetickych kulickéch se streptavidinem
(pokud byl pouzit biotin-alkyn) nebo na magnetickych kulickach s proteinem G (pokud
byla pouzita Alexa Fluor 488® alkyn).

a) Streptavidin

Do mikrozkumavky bylo odebrano 30 ul magnetickych kuli¢ek se streptavidinem
(Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1, Life Technologies) a mikrozkumavka byla
umisténa do magnetického stojanku. Po minuté¢ byl odebran skladovaci roztok
a magnetické kulicky byly 2x promyty 0,5ml PBS (0,137 M NaCl, 2,68 mM KClI,
10 mM Na;HPO4, 1,76 MM KH,PO,, pH 7,4). Poté byly kulicky rozpustény
v 380 ul PBS (pH 7,4), knim bylo pfidano 20 ul vzorku a4 pl inhibitord proteaz
(HALT™ Phosphatase Inhibitor cocktail (100x), Thermo Scientific). Smés byla umisténa

na 30 minut do rotatoru, chranéna pied svétlem.
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Po 30 minutach byla mikrozkumavka umisténa do magnetického stojanku a po dvou
minutdch byl roztok odebrdn do nové mikrozkumavky, oznacené jako FT (,,flow-
through®). Magnetické kulicky byly poté 3x promyty 0,5 ml PBS (pH 7,4), odebrané
roztoky byly pfeneseny do mikrozkumavek s oznacenim Wi.3 (,,wash*). Po promyti byly
magnetické kulicky rozsuspendovany v 20 ul dH,0. Z toho byly 4 ul pouzity pro detekci
pomoci SDS-PAGE, zbylych 16 pul bylo odeslano na analyzu hmotnostni spektrometrii.

b) Alexa Fluor 488®

Do mikrozkumavky bylo odebrano 30 ul magnetickych kulicek s navazanym
proteinem G (Life Technologies) a mikrozkumavka byla umisténa do magnetického
stojanku. Po minuté byl odebran skladovaci roztok a magnetické kulicky byly 2x promyty
v 0,5 ml PBS, pH 7,4. Poté byly rozsuspendovany v 50 ul PBS pH 7,4, k nim byla ptidan
1ul anti-Alexa Fluor® 488 rabbit IgG (Life Technologies) asmés byla 30 minut
vortexovana pii nizké rychlosti. Poté byla mikrozkumavka umisténa do magnetického
stojanku, roztok byl odebran a magnetické kulicky byly 2x promyty 0,5 ml PBS (pH 7,4).
Nasledné k nim bylo ptidano 180 ul PBS pH 7,4, 20 pl vzorku a 2 ul inhibitord protedz
(HALT™ Phosphatase Inhibitor cocktail (100x), Thermo Scientific). Smés byla 30 minut

vortexovana pii nizké rychlosti, chranéna pted svétlem.
Dalsi postup byl stejny jako vySe.

V obou ptipadech byly proteiny navazané¢ na magnetickych kuli¢kach odeslany pro
identifikaci Mgr. Peteru Konikovi (Ustav chemie abiochemie, PiF JU). Vzorky byly
Sté€peny trypsinem, tryptické §tépy byly separovany NanoAcquity UHPLC (Waters) na C18
kolon¢ a analyzovany hmotnostnim spektrometrem ESI-QTOF PREMIER (Waters).
Identifikace proteind probihala softwarem ProteinLynxGlobalServer software (Waters) s

vyuzitim datab4dze Swiss-Prot.

3.3 Detekce a vizualizace proteini

3.3.1 SDS-PAGE

Pro separaci proteinli podle velikosti byla pouzita polyakrylamidova gelova

elektroforéza (Laemmli 1970). Probihala na 12% polyakrylamidovych (PAA) gelech s 5%
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zaostfovacim gelem. Slozkami pfipravenych geli je 30% Acrylamide Mix, smés
akrylamidu a bis-akrylamidu 37,5:1 (Merck), 10% APS (Amresco), TEMED (Sigma
Aldrich), zaostfovaci pufr (1M Tris-base, 0,4% SDS, pH 6,8), separa¢ni pufr (1,5M Tris-
base, 0,4% SDS, pH 8,8) a dH,O. Mnozstvi potfebna pro namichani jednoho gelu jsou

uvedena v Tabulce I.

Tabulka I: Objemy roztoki potiebné pro pfipravu zaostiovaciho a separa¢niho gelu.

Zaostiovaci gel (ml) Separa¢ni gel (ml)
30% akrylamid 2 0,17
Zaosttovaci pufr 1,25 -
Separacéni pufr - 0,25
dH.O 1,7 0,57
10% APS 0,05 0,01
TEMED 0,002 0,001

Vzorky pro elektroforetickou separaci byly smichany s 4x redukujicim vzorkovym
pufrem (Fermentas, Thermo Scientific) s pfidavkem dithiothreitolu (DTT) a zahtivany 10
minut na 70 °C. Do sestavené aparatury (Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad) byl nalit
elektrodovy pufr (25 mM Tris-base, 0,192 M glycin, 3,6 mM SDS) ado jamek byly
naneseny vzorky. Do jedné jamky byl nanesen proteinovy marker, do ostatnich pfipravené
vzorky. Pro nékteré vzorky byly vytvoreny dva totozné gely; jako proteinovy marker byl u
jednoho gelu ur¢eného pouze pro barveni proteinti pouzit Protein Ladder (10-250 kDa)
(New England BioLabs) au druhého gelu uréeného pro blotovani Prestained Protein
Marker VI (10 — 245 kDa) (Applichem).

Elektroforeticka separace proteini na 12% PAA gelu probihala cca 1,5 hodiny pfi
napéti 120 V. Po separaci byly gely oplachnuty dH,O, aby se odmyl zbytek
elektroforézového pufru. Jeden gel byl pouzit pro western blotting, druhy pro barveni
proteini pomoci pomoci PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas, Thermo
Scientific). Kvuli nizké intenzité barveni byly nékteré gely nabarveny pomoci Silver Stain
Kitu (Pierce, Thermo Scientific). V piipadé¢, Ze byl pfipraven pouze jeden gel se vzorky,
byl pouzit pro western blotting a nasledné (pro kontrolu preblotovani vSech proteind) byl

obarven PageBlue™.
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3.3.2 Barveni geli

a) PageBlue™ Protein Staining Solution

Polyakrylamidovy gel byl 3x promyt v dH,O po dobu 10 minut a poté byl umistén
do barviciho roztoku (PageBlue™ Protein Staining Solution) na 1 hodinu (nebo pfes noc).
Nasledné byl gel 2x oplachnuty v dH,O a odbarvovan v dH,O. Gely byly focené gel-

dokumenta¢nim zatizenim MiniLumi (DNR Bio-Imaging Systems).

b) Silver Stain Kit

Gel byl promyvan 2 x 5 minut v dH,O a poté fixovan 2 x 15 minut ve fixovacim
roztoku (30% ethanol, 10% kyselina octova). Poté byl gel promyt 2 x 5 minut
v 10% ethanolu a2 x 5 minut v dH,O. Nasledné¢ byl gel inkubovan 1 minutu v roztoku
Silver Stain Sensitizer (fedéni 1:500 v dH,0), promyt v dH,O 2 x 1 minutu a inkubovan
v roztoku Stain Working Solution (Silver Stain Enhancer, ¥déni 1:50 v roztoku Silver
Stain) po dobu 30 minut. Gel byl rychle 2x oplachnut v dH,O po dobu 20 vtefin, poté byl
inkubovan v roztoku Developer Working Solution (Silver Stain Enhancer, fedéni 1:50
v Silver Stain) 2-3 minuty, dokud se na gelu neobjevily prouzky. Po dosazeni pozadované
intenzity bylo vyvijeni zastaveno 5% roztokem kyseliny octové. Gel byl v tomto roztoku
rychle oplachnut apoté v cisttm 10 minut inkubovan. Gely byly focené gel-

dokumentaénim zafizenim MiniLumi (DNR Bio-Imaging Systems).

3.3.3 Western blotting

Elektroforeticky separované proteiny byly pieneseny na polyvinyliden difluoridovou

(PVDF) membranu (Pall) metodou podle Towbina (1979).

PVDF membrana byla inkubovana 5 minut v methanolu a nasledn¢ stejné jako SDS-
PAGE gel a blotovaci papiry v blotovacim pufru (25 mM Tris-base, 0,192 M glycin, 20%
methanol). V blotovaci aparatuie (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) byl
sestaven blotovaci sendvi¢. Pfipadné bublinky byly pii sestavovani odstranény sklenénou

ty¢inkou. Blotovani probihalo 1 hodinu pii 20 V.

Po hodiné a po rozebrani blotovaci aparatury byly na membran¢ oznaceny jamky
a membrana byla kratce promyta v dH,O. Poté byla hodinu blokovana v 5% mléce (5%

suSené odtu¢néné mléko v PBS, pH 7,4) pii laboratorni teploté, nebo ptes noc pii 4 °C.
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Dalsi postup se mirné liSil podle pouzitého konjugétu (biotin-alkyn / Alexa Fluor® 488
alkyn).

a) Streptavidin

Membrana byla inkubovdna 1 hodinu v 5% mléce s pifidanym streptavidinem
snavazanou alkalickou fosfatdzou (Streptavidin Alkaline Phosphatase, Vector

Laboratories) v fedéni 1:1000.

b) Alexa Fluor® 488

Membrana byla inkubovana 1 hodinu Vv 5% mléce s pfidanou primarni protilatkou
(anti-Alexa Fluor® 488 Rabbit, Life Technologies) v fedéni 1:1000. Poté byla 3x promyta
v PBS-Tween (0,05% Tween 20 v PBS, pH 7,4) po dobu 10 minut a nasledné 1 hodinu
inkubovana se sekundarni protilatkou (Alkaline Phosphatase Goat Anti-Rabbit 1gG, Vector
Laboratories), také v fedéni 1:1000.

Nasledné byly membrany 2x promyty v PBS-Tween, 1x v PBS aumistény do
vyvolavaciho roztoku pro alkalickou fosfatazu (20 ul 1x BCIP/NBT na 1 ml 0,1 M
Tris-Base, 0,05 M MgCl,, 0,1 M NaCl, pH 9,5) a ponechany vyvolavat za tmy, dokud se
na membran€ neobjevily prouzky. Poté byly membrany promyty dH,O, vysuSeny

a vyfoceny gel-dokumenta¢nim zatizenim MiniLumi (DNR Bio-Imaging Systems).
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4 VYSLEDKY

Pii pokusu znaceni nové syntetizovanych proteint v glioblastomech pomoci AHA
byly naznaceny proteiny syntetizované v danych intervalech (viz kapitola 3.1.1)
a detekovany pomoci systému biotin/streptavidin na PVDF membrané. Po neuspokojivych
vysledcich byl cely postup zopakovan, s vyuzitim Alexa Fluor® 488/ anti-Alexa Fluor®
488 opét na PVDF membrané.

K ovéfeni, zda Click reakce s pfidanim biotin-alkynu probehla, byla nasledné
zméfena koncentrace proteinti a vypocitan vytézek reakce v procentech (Tab. II). Pro
kazdou jednotlivou reakci bylo pouzito doporuc¢ené mnozstvi proteini, 200 pg/reakei.
Oznaceni vzorkil udava casovy interval a poradové €islo v tomto intervalu (12/1 oznacuje
interval po infekci 12 hodin, vzorek €. 1; vzorky s oznacenim O nebyly infikovany).

V kazdém intervalu byly zpracovany tii vzorky (triplikaty).

Tabulka I1: Vytézek proteint z Click reakce pii pouziti biotin-alkynu.

Vytézek proteinit Vytézek proteinil
vzorek [ug] [%] vzorek [ug] [%0]
0/1 159,5 79,75 48/1 181,2 90,58
0/2 150,0 75,00 48/2 1425 71,25
0/3 139,5 69,75 48/3 174,0 87,00
12/1 79,5 39,75 72/1 173,8 86,92
12/2 128,0 64,00 72/2 159,3 79,67
12/3 137,5 68,75 72/3 198,0 99,00
24/1 178,8 89,42 96/1 1425 71,25
24/2 82,0 41,00 96/2 198,0 99,00
24/3 130,5 65,25 96/3 164,2 82,08
36/1 125,5 62,75 120//1 190,8 95,42
36/2 94,2 47,08 120/2 198,2 99,08
36/3 1255 62,75 120/3 193,3 96,65

Po nasledné

purifikaci

naznafenych proteinli

afinitni

chromatografii

magnetickych kuli¢kdch se streptavidinem byly vSechny frakce naneseny na gel,
elektroforeticky separovany a rozdélené proteiny obarveny, ovSem s mizivym vysledkem
(vysledek neni v praci zahrnut). ProtoZe i pti blotovani nebyl na membrané detekovatelny

signal, pouze mirna nespecifita (Obr. 3A), byly proteiny v gelu dale nabarveny stiibrem
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(Obr. 3B), kde se potvrdilo, Ze jsou proteiny ve vzorku obsazeny, ale v mnozstvi, které je

pravdépodobné pod limitem detekce western blotem.

36/3 48/1 24/1 24/2
M FT W MKW MK M FTW MK FTW MK

245 kDa
180 kDa
135 kDa
100 kDa
75 kDa

'
63 kDa

48 kDa
35 kDa
25 kDa
20 kDa
17 kDa

11 kDa

Obrazek 3: Detekce proteinti western blotem s vyuzitim streptavidinu konjugovaného
s alkalickou fosfatdzou (A), SDS-PAGE separace znacenych proteinii purifikovanych
afinitni chromatografii s vyuzitim magnetickych kulicek se streptavidinem, barveno
stiibrem (B). M — marker, FT — flow through, W — wash, MK — magnetické kuli¢ky.

Pro kontrolu probéhnuté Click reakce a k vylouceni nespecifity western blotu byly
poté jesté dva vzorky (96 h a 120 h po infekci) naneseny na gel spolu s ostatnimi vzorky
(frakcemi afinitni chromatografie) a pteblotovany. Potvrdilo se, zZe Click reakce probéhla,
ale nezdafila se nasledna purifikace afinitni chromatografii (viz Obr. 4, vzorek 120/CL,
96/CL)
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Obrazek 4: Detekce znacenych purifikovanych proteini western blotem s vyuZitim
streptavidinu konjugovaného s alkalickou fosfatazou, vzorky véetné lyzatu po Click reakci.
M — marker, CL — vzorek po Click reakci, FT — flow through, W — wash, MK -
magnetické kulicky.

Kwvili problémim s detekei znacenych proteinti pomoci systému biotin/streptavidin
bylo nésledné rozhodnuto, Ze Click reakce, purifikace a nasledna vizualizace znac¢enych

proteini bude provedena pomoci systému Alexa Fluor® 488/ anti-Alexa Fluor® 488.

K ovéfeni, zda Click reakce probéhla s pomoci nového systému s piidanim Alexa
Fluor® 488-alkynu, byla zméfena koncentrace proteini a vypocitan vytézek reakce
v procentech (Tab. III). Pro kazdou jednotlivou reakci bylo pouZzito doporuc¢ené mnozstvi
proteinli, 200 pg/reakci. Jak je ztabulky patrné, vytézek reakci se vyrazné nelisil od

predchozi metody.
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Tabulka I11: Vytézek proteini z Click reakce pii pouziti Alexa Fluor® 488-alkynu.

Vytézek proteint Vytézek proteini
vzorek [ug] [%] vzorek [ug] [%]
0/2 180,8 90,42 48/1 77,2 38,58
0/3 164,3 82,17 48/2 111,0 55,50
0/4 166,5 83,25 48/3 159,5 79,75
12/1 174,0 87,00 72/1 161,8 80,92
12/2 172,5 86,25 72/2 196,5 98,25
12/3 127,8 63,92 72/3 135,2 67,58
24/1 77,2 38,58 96/1 103,8 51,92
2412 72,3 36,17 96/2 144.8 72,42
24/3 84,5 42,25 96/3 140,0 70,00
36/1 82,0 41,00 120//1 154,5 77,25
36/2 79,5 39,75 120/2 188,3 94,17
36/3 123,2 61,58 120/3 198,0 99,00

Nasledné byly purifikovany znacené proteiny pomoci afinitni chromatografie. Byla
pouzita anti-Alexa Fluor® 488, ktera se specificky vaze jak na pouzité magnetické kulicky

S navazanym proteinem G, tak na znacené proteiny.

Vsechny frakce z afinitni chromatografie (vcetné lyzatu po Click reakci) byly
naneseny na gel anasledné byly elektroforeticky rozdélené proteiny detekovany western
blotem. Prvni dva gely byly jen barveny PageBlue™ a nasledn¢ kvuli nizké intenzité

barveni byly gely nabarveny jesté stiibrem (Obr. 5A).

Na Obrazku 5A je jiz vidét, Ze proteiny zfetelné tvoii prouzky a detekce znacenych
proteinli pomoci Alexy Fluor® 488 anaslednym western blotem (Obr. 5B) je vice
specifickd nez piedchozi metoda s vyuzitim biotin-streptavidinu a naslednym western
blotem. Dalsi SDS-PAGE gely jiz byly barveny PageBlue™ jen pro potvrzeni, ze vSechny

proteiny byly pifeneseny na PVDF membranu, a nejsou zde ukazany.
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Obrazek 5: SDS-PAGE separované proteiny barvené stiibrem (A), detekce znacenych
proteini western blotem pomoci anti-Alexa Fluor® 488 Rabbit a anti-rabbit goat AP (B).
M — marker, CL — vzorek po Click reakci, FT — flow through, W — wash, MK —
magnetické kulicky.

Nasledujici Obrazky 6 a 7 ukazuji vysledky western blotu (s vyuzitim Alexa Fluor®
488 systému) v riznych intervalech po infekci virem KE. Z obrazki je patrné, Ze znaceni
a purifikace proteini probéhla v detekovatelnych koncentracich. Frakce magnetickych
kulicek byla dale odeslana k identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Pro
ovéfeni funk¢nosti/nefunkénosti systému byly odeslany i magnetické kulicky z prvniho

pokusu se systémem biotin/streptavidin.
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Obrazek 6: Detekce znacenych proteinti western blotem u neinfikovanych bunék (A), 12
hodin po infekci (B), 24 hodin po infekci (C) a 36 hodin po infekci (D). M — marker, CL —
vzorek po Click reakci, FT — flow through, W — wash, MK — magnetické kulicky.
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Obrazek 7: Detekce znacenych proteinti western blotem u 48 hodin p.i. (A), 72 hodin po
infekci (B), 96 hodin po infekci (C) a 120 hodin po infekci (D). M — marker, CL — vzorek
po Click reakci, FT — flow through, W — wash, MK — magnetické kulicky.
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Z vysledkl je patrné, ze v delSich intervalech po infekci je tvofeno méné riznych
proteini au znaCenych proteint nedochdzi k degradaci. Dle vysledkii z hmotnostni
spektrometrie se ve vzorcich krom¢ keratinu a dal$ich obvyklych kontaminaci vyskytovaly
rizné formy aktinu, BSA, a z magnetickych kulicek Immunoglobulin G binding protein
nebo streptavidin (IgG nebyl pfitomny ve vSech vzorcich, pravdépodobné kvili chybam

V pribehu zpracovani). V soucasné dob¢ probiha optimalizace tohoto postupu.
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5 DISKUZE

V mé préci jsem sledovala zmény v proteosyntéze u bunck infikovanych virem KE,
ato u bunécné linie glioblastomu, odvozené od podpurnych neurdlnich bun¢k, glioblasti.
Tento typ bunék byl zvolen vzhledem Kk neurotropnimu charakteru viru KE a vzhledem
k tomu, Ze z dostupnych linii se glioblastomova buné¢na linie jevi jako nejvhodné&jsi pro
podobné pokusy. Tyto bunky byly téz pouzity jako model pii studiu zmén v genové
expresi pii nakaze virem Zapadniho Nilu (Koh a Ng 2005). Pro sledovani zmén pii mych
pokusech byla pouzita metoda BONCAT, vyuzivajici bioortogonalni chemii, pomoci které
lze odlisit nové syntetizované proteiny od starSich protein. Proteiny byly naznaceny
modifikovanou aminokyselinou (AHA), ktera je svou strukturou podobna methioninu
aneni toxicka pro buiky (Dieterich a kol. 2006). Poté¢ byla provedena Click reakce, pfi
které azidova skupina reagovala s alkynem za vzniku stabilniho triazolu. Katalyzatorem
této reakce byly Cu” ionty. Na alkynu byla navazana funkéni skupina, kterd byla pozdéji
pouzita pro detekci téchto proteinti. Pro ovéteni, zda Click reakce prob¢hla, byla pied i po
reakci zmétena koncentrace proteini ve vzorcich a nasledné vypocitan vytézek reakce. Ten

se pohyboval u obou pouzitych postupti ve vétsing piipadi nad 50 %.

Pro detekci proteinii byl pouzit systém biotin/streptavidin. Jedna se 0 pomérné
univerzalni systém, ktery mé Siroké spektrum pouziti — afinitni purifikace a znaceni,
fluorescenéni mikroskopie, prutokova cytometrie (Diamandis a Christopoulos 1991).
Systém biotin/streptavidin byl pouzit pii identifikaci noveé syntetizovanych proteinli v praci
Dieterich a kol. (2006), kdy se podafilo identifikovat 195 nové syntetizovanych proteinti
v ¢asovém intervalu dvou hodin, v n€kterych piipadech ovSem vykazoval variabilitu ve
znaceni (Charron a kol. 2009). Obdobny postup byl pouzit pii sledovani proteosyntézy
v larvach Dania pruhovaného (Danio rerio), kdy pro purifikaci znacenych proteini byl
pouzit systém biotin/avidin, a pro vizualizaci pomoci fluorescence Alexa Fluor® 488 alkyn
(Hinz a kol. 2012). Znaceni pomoci Alexa Fluor® 488 bylo také pouzito pii sledovani
regulace proteosyntézy indukované IL-6 a NGF (nerve growth factor) v nervovych
bunkach (Melemedjian a kol. 2010).

V naSem pftipadé byl alkyn konjugovan s biotinem a streptavidin byl ve formé
magnetickych kuli¢ek pouZity pfi purifikaci proteinil a nasledné také pro jejich vizualizaci.

Proteiny purifikované afinitni chromatografii na magnetickych kuli¢kach se streptavidinem
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byly elektroforeticky rozdéleny na PAA gelu, pteblotovany a vizualizovany na PVDF
membrané pomoci streptavidinu konjugovaného s alkalickou fosfatdzou. Protoze se u
purifikovanych vzorkt nepodatilo dosahnout uspokojivého vysledku, pravdépodobné kvili
nizké koncentraci proteini, byly naneseny na PAA gel i vzorky po Click reakci. Ty se jiz

vizualizovat zdafilo, purifikace tedy neprobé&hla optimalné.

Kwvili problémtim s detekci protein byl cely postup zopakovan, a to se systémem
Alexa Fluor® 488/ anti-Alexa Fluor® 488, kdy Alexa Fluor® 488 byla konjugovana
s alkynem pouzitym pii Click reakci. Zde se jiz purifikace (afinitni chromatografii s na
magnetickych kulickdch s navazanym proteinem G) inasledna vizualizace proteinit na
PVDF membrané (pomoci anti-Alexa Fluor® 488 Rabbit protilatek a nasledné anti-rabbit
goat protilatek konjugovanych s alkalickou fosfatdzou) zdafila. Na Obrazku 8 je ukézana

funk¢énost systému, vizualizace Alexa Fluor® 488 alkyn (zelend) pomoci fluorescencniho

mikroskopu (provedla Bc. Hana Zavadilova).

Obrazek 8: Glioblastomy, proteiny znac¢ené pomoci AHA po dobu 30 minut. Click reakce
AHA s Alexou Fluor® 488. Zelend — Alexa Fluor® 488, modra — DAPI (znaceni DNA).

Infekce virem ovlivituje bunécnou proteosyntézu ve svilj prospéch, coZ ma za nasledek
syntézu mensiho spektra proteind (Alkhalil a kol. 2010; Martinez-Betancur a Martinez-
Gutierrez 2013; Tchankouo-Nguetcheu a kol. 2012). Pokud porovname mezi sebou profil
znacenych proteint v jednotlivych intervalech infekce, miizeme si v§imnout, Ze u prvnich
intervalll je spektrum proteini Siroké, kdezto u intervalu 120 hodin po infekci jiz
detekovatelnych prouzki odpovidajicich jednotlivym proteiniim mnoho neni. Prouzky

odpovidajici cca 50 kDa a 24 kDa, u kterych jsme ve vSech intervalech zaznamenali
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vyrazny signal (u vzorkd S oznacenim MK), jsou podjednotky protilatky pouzité

k purifikaci (anti-Alexa Fluor® 488 alkyn).

Magnetické kulicky s purifikovanymi proteiny byly zaslany na analyzu pomoci
hmotnostni spektrometrie (Mgr. Peter Konik, Ustav chemie a biochemie, PfF JU). Mezi
identifikovanymi proteiny se nachdzely rizné typy keratinu (vétsSina znich jako
kontaminace), rizné formy aktinu, BSA (pravdépodobné z média), az magnetickych
kulicek pochazejici IgG binding protein Ci streptavidin. OvSem IgG nebyl piitomny ve
vSech vzorcich, pravdépodobné kvuli problémim v pribéhu zpracovani vzorki.
Pfitomnost aktinu ve vzorcich je bézna, je to jeden z tzv. house-keeping genil
(Eisenberg a Levanon 2003) a zmény v jeho expresi byly pozorovany i v piipadé infekce
bungk jinymi viry (Alkhalil a kol. 2010).
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6 ZAVER
Tato prace se zabyvala znacenim nové syntetizovanych proteinii metodou BONCAT,

purfikaci znacenych proteint a jejich identifikaci v riznych intervalech od zacatku infekce

virem KE.

Vizualizaci proteinit pomoci SDS-PAGE a nésledného western blotu se podatilo
ukazat, ze spektrum novée syntetizovanych proteinii se v duasledku infekce virem KE méni.
V delsich intervalech po infekci se mnozstvi rliznych proteinii se snizuje. Byly také

optimalizovany postupy pro pouziti metody BONCAT.
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