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Seznam pouzitych zkratek

ADP - adenosindifosfat

AMP - ampicilin

ANT - translokétor adenosinnukleosidi

ATP - adenosintrifosfat

BrdU - bromodeoxyuridin

CEV - s buiikou asociovany obaleny virus (z angl. cell-associated enveloped virus)
DHS5a - bakteridlni kmen (Escherichia coli)

DiOC¢(3) - 3, 3’- dihexyloxakarbokyanin jodid

DMEM - Zivné médium (z angl. Dulbecco’s modified Eagle medium)

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

EEV - extracelularni obaleny virus (z angl. extracellular enveloped virus)

EGFP - zelen¢ fluoreskujici protein (z angl. enhanced green fluorescein protein)
FBS - fetdlni bovinni sérum (z angl. foetal bovine serum)

FCCP - karbonylkyanid-p-(trifluoromethoxy)-fenylhydrazon

h.p.i. - po€et hodin od infekce buné€k (z angl. hours post infection)

IEV - vnitrobuné¢ny obaleny virus (z angl. intracellular enveloped virus)

IMV - intraceluldrni zraly virion (z angl. intracellular mature virion)

kbp - pocet parl kilobazi

LB - Zivné medium Luria-Bertani

m.o.i. - multiplicita infekce

MTOC - mikrotubulové organiza¢ni centrum (z angl. microtubule-organizing centre)
MTR 580 - chloromethyl-X-rosamin (Mito-Tracker Red 580)

NAO - akridin oranZ 10-nonyl bromid (z angl. Nonyl Acridine Orange)

NCS - neonatélni teleci sérum (z angl. neonatal calf serum)

PEG - polyethylenglykol

PBS - fosfatovy pufr

PFU - jednotka zformovani virového plaku (z angl. plaque forming unit)

PNC - penicilin G

SAP - alkalick4 fosfatdza pochazejici z krevet (z angl. shrimp alkalic phosphatase)

rpm - pocet otdcek za minutu (z angl. revolutions per minute)



SDS - dodecylsulfat sodny

SSC - citratovy pufr

STM - streptomycin sulfat

TBE - tris-boratovy pufr - Tris-borat-EDTA

TE - Trisem pufrovany roztok EDTA

TMRE - tetramethylrodamin ethyl ester

Tris - tris (hydroxymethyl) aminomethan

Tween 20 - polyoxyethylensorbitan monolaurat

VDAC - iontovy kandl vnéj$i mitochondridlni membrany (z angl. voltage-dependent anion
channel).

WR - divoky kmen viru vakcinie (z angl. Western Reserve)

X-gal - chromogenn{ substrat, 4-bromo-5-chloro-3-indolyl-B-D-galaktozid

AYp, - mitochondridlni membrinovy potenciél



1. Uvod

Virus vakcinie byl v minulosti vyuZivdn k ockovani proti ¢ernym neStovicim
(zpasobenym ptibuznou variolou), coZ vedlo k eradikaci této smrtelné choroby. Nésledné
se proti ¢ernym nedtovicim prestalo ofkovat, avSak v soucasnosti se v souvislosti
s moZnym zneuZitim varioly pfi bioterorismu zacind s ofkovdnim vybranych skupin
populace znovu, a to 1 v dospélosti. Rekombinantni viry vakcinie se staly zdkladem pro
vyvoj vakcin proti nejriizn€j§im chorobdm, nebot’ vakcinie vyvoldvd velmi silnou
a dlouhodobou protilatkovou i buné€¢nou imunitu. Experimentéln€ je virus vakcinie nadile
vyuZivdn jako vektor umozZnujici silnou expresi riiznych rekombinantnich proteind.
PrestoZe virus vakcinie vyvoldva velmi dobrou a pomérné trvalou imunitni odpovéd’, neni
pfesné€ zndmo, ¢im je charakter té€to odpovédi podminén.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vytvoreni rekombinantniho viru vakcinie
exprimujicitho zeleny fluorescenéni protein (EGFP). Oznaceni viru fluorescennim
proteinem ndsledn€¢ umoZnilo identifikaci infikovanych bunék pomoci pritokové
cytometrie a studovani procest odehravajicich se uvniti t€chto bunék. Fluorescence EGFP,
jenZ emituje v oblasti FL1, umoZnila vybrat pouze infikovanou populaci a na ni v oblasti
FL3, diky pouZziti rGznych fluorochromi, stanovit fluorescenci celkové mitochondridlni
masy a sledovat zmény mitochondridlniho membranového potencidlu specifické jen pro

dan€ infikované buriky.



2. Literarni uvod

2.1. Obecna charakteristika ¢eledi Poxviridae

Poxviridae jsou ¢eledi DNA virl replikujich se v cytoplazmé& bunék obratlovci
i bezobratlych. Pozornost jim je vénovana zejména kvili jejich unikdtnim biologickym
vlastnostem a kvili jejich vlivu na lidské zdravi (Moss, 2001). Dva zastupci této Celedi,
variola virus a molluscum contagiosum virus, jsou obligdtnimi lidskymi patogeny
a existuje mnoho dalSich, které€ jsou pfenosné ze zvitecich hostitelti na ¢lovéka.

Variola virus je pavodcem pravych neboli ¢ernych nestovic, kdysi b&Zné, lidstvo
zasahujici smrtelné choroby, kterd byla zcela vymycena roku 1977, témét 200 let po
zavedeni ochranného ocfkovéani virem kravskych neStovic (cowpox) a virem vakcinie
(Moss, 2001). Odtud pochizi dnes bé€Zné& uzivany pojem vakcinace (z lat. vacca, krava),
poprvé zavedeny roku 1803 Richardem Dunningem pro popsdni ockovacich metod
Edwarda Jennera (1749 - 1823) (Esposito & Fenner, 2001). Pvod viru vakcinie ale piesné
znam neni (Henderson & Moss, 1988), v n€kterych studiich se objevuji spekulace, Ze by
virus vakcinie mohl byt pavodné odvozen od viru koriskych nestovic (horse-pox), ktery byl
pfes lidské hostitele pfenesen na kravy, ze kterych Jenner prvni vakciny pfipravil
(Huygelen, 1996).

Virus vakcinie je prvnim virem, ktery byl mikroskopicky pozorovan, péstovén
v tkanové kultufe, titrovadn, purifikovdn a chemicky analyzovan. Dfive pfevladajici
pfedstava, Ze viry jsou pouze obalend nukleova kyselina, byla zménéna pravé po zjisténi
RNA syntetické aktivity v purifikovaném vakciniovém virionu a tento objev zah4jil dalsi
vyzkumy, které vedly k objevu transkriptdzy, reverzni transkriptizy u RNA vird
a k objasnéni vzhledu virové struktury a struktury eukaryotické mRNA. Vyznamny pokrok
znamenalo také objasnéni cyklu vakciniové replikace a objevy virem kédovanych proteinil
ovlivilyjicich bun&ény rist a imunitni syst€ém (Moss, 2001). Rekombinantni viry vakcinie
se staly zdkladem pro vyvoj vakcin proti mnoha chorobdm, protoZe vakcinie vyvoldva
velmi silnou a dlouhodobou protildtkovou i buné€nou imunitu. Experimentaln€ je virus
vakcinie vyuZivdn jako vektor umoZiujici silnou expresi rGznych rekombinantnich

proteind.
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2.1.1. Klasifikace

Celed Poxviridae je rozdélena do dvou pod&eledi, Chordopoxvirinae napadajici
obratlovce a Entomopoxvirinae napadajici hmyz.

Do podéeledi Chordopoxvirinae patti osm rodd: Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus
a Yatapoxvirus. Zastupci kazdého z rodi si jsou geneticky velmi pfibuzni, maji podobnou
morfologii a napadaji podobné hostitele (Tab. 1). Doposud nejintenzivnéji studovanymi
byli zastupci rodu Orthopoxvirus, kam je fazen také jiZz zmifiovany virus vakcinie (Obr. 1).
DNA sekvenovéani uk4zalo, Ze genomy viru vakcinie, variola viru a viru kravskych
nestovic jsou z vice neZ 95 % identické (Moss, 2001).

Druhd pod¢eled Entomopoxvirinae zahrnuje tfi rody, které jsou rozdé€lené podle

hostitelskych ¥adt hmyzu (Tab. 1).

Obr. 1: Virion vakcinie
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Tab. 1: Klasifikace ¢eledi Poxviridae

Pod&eled’ Rod Druh Zskladni rysy
Chordopoxvirinae | Orthopoxvirus camelpox, cowpox, ectromelia, | DNA ~ 200kbp
monkeypox, raccoonopox, G+C ~36%
skunkpox, *Uasin Gishu, briketovity tvar
>“yaccinia, ‘variola, volepox omezené rozdifeni
Parapoxvirus ?Auzduk disease, “chamois DNA ~ 140kbp
contagious, ecthyma, ®orf, G+C ~ 64%
pseudocowpox, parapox of deer, | vejcovity tvar
’sealpox
Avipoxvi rus canarypox, b":fowlpox, juncopox, | DNA ~ 260kbp
mynahpox, pigeonpox, G+C ~35%
psittacinepox, quailpox, briketovity tvar
*peacockpox, *penguinpox, ptaci
Sparrowpox, starlingpox,
turkeypox
Capripo XVIrus goatpox, lumpy skin disaese, DNA ~ 150kbp
*sheeppox briketovity tvar
kopytnatci
Leporipoxvirus Hare fibroma, b'Cmyxomy, ‘rabbit | DNA ~ 160kbp
fibroma, squirrel fibroma G+C ~ 40%
briketovity tvar
hlodavci
Suipoxvirus Swinepox DNA ~ 170kbp
omezené rozsiteni
Molluscipoxvirus “Molluscum contagiosum DNA ~ 180kbp
G+C ~ 60%
briketovity tvar
Elovek
Yatapoxvirus Tanapox, "Yaba monkey tumor DNA ~ 145kbp
G+C ~33%
briketovity tvar
primati a hlodavci
Entomopoxvirinae | Entomopoxvirus A | "Melontha melontha DNA ~ 260 az 370kbp

vejcovity tvar

Coleoptera
Entomopo xvirus B b€ Amsacta moorei, ‘Melanoplus DNA ~ 236
sanguinipes G+C ~ 18%
vejcovity tvar
Lepidoptera a Orthoptera

Entomopoxvirus C

®Chrionimus luridus

DNA ~ 250 az 380kbp
briketovity tvar
Diptera

* pravd&podobny pfislusnik rodu

Zdroj: Moss, Poxviridae, 2001

® typicky z4stupce °© kompletn& osekvenovany druh
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2.1.2. Struktura virionu

Viriony poxvird patfi k nejvétSsim mezi Zivo€iSnymi viry. Virion vakcinie mi
briketovity tvar o pfiblizné velikosti 350 x 270 x 250 nm. Hlavnimi sou¢4stmi virionu jsou
enzymy pro syntézu mRNA a genom tvofeny jednim linedrnim fetézcem dsDNA. Proteiny
tvoii 90 %, lipidy (pfevdzné cholesterol a fosfolipidy) 5 % a DNA 3,2 % suché vahy
virionu vakcinie, kterd je odhadovdna na 5 x 10™"° g (Moss, 2001). Poxvirové infekéni
¢astice obsahuji transkripéni systém provadéjici syntézu riznych mRNA. Virem kédované
enzymy a faktory jsou zabaleny ve virové ¢4stici a mnoho z nich, véetné RNA polymerézy,
proteinu  asociovaného s RNA polymerdzou (RAP94), vakciniového ¢&asného
transkripéniho faktoru (VETF), enzymu opatiujiciho ¢epi¢ku na 5' konci, methyla¢niho
enzymu, poly(A) polymerdzy a nukleosid trifosfat fosfohydroldzy I (NPH) se pfimo podili
na syntéze a modifikaci mRNA. Dal3{ enzymy se Gc¢astni sklddani virové partikule, vyroby
proteind nebo baleni DNA do virové partikule (Moss, 2001).

Jak jiz bylo zmin€no vySe, virus vakcinie se replikuje v cytoplazmé infikovanych
bun€k a produkuje né€kolik strukturné odliSnych formem infekéniho potomstva (Smith
et al., 2002). Prvni vytvofeny infek¢éni virion se nazyv4 intraceluldrni zraly virion (IMV,
z angl. intracellular mature virion), obsahuje jedinou obalovou lipidovou membréinu
(Hollinshead et al., 1999) a z{stdvd v burice az do jeji lyze. Ackoli IMV piedstavuje
vétsinu z infek¢niho potomstva, neni dostate¢né vhodny pro ucinné rozsifeni viru z buriky
do buriky a proto je tato funkce zastdvana viriony, které obsahuji dalsi lipidovou
membranu (Rodriguez & Smith, 1990; Blasco & Moss, 1991).

Céast IMV je transportovdna cytoplazmou pomoci mikrotubulii pry¢ z mista jejich
vzniku do blizkosti tzv. mikrotubulového organizaéniho centra (MTOC, =z angl.
microtubule-organizing centre), kde jsou obaleny dal§i membrdnou a tvofi tzv.
vnitrobuné&&né obalené viriony (IEV, z angl. intracellular enveloped virions) (Smith et al.,
2002). IEV se potom dale pohybuji pomoci mikrotubuli smérem k buné€nému povrchu
(Geada et al., 2001; Hollinshead et al., 2001; Rietdorf et al., 2001; Ward & Moss, 2001),
kde fizuji s plazmatickou membranou a utvafeji tzv. s burikou asociované obalené viriony
(CEV, z angl. cell-associated enveloped virions). CEV poté pod plazmatickou membranou
zahajuji polymerizaci aktinu, uréenou k vypuzeni virionu ven z buiikky nebo do pftilehlé
sousedni buriky (Blasco & Moss, 1992). CEV c¢éstice oddélend od buriky se nazyv4 tzv.
extracelularni obaleny virion (EEV, zangl. extracellular enveloped virion). EEV
zprostiedkovavaji rozsiteni viru v hostiteli na vétS§i vzdélenosti, pficemz ke vstupu do

bunék vyuZivaji jinych bunétnych receptort (Vanderplasschen & Smith, 1997)
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a rozdilnych mechanizmi neZ kterych vyuZivaji IMV (Vanderplasschen et al., 1998). IMV
vstupuji do buné€k diky fizi s plazmatickou membranou (Doms et al., 1990; Locker et al.,

2000), zatimco EEV vstupuji do bun€k pomoci endocytézy (Vanderplasschen et al., 1998).

2.1.2.1. Genom

Genom poxvirll je sloZzen zjedné molekuly linedrni dsDNA a jeho velikost se
pohybuje v rozmezi od 130 kbp u parapoxviri do 380 kbp u entomopoxvird typu C.
Virus vakcinie ma genom dlouhy 195 kbp kédujfcf 223 proteini (NCBI Geonome Project),
kdy kédujicich sekvenci je 88 % a celkové mnoZstvi G+C pari je 33 %. Sekvenace
genomu vakcinie byla dokoncena v kvétnu 2005. Na obou koncich DNA feté€zce jsou
identické jen opa¢né orientované sekvence nukleotidl tzv. ITR sekvence (z angl. inverted
terminal repetitions), obsahujici mnoZstvi A+T pari, nespdrované baze a vlasenkovitou
smycku, jeZ spojuje oba fetézce DNA v molekulu dsDNA (Goebel et al., 1990). Dile
obsahuji velmi konzervovany dsek men$i neZ 100 part bazi, ktery obsahuje sekvence
potfebné k rozkladu replika¢ni konkatemerické formy DNA, kratké sekvence tandemovych
repetic variabilni délky a né€kolik otevienych &tecich ramcd, tzv. ORF sekvenci (z angl.
open reading frames). ITR sekvence jsou variabilni ve své délce vzhledem k moZnym
delecim, repeticim nebo transpozicim (Moss, 2001).

ORF sekvence se prevdiné neptfesahuji a inklinuji k vyskytu v seskupenich
sméfujicich k jim bliz&imu konci genomu. ORF sekvence lokalizovan€ v centralni oblasti
seskupeni jsou obvykle velmi konzervované a tykaji se nezbytnych replika¢nich funkci,
zatimco na konci oblasti se obvykle vyskytuji variabilni ORF nebo ORF tykajici se
interakci s hostitelem. Pro pojmenovani jednotlivych ORF se po pouZiti HindlIl restrikéni
endonukledzy pouZivd pismene DNA fragmentu, ORF ¢&isla (zleva doprava) ve fragmentu
a pismene L nebo R, podle sméru ORF sekvence, tedy napt. H3L nebo A36R. Vyjimka pro
toto pravidlo je stanovena u pocéte¢niho HindIll C fragmentu, kde jsou jednotlivé ORF
&islovany zprava doleva, kvili vyhnuti se za¢itku odpoc¢itdvani z levého konce genomu,
ktery je vysoce variabilni. Uspofddéni 3estnacti HindIIl fragmentd viru vakcinie je tedy
nasledujici: C, N, M, K, F, E, P, 0,1, G, L, J, H, D, A, B (Moss, 2001). Pozoruhodni je

vysok4 podobnost uspotadani centralnich genti u v8ech rodt pod¢eledi Chordopoxvirinae.
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2.2. GFP

2.2.1. GFP

Zeleny fluorescenéni protein (GFP) byl poprvé objeven vroce 1961 Dr. Osamu
Shimomurou spole¢né s kalcium-senzitivnim fotoproteinem aequorinem. Oba proteiny
byly izolovany z bioluminiscenéni meduzy Aequorea victoria (Obr. 2), které Zije ptes letni
mésice v povrchovych vodach zatoky Tichého ocednu Puget Sound (stait Washington) na
severozdpadé USA (Mills, 1993). Ackoliv aequorin aktivovany Ca®* produkuje in vitro
modré svétlo, A. victoria in vivo produkuje svétlo zelené. Toto svétlo je vysledkem
druhého proteinu obsaZeného v A. victoria, GFP. GFP vyuZiv4 excitatni energie aequorinu
a emituje svétlo zelené. Gen pro GFP muZe byt vloZen a poté usp&dn€ exprimovén
v mnoha druzich Zivych organizmi (Chalfie et al., 1994).

GFP je molekula sudovitého tvaru sklddajici se z 238 aminokyselin (28 kDa)
o praméru 24 A a délce 42 A (Ormo el al., 1996), kterd absorbuje modré svétlo nebo
dlouhovinné UV zifeni, kdy hlavni excitaéni vrchol ma pfi 395 nm a druhy minoritni
vrchol pii 475 nm a emituje zelené zafeni (emisni vrchol dosahuje 509 nm s ibo¢im v 540
nm) (Prasher et al., 1992). Velmi vyhodnou vlastnosti GFP je jeho fluorescenéni zéfeni bez
potieby dodani jakychkoli substrati ¢i kofaktorti a diky této vlastnosti je €asto vyuZivin
k mnoha biotechnologickym a medicinskym uceliim, jako neagresivni detek¢ni Cinitel
v intaktnich Zivych burik4ch a tkdnich. Jeho exprese je vyuZivdna k monitorovani genové
exprese a proteinové lokalizace v Zivych buikdch (Chalfie et al., 1994). GFP nijak
neovliviiuje rast buné€k a jejich funkce, proto miZe byt vhodnym indikitorem buné&tné
transformace. A vneposledni fad¢ jeho unikédtni vlastnosti umoZfiuji rozdéleni
GFP-znaenych Zivych bun€k pomoci fluorescenéni pritokové cytometrie (Chalfie et al.,
1994).

GFP-mutanty byvaji konstruovéany se zesilenymi vlastnostmi, oproti divokému typu
GFP, diky modifikacim jeho primarni struktury. Tyto modifikace usnadiuji identifikaci
fluorescence v prokaryotickych i eukaryotickych buiikdch (Galbraith et al., 1999). ZvySeni
fluorescence a jeji stability lze dosdhnout pomoci tzv. red-shifted varianty, kterd je

vytvofena mutac{ serinu v pozici 65 za threonin (S65T) (Heim et al., 1995).
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Obr. 2: Aequorea victoria

2.2.2. EGFP

EGFP (z angl. enhanced green fluorescent protein) je dokonalej$i zesilenou variantou
GFP. Pro zesileni soudrZnosti celého proteinu (protein folding) obsahuje mutaci
fenylalaninu v pozici 64 za leucin (P64L) a pro zesileni fluorescence a zvyseni jeji stability
obsahuje mutaci S65T (Baumann & Reyes, 1999). EGFP m4 excita¢ni vrchol pii 488 nm

a emisni maximum se pohybuje v rozmezi 507 az 509 nm.

2.3. Mitochondridlni membranovy potencial

Stanoveni mitochondridlniho membranového potencidlu (A¥y) se pouZziva
k charakterizovani buné¢ného metabolizmu, Zivotaschopnosti bunék a apoptézy. A¥n se
sklad4d z chemické a elektrick€ slozky vytvofené enzymy elektrontransportniho fetézce
(Chen, 1988). Enzymy elektrontransportniho fetézce katalyzuji pfenos redukénich
ekvivalentd ze substrdtd respirace na kyslik a energie uvolnénd béhem tohoto pfenosu
pohéni tok protoni pifes vnitfni mitochondridlni membranu, ktery vytvéii elektrochemicky
gradient. Tento elektrochemicky gradient je poté pouZit k syntéze ATP v mitochondridln{

matrix spfazené s translokaci protoni pres FoF;ATPazu (Voet & Voet, 1995). Export ATP
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z mitochondrie, vyménou za ADP, je zavisly na adenosinnukleosid transfokétoru (ANT)
ana kandlu VDAC (z angl. voltage-dependent anion channel). ANT je lokalizovén ve
vnitini mitochondridlni membrané (Schlattner et al., 2001), zatimco VDAC je lokalizovan
v mitochondridlni membran€ vnéjs$i (Mannella, 1998).

Inhibice transportu elektronit m4 za nasledek pokles mitochondridlniho
membranového potencidlu, kdy se k inhibici velmi citlivy zdd byt komplex I - na
elektronovém toku zavisly (Moreira et al., 2001). Nicméné inhibice komplexu III pomoci
antimycinu A a inhibice komplexu IV pomoci KCN (Macouillard-Poulletier et al., 1998)
maji za nésledek depolarizaci membrany, kterd AWy, disipuje také. Naproti tomu inhibice
mitochondridlni FoF;ATP4zy pomoci oligomycinu mitochondridlni membranovy potenciél
zvySuje (Macouillard-Poulletier et al.,, 1998). AY, je dile také ovliviiovan
cytoplazmatickym ATP, ktery je tvofen glykolyzou a vyuZiva transportu pies ANT/VDAC
(Skowronek et al., 1992).

Zmény AY¥,, vyvolané mitochondridlnimi inhibitory tedy dobte charakterizuji vlastni

ptispévky mitochondrie a glykolyzy k syntéze ATP.

2.4. Mitochondrialni inhibitory

2.4.1. Antimycin A

Antimycin A je inhibitorem komplexu III respira¢niho fetézce a tim paddem inhibuje
mitochondridlni respiraci spojenou se v8emi mitochondridinimi dehydrogendzami. Buriky
vystavené plusobeni antimycinu A jsou poté zdvislé pouze na ATP, ktery je produkovan
glykolyzou. Antimycin A plsobi pokles A¥n, u buné&nych linii BSC-40 i HelLa G
(Kalbacova et al., 2003).

0 })(
HN/ WO
\ CH,

Obr. 3: Strukturni vzorec antimycinu A
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2.4.2. Oligomycin

Oligomycin je inhibitorem FoF;ATP4zy wvnitini mitochondridlni membrany (Linnett
& Beechey, 1979). V bunkach BSC-40 pusobi zvySeni AWy, zatimco v burikdch HelLa G
pisobi mirny pokles A¥p,, coZ ukazuje na rozdilnost mechanizmil vytvareni A¥Y,, mezi
obémi buné&¢nymi liniemi a na rozdilnost vyuZiti mechanizmui tvorby ATP, kdy se zd4, ze
buriky BSC-40 vyuZivaji pro tvorbu ATP pfevdzn€ oxidaéni fosforylaci, zatimco buriky
HeLa G pro tvorbu ATP z vétsi ¢asti vyuZivaji glykolyzu (Kalbacové et al., 2003).

O OHO oH

Obr. 4: Strukturni vzorec oligomycinu

24.3.FCCP

Karbonylkyanid-p-(trifluoromethoxy)-fenylhydrazon (FCCP) je protonovy ionofor -
odpojovac oxida¢ni fosforylace, pouzivany k disipaci mitochondridlni membrany (Benz &
McLaughlin, 1983). Vnitini mitochondridlni membranu ulini propustnou pro protony,
¢imZ zpisobi disipaci A¥y, (Collins et al., 2000) a inhibici akumulace potenciometrickych
barviv uvnitf mitochondrie (Kalb4afova et al., 2003). Proto jeho efekt slouZi k prikazu

energizace mitochondrii.

NC_ CN
T

HN-N

O-cr,

Obr. §: Strukturni vzorec karbonylkyanid-p-(trifluoromethoxy)-fenylhydrazonu (FCCP)
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3. Cile diplomové prace

- Vytvofeni rekombinantniho viru vakcinie exprimujictho EGFP (WR-EGFP).

- Stanoveni fluorescence mitochondridlni masy buné¢nych linii HelLa G a BSC-40
auréeni vlivu infekce virem vakcinie na mitochondridlni masu téchto dvou

buné¢nych linii.

- Stanoveni mitochondridlntho membrinového potencidlu bunéénych linii HeLa G
a BSC-40, ur¢eni metabolizmu ATP téchto bunéénych linii a ur¢eni vlivu infekce
virem vakcinie na mitochondridlni membranovy potencidl a ATP metabolizmus

téchto bunéénych linii.
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4. Material a metody

4.1. Transformace bakterii

4.1.1. Priprava kompetentnich bunék DH5a pro tepelny Sok

z glycerolové konzervy odebereme vypdlenou kli¢kou buitky DHS5a a ddme je do
LB média

buriky spolu s LB médiem rozetfeme na plotnu s LB agarem

nechdme rast pies noc v termostatu pti 37 °C

vypélenou kli¢kou odebereme 1 izolovanou kolonii a ddme ji do 10 ml LB média
nechame tfepat pfes noc v termostatu pii 37 °C a 240 rpm

odebereme 1 ml bakterii, dime do 50 ml LB média a nechdme rust ve 37 °C az
bude optick4 denzita LB média s bakteriemi dosahovat hodnot 0,1 - 0,3 pfi 590 nm
dame na 10 min na led (dalsi kroky provadime také na ledu)

centrifugujeme 10 min, 3 000 rpm, 4 °C

pelet resuspendujeme v 10 ml vychlazeného sterilniho 50 mM CaCl,
centrifugujeme 10 min, 3 000 rpm, 4 °C

pelet resuspendujeme v 10 ml vychlazeného sterilniho 50 mM CaCl,

ddme minim4lné na 1 hod na led

centrifugujeme 10 min, 3 000 rpm, 4 °C

pelet resuspendujeme v 1 ml vychlazeného sterilniho roztoku 50 mM CaCl,, 15%
glycerolu

rozdé€lime do zkumavek po 200 pl a zamrazime v -80 °C

4.1.2. Transformace bakterii tepelnym Sokem

kompetentni buriky DH5a rozmrazime na ledu a dale drZzime na ledu
ke 100 pl kompetentnich bun€k piidime 1 pl plazmidové DNA
nechdme 30 min inkubovat na ledu

vloZime na 90 s do vodni ldzné 0 42 °C

ddme na 30 s na led

ptiddme 200 pl LB média (bez antibiotika)

inkubujeme 60 min ve 37 °C
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buriky (10 pl, 50 pl, resp. 100 pl suspenze) rozetteme na plotny s LB agarem
(obsahujicim selekéni antibiotikum - 30 pg/ml kanamycinu nebo 100 pg/ml

ampicilinu) a nechdme riist pfes noc v termostatu pti 37 °C

4.2. Izolace DNA tzv. varici metodou (zippy prep)

4.2.1. Pomnozeni bakterii obsahujicich zddany plazmid

1 kolonii bakterii transformovanych plazmidem (nepiekryvajici se s ostatnimi
koloniemi) naokujeme do 5 ml LB média (obsahujiciho selekéni antibiotikum)

nechdme tfepat pfes noc v termostatu pti 37 °C, 240 rpm

4.2.2. Izolace DNA

bakterie s LB médiem centrifugujeme 10 min, 3 000 rpm

pelet resuspendujeme v 0,7 ml lyzaéniho roztoku (zippy pufru) a pfeneseme do
eppendorf zkumavky

ptiddme 50 pl lyzozymu (10 mg/ml) v zippy pufru, protiepeme a inkubujeme 5 min
v pokojové teploté

vloZime na 45 s do vrouci vodni 14zné

vynddme, promichdme a je$t€ jednou na 45 s vloZime do vrouci vodni 14zné
centrifugujeme 10 min, 14 000 rpm, 4 °C a poté pelet ze dna zkumavky odstranime
pfiddme 0,7 ml studeného isopropanolu a promichdme

drZzime 5 min na suchém ledu, 10 min v -80 °C nebo 30 — 60 min v -20 °C
centrifugujeme 10 min, 14 000 rpm, 4 °C

odstranime supernatant, pelet usu§ime a resuspendujeme ve 150 pl TE

pfiddme 350 pl 7,5 M NH4Ac a 1 ml ethanolu, promichdme

drZzime 5 min na suchém ledu, 10 min v -80 °C nebo 30 — 60 min v -20 °C
centrifugujeme 10 min, 14 000 rpm, 4 °C

odstranime supernatant a k peletu pfiddme 0,5 ml 70% ethanolu

centrifugujeme 5 min, 14 000 rpm, 4 °C

odstranime supernatant a k peletu ptiddme 0,2 ml 70% ethanolu

centrifugujeme 5 min, 14 000 rpm, 4 °C

pelet usudime a resuspendujeme v 50 pl TE nebo H,O
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Zippy pufr (Iyzaéni roztok)

Sacharoza 8%
Triton X-100 5%
EDTA 50 mM
Tris pH 8,0 50 mM

- sterilizujeme filtraci pres 0,22 pum filtr

TE pufr
EDTA 1 mM
Tris pH 8,0 10 mM

- sterilizujeme filtraci pres 0,22 pm filtr

7.5 M NH,Ac
NH;Ac 57.81¢g
H;0 100 ml

- sterilizujeme filtraci pies 0,22 pm filtr

4.3. Restrikéni analvza DNA

- pfipravime restrik¢ni smés
- inkubujeme 1 hod v termostatu pti 37 °C
- vysledek St€peni nésledné vyhodnotime elektroforetickym délenim v agarézovém

gelu

Restrikéni smés

DNA (ze zippy prepu) [2,0 pul
Pufr pro enzym 2,0 ul
Restrik¢ni enzym 0,5 ul
H,O 15,5 pl
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4.4. Elektroforetické déleni v agarézovém gelu

Elektroforetick€ d€leni v agar6zovém gelu se pouZivd k analyze a separaci
nukleovych kyselin podle velikosti a konformace molekuly DNA. Je moZné u fragmentf,
jejichz velikost se pohybuje vrozmezi 250 bp aZ né€kolika set tisic bp. Provadi se
v horizontdlni poloze, kdy je gel ponofen v pfisluSném pufru. Nej¢asté&ji pouZivanym
elektroforetickym prostredim je pufr pro analytické gely, 1x koncentrovany TBE. Rychlost
pohybu molekuly DNA v agar6zovém gelu zdvisi na koncentraci agar6zy, velikosti,
konformaci a flexibilit¢ molekuly DNA a na velikosti hodnoty elektrického napéti.

Koncentraci agar6zy volime podle velikosti fragmentli, které chceme rozdélit.
Ke vzorku DNA pifiddvdme 10x koncentrované barvivo Blue Juice (obsahujici 0,025 %
bromfenolové modfi), které poméhd pti zavadéni vzorku do jamky (zejména pfi nanaSeni
vzorku pod hladinou elektroforetického pufru — tzv. ,,submarine” typ naniSeni) a umozfuje
pozorovat migraci vzorku v gelu diky modrému zabarveni. Molekuly DNA se vizualizuji
ethidium bromidem, jenZ interkaluje do DNA, kterou je poté moZno pozorovat pod UV
zafenim, protoZze ethidium bromid oranZové fluoreskuje. Dvoudroubovice DNA
s interkalovanym ethidium bromidem vykazuje maximum fluorescence ve vinové oblasti
302 nm, pro dostate¢nou viditelnost fragmentl postacuje i vinova délka 366 nm.

Do jedné jamky v gelu divkujeme marker molekulové hmotnosti, napi DNA
marker X (DNA Molecular Weight Marker X (0,07-12,2 kbp), Roche) 0 ndm znidmém
sloZzeni. Tento marker umoZiuje ureni molekulové hmotnosti jednotlivych fragment

a miiZe byt také pouZit pro ¢4ste¢nou kvantifikaci fragmentu separovaného v gelu.

Doporudené koncentrace agarozy pro déleni fragmenti linearni ds DNA riizné

velikosti:
Agar6za % Separa¢ni rozmezi (bp)
0,6 1 000 - 20 000
0,7 800 - 10 000
0,9 500 -7 000
1,2 400 - 6 000
1,5 200 -4 000
2,0 100 - 3 000
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zavislost mezi elektroforetickou pohyblivosti fragmentu (u) a koncentraci agardzy
(c) je:

log u =log u, - Kc
kde Kc je konstanta dané vlastnostmi gelu a putujicich molekul, u, je pohyblivost

fragmentu ve volném pufru

4.4.1. Priprava agaroézového gelu

agar6zu smisime s milli-Q H,O (mnoZstvi agar6zy a milli-Q H,O stanovime podle
pozadované koncentrace gelu) a nechdme projit varem, aby se agaréza rozpustila
pfiddime 10x koncentrovany TBE pufr, aby vyslednd koncentrace byla
1x koncentrovany TBE a nechdme na nékolik minut vychladnout pti pokojové
teploté

pfiddme ethidium bromid (10 mg/ml), aby vyslednd koncentrace byla 0,1 -
0,2 pg/ml gelu)

prelijeme do plastové vani¢ky, umistime do ni hieben, ktery ponoifime tak, aby se
v gelu po ztuhnuti vytvofily jamky pro nandSeni vzorkii DNA a nechdme ztuhnout

(minimaln¢ 30 min)

10x koncentrovany TBE pufr

Tris-borat 0,089 M

EDTA 0,002 M

- pH upravime na 7,5 - 8,0

4.4.2. Nastaveni elektrického napéti

pro d€leni fragmenti stfedni velikosti (1 aZ 10 kb) je vhodn4 intenzita elektrického
pole do 5 Vxem'

pro fragmenty vétsi nez 10 kb pouzivdme intenzitu elektrického pole do 1 Vxem'

k analytickym d¢elim pti déleni fragmenth mal€ az stfedni velikosti (0,5 aZ 10 kb)

miZeme pouZit i vy$¥i intenzitu elektrického pole (aZ 10 Vxem'™)
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4.4.3. Rychlost migrace DNA v agarézovém gelu
Pohyblivost fragmentu DNA v gelu klesa s jeho zvySujici se velikosti. Pro linedrni
molekuly dvojfetézcové DNA pftiblizné plati:
u=K/logM
- kde K je konstanta charakterizujici vlastnosti gelu, u je pohyblivost fragmentu

DNA a M je velikost fragmentu DNA (bp)

4.5. Precipitace (sriazeni) DNA amonium acetatem

DNA obsazenou v roztoku (napt. v restrikéni smési) precipitujeme pfidanim:
+ 0,5 V (objemu vzorku) 7,5 M NH4Ac
+2 V 100% EtOH

- dame pfes noc do -20 °C nebo na 60 min do -20 °C a poté na 10 min do -80 °C

- centrifugujeme 10 min, 14 000 rpm, 4 °C

- odstranime supernatant a k peletu ptidame 0,5 ml 70% ethanolu
- centrifugujeme 4 min, 14 000 rpm, 4 °C

- odstranime supernatant a k peletu ptiddme 0,2 ml 70% ethanolu
- centrifugujeme 4 min, 14 000 rpm, 4 °C

- pelet usudime a resuspendujeme v TE nebo H,O

- uskladnime v -20 °C
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4.6. Izolace DNA z agarézového gelu

- restrik¢nimi endonukledzami roz§t€épime DNA na poZadované fragmenty

- DNA rozd¢€lime elektroforézou v agar6zovém gelu

-z agar6zového gelu vyfizneme sterilnim skalpelem poZadovany fragment DNA, pro
vizualizaci DNA pouZijeme dlouhovinné UV zifeni (366nm; tim sniZime moZnost
poskozeni molekuly DNA, oproti tomu kdybychom pouZili UV zéteni o 302 nm)

- vyfiznuty gel ddme do kolonky (Sigma) (pfedem protaZena 100 pl TE kratkou

centrifugaci), kterou nasadime do plastové eppendorf zkumavky

- centrifugujeme 10 min, 14 000 rpm

- pipetou zmé&fime objem roztoku s DNA fragmentem, ktery proSel skrz kolonku

- DNA precipitujeme

4.7. Ligace

Ligaci spojime dvé& rizné linedrni molekuly DNA (inzertni a vektorovou) vytvofenim

fosfodiesterové vazby mezi 5’- fosfatovym a 3’- hydroxylovym koncem téchto molekul.

Reakce je katalyzovana T4 DNA ligazou.

- pripravime liga¢ni smés

- smés nechdme inkubovat 12 az 16 hod pfi 14 °C

- poté ji pouZijeme k transformaci bakterii

Liga¢ni smés (pro tzv. ligaci na tupo - molekuly DNA nemaji kohezni konce)

Vektorovd DNA 30 ng

Inzertni DNA 150 ng

5x pufr pro T4 DNA ligdzu |4 pl

T4 DNA ligdza 2l

H,0O doplnime do celkovych 20 pl
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4.8. Defosforylace konci linearni DNA

Odstranéni 5’°- fosfatové skupiny z konci linedrni molekuly DNA provedeme pomoci

SAP. SAP je alkalické fosfatdza pochazejici z krevet (z angl. Shrimp).

- pfipravime smés enzymu, pufru a DNA, kterou chceme defosforylovat
- smés nechdme inkubovat 1 hod pfti 37 °C

- inaktivujeme SAP 15 min pii 65 °C a uskladnime v -20 °C

Smés pro defosforylaci

DNA rozpusténa v H,O 87,5 ul
10x pufr pro SAP 10 ul
SAP (1 U/ul) 2,5l

4.9. Izolace DNA — maxiprep (Qiagen plasmid midi kit)

4.9.1. Pomnozeni bakterii obsahujicich zadany plazmid
- 1 kolonii bakterii transformovanych plazmidem (nepiekryvajici se s ostatnimi
koloniemi) nao¢kujeme do 5 ml LB média (obsahujiciho selek¢ni antibiotikum)
- nechime tfepat 8 hod v termostatu pti 37 °C, 300 rpm
- pfelijeme do erlenmayerovy barky, pfidime 25 ml LB média (obsahujiciho
selek¢ni antibiotikum)

- nechdme tfepat 16 hod v termostatu pti 37 °C, 300 rpm

4.9.2. 1zolace DNA

- bakterie s LB médiem centrifugujeme 15 min, 6 000 rpm, 4 °C

- pelet resuspendujeme pomoci vortexu ve 4 ml pufru P1 (obsahujicim RNasu A)
- pfiddme 4 ml pufru P2, promichdme a nechdme 5 min v pokojové teploté

- pfiddme 4 ml chlazeného pufru P3, promichdme a inkubujeme 15 min na ledu

- centrifugujeme 30 min, 14 000 rpm, 4 °C
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supernatant obsahujici plazmidovou DNA pielijeme do dal§i zkumavky a jesté

jednou centrifugujeme 15 min, 14 000 rpm, 4 °C

- kolonkou (QIAGEN-tip) protdhneme 4 ml pufru QBT a nalijeme do ni supernatant
s plazmidovou DNA z predes$lého bodu

- kolonku poté prolijeme dvakrat 10 ml pufru QC

- na zaveér kolonku prolijeme 5 ml pufru QF (aZ nyni se DNA z kolonky dostane do
zkumavky, kterou chytdme prochazejici pufr)

- k5 ml pufru QF obsahujicim poZadovanou plazmidovou DNA ptiddme 3,5 ml
isopropanolu

- centrifugujeme 30 min, 14 000 rpm, 4 °C

- odstranime supernatant a k peletu pfiddme 2 ml 70% ethanolu

- centrifugujeme 5 min, 14 000 rpm, 4 °C

- odstranime supernatant a k peletu ptidime 1 ml 70% ethanolu

- centrifugujeme 5 min, 14 000 rpm, 4 °C

- pelet usu§ime a resuspendujeme ve 100 pl TE nebo H,O

stanovime Koncentraci a ¢istotu izolované DNA

Slozeni pufru:

Pufr P1 (resuspenzni)

Tris (pH 8.0) 50 mM
EDTA 10 mM
RNaseA 100 pg/ml
Pufr P2 (lyza¢ni)

NaOH 200 mM
SDS 1%

Pufr P3 (neutraliza¢ni)
Octan draselny (pH 5.5) 3M

28



Pufr OBT (ekvilibra¢ni)
NaCl 750 mM
MOPS (pH 7.0) 50 mM

Isopropanol 15%
Triton X-100 0,15%

Pufr QC (omyvaci)
NaCl 1M
MOPS (pH 7.0) 50 mM

Isopropanol 15%

Pufr QF (vymyvaci)

NaCl 1,25 M
Tris (pH 8,5) 50 mM
Isopropanol 15%

4.10. Urcéeni koncentrace DNA

- roztok DNA zifedime podle potteby v TE nebo H,O (napt. 50x, 100x, 200x)
- na spektrofotometru zméfime absorbanci (A) pii 260 nm (Azg0) a 280 nm (Ag0)

- koncentraci DNA stanovime podle vzorce:

¢ = Az X 50 pg/1000 pl x fedéni
(kde plati 1 OD ~ 50 pg/ml)

- (istotu resp. zne€iSténi DNA ur€uje pomér A,q / Azgo (dostacujici Cistota DNA je
pfi hodnotach 1,6 —2,0)
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4.11. Pouzité buné¢éné linie

4.11.1. Buriky 143 TK"

Buriky 143 TK™ pochdzeji z lidského osteosarkomu. Péstujeme je v Zivném médiu
DMEM obsahujicim 4,5 g/l glukézy, do kterého ptiddme v 65 °C inaktivované sérum FBS,
aby jeho celkovd koncentrace byla 10 %. Déle do 550 ml média se sérem pfiddme 1 ml
smési antibiotik PNC (100 U/ml), STM (100 mg/ml) a 1,38 ml zdsobniho roztoku
5’-bromodeoxyuridinu (10 mg/ml), aby jeho celkova koncentrace byla 25 pg/ml. Bunky
péstujeme ve 20 ml vySe popsaného zivného média v kultiva¢ni 1dhvi pro adherentni

N 4

bun&&né linie o obsahu dna 75 cm? pti 37 °C, v 5% atmosféire CO, a 95% vlhkosti.

4.11.2. Buiiky HeLa G

Hela G buiiky pochézeji z lidského cervikdlniho karcinomu. Jsou epitelidlni linii
vhodnou k pouZiti pfi virové diagnostice. Tyto buriky péstujeme v Zivném médiu DMEM
obsahujicim 4,5 g/l glukézy, do kterého pfidime inaktivované (65 °C) sérum NCS, aby
jeho celkova koncentrace byla 10 %. Do 550 ml média se sérem pfiddvdme 1 ml smési
antibiotik PNC (100 U/ml), STM (100 mg/ml). Buiiky pé€stujeme ve 20 ml vySe popsaného
Zivného média v kultivaéni 1dhvi pro adherentni buné¢né linie o obsahu dna 75 cm’ pfi
37 °C, v 5% atmosféfe CO, a 95% vlhkosti.

4.11.3. Buiikky BSC 40

Buriky BSC 40 jsou odvozené od BSC-1 bunék, pochézejicich z ledvinné tkané
koc¢kodana zeleného (Ceropithecus aethiops). Jsou, stejn€ jako buniky HeLa G, epitelidlni
linii vhodnou k pouZiti pfi virové diagnostice. P&stujeme je za stejnych podminek jako

buriky HeLa G.
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4.12. Trypsinizace adherentnich bunék

- pracujeme v laminarnim boxu

-z kultiva¢ni 1dhve (o obsahu dna 75 sz) odstranime médium

- ptisedlé buriky oplachneme 1,5 ml roztoku trypsinu

- 1,5 ml roztoku trypsinu vylijeme a ptiddme dal3i 2 ml €erstvého roztoku trypsinu

- nechame pusobit 5 min v termostatu pii 37 °C v atmosféie 5% CO; a 95% vlhkosti

- po uvolnéni bun€¢k ode dna kultivaéni ldhve pfiddme 5 ml média s 10% sérem
(10%-NCS-DMEM (pro buiiky BSC 40 a HelLa G) nebo 10%-FBS-DMEM
(pro bunky 143 TK")), sérum inaktivuje trypsin

- propipetujeme o sténu lahve, abychom rozd¢lili shluky bunék na jednotlivé buriky

- vkultiva¢ni ldhvi nechdme 0,5 ml suspenze bun€k (BSC 40, 143 TK") v médiu,
resp. 1 ml suspenze bun¢k (HeLa G) v médiu, zbylych 6,5 ml, resp. 6 ml suspenze
bunék v médiu odebereme a pouZijeme pro pokusy

- kultiva¢ni ldhev doplnime 20 ml média s pfisluSnym10% sérem a ddme do
termostatu (37 °C, 5% CO,, 95% vlhkost)

- trypsinizaci provadime kazdé 3 az 4 dny

Roztok trypsinu v PBS
Trypsin 0,25%
EDTA 0,05%
NaCl 137 mM
KCl 2,7mM
Na,HPO, |10 mM
KH;PO4 1,7 mM
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4.13. Politani bunék v Neubauerové komiirce

Buiiky pocitdime pod mikroskopem v Neubauerové komfrce, do které nanaSime
dobfe propipetovanou suspenzi bunék s 0,1% trypanovou modii (1 : 1). Komurka obsahuje
2 potitaci pole, kterd jsou tvorena 4 velkymi ¢tverci (1 velky ¢tverec ma obsah 1 mm?)
rozdé€lenymi na 16 malych ¢tvercd. Do jednoho pocitaciho pole nandSime 12 pl suspenze.
Pocitdme v8echny buriky obsaZené ve velkych ¢tvercich a na jejich hornim a levém okraji.
Spocitdme primérny pocet bun¢k na 1 velky ¢tverec (N) a z nésledujiciho vzorce uréime

pocet miliont bun€k v 1 ml = N x 2/100.

4.14. Infekce bunék BSC-40, 143 TK  a HelLLa G virem vakcinie

- zésobni roztok viru rozmrazime ve vodni lazni (37 °C), sonikujeme 3x 5 s, 100 W
a ndsledné drZzime na ledu

- buriky naseté 24 hod pfedem v koncentraci 0,3 X 10 bunék/ml/jamka na 24-
jamkovou desti¢ku opldchneme 0,5 ml DMEM vytemperovanym na 37 °C (tzn.
odsajeme 1 ml 10%-NCS-DMEM ve kterém buriky rostly a pfiddme 0,5 ml DMEM
bez séra)

- 0,5 ml DMEM od bunék odsajeme a ptiddme 200 pl viru natedéného v DMEM,
koncentraci viru uréujeme podle pozadovaného stupné multiplicity infekce

- inkubujeme 1 hod v termostatu pti 37 °C, 5% atmosféie CO, a 95% vlhkosti
(kazdych 10 min mirn€ promichdme zakyvanim desti¢kou)

- virus odsajeme, pfidime 1 ml 2%-NCS-DMEM a ddme zpét do termostatu
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4.15. Transfekce bunék BSC-40 infikovanych virem vakcinie kmene WR

- builky naseté 24 hod predem v koncentraci 0,3 x 10° bun&k/ml/jamka na 24-
jamkovou desti¢ku infikujeme (m.o.i. = 4)

- vytvofime komplexy DNA s roztokem Super Fect (Qiagen)

Smé&s DNA - Super Fect

Plazmidovd DNA 1 g
DMEM 60 pl
Super Fect Sul

- smés inkubujeme 10 min pfi pokojové teploté

- ke komplexiim ptiddme 400 pl 2%-NCS-DMEM

- infikované buiiky 2x oplichneme 0,5 ml DMEM vytemperovanym na 37 °C
a pfiddme k nim smé&s s komplexy DNA ve 2%-NCS-DMEM

- inkubujeme 2 hod v termostatu pti 37 °C, 5% atmosféie CO; a 95% vlhkosti

- odsajeme, piiddme 1 ml 2%-NCS-DMEM a ddme zpét do termostatu

- po 48 hod burky s rekombinantnim virem sklidime a zméfime na pratokovém

cytometru nebo zamrazime v -80 “C a pouZivdme pro dal$i pokusy
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4.16. Selekce rekombinantniho viru vakcinie exprimujiciho EGFP (WR-

EGFP)

Selekci rekombinantniho viru vakcinie WR-EGFP od divokého kmene WR

provddime od pocate¢ni infekce, ptes rlst infikovanych buné€k 143 TK" v pfitomnosti

BrdU, nésledné pfidani X-gal, vypichovdni modrych plakd, namnoZeni viru pro dalsi

selekci, aZ po infekci pro vyhodnoceni exprese EGFP, kvili dosaZeni dostate¢né Cistoty

rekombinantniho viru celkem 3krit.

4.16.1. Infekce

na 5 ploten pro adherentni bunétné linie o primé€ru 60 mm nasejeme buiky
143 TK™ vkoncentraci 1,2 x 10° bun&k/5 ml 10%-FBS-DMEM (25 pg/ml
BrdU)/plotna a ddme rist do termostatu pfi 37 °C, 5% atmosféfe CO, a 95%
vlhkosti

24 hod po naseti buné€k pfipravime fedici fadu viru (transfekovan plazmidem
pSC11-EGFP) v DMEM (od 10 do 107)

buriky opldchneme 2 ml DMEM (37 °C), odsajeme a infikujeme 450 pl z kaZzdého
fedéni + 1 ml DMEM po dobu 1 hod s promichdvanim po 10 min

virus odsajeme a kaZdou plotnu zalijeme 6 ml agaru obsahujictho 25 pg/ml BrdU
(teplota agaru pro pfidani k butikdm je 40 °C)

nechdme ztuhnout a ddme rast do termostatu pti 37 °C, v 5% atmosfére CO; a 95%

vlhkosti

Agar pro zaliti infikovanych bunék 143 TK"

1,9% agar 20 ml

2x DMEM 20 ml

FBS 0,8 ml (vysl.koncentrace = 2 %)
BrdU (10 mg/ml) 100 Wl (vysl.koncentrace = 25 pg/ml)
2x DMEM

DMEM 54¢

NaHCO;3 1,48 g

Milli-Q H,O 200 ml

- sterilizujeme filtraci ptes 0,22 um filtr
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4.16.2. Pridani X-gal k buitkkam
- 72 hod po infekci prelijeme kaZzdou plotnu bunék rostoucich v agaru 1,5 ml smési
(1,9% agar + 2x DMEM + chromogenni substrdt X-gal (Sigma) v DMSO
(100 mg/ml)), pouzita findlni koncentrace X-gal u infikovanych bunék je 60 pg/ml
- sm¢és ptiddvame pfi teploté 40 °C |

- nechéme ztuhnout a ddme zpét do termostatu

Smés pro piidani X-gal
2x DMEM 5 ml

1,9% agar 5 ml
X-gal v DMSO (100 mg/ml) {30 ul

- pfiddvame 1,5 ml na kazdou plotnu

4.16.3. Vypichovani modrych virovych plaki

Barevna detekce rekombinantnich klont viri je umoZnéna diky B-galaktosiddze (gen
LacZ) kédované plazmidem pSC11 a chromogennimu substratu X-gal, ktery po pridani
difunduje agarem k infikovanym butikdm, kde je Stépen P-galaktosiddzou za vzniku

modrého barviva.

- 48 hod po piidani X-gal vypichneme jednotlivé modfe zbarvené virové plaky
z agaru sterilni sklenénou pasteurovou pipetou

- kaZzdy ddme do 0,5 ml DMEM a zamrazime v -80 °C

4.16.4. Namnozeni rekombinantnich viri pro dalsi selekci

- zamraZené viry pochdzejici z vypichanych modrych plakli rozmrazime ve vodni
l1azni (37 °C), promichdme na vortexu, sonikujeme (3x 5s, 100 W) a zmrazime
v -80 °C (tento postup zopakujeme 3%, ¢imZ lyzujeme buriky a uvolnime virus do
supernatantu)

- burky 143 TK naseté¢ 24 hod pfedem na 24-jamkovou desticku v koncentraci
0,15 x 10° bungk/I ml 10%-FBS-DMEM (25 pg/ml BrdU)/jamka infikujeme
200 l viru v DMEM po dobu 1 hod

- po 1 hod infekce virus neodsajeme a kaZzdou jamku doplnime 800 ul 2,5%-FBS-
DMEM (25 pg/ml BrdU)
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- virus nechdme namoZit v termostatu pii 37 °C, v 5% atmosfére CO, a 95% vlhkosti

- po 72 hod od infikovanych buné¢k odsajeme 0,5 ml 2%-FBS-DMEM (25 pg/ml

BrdU) a doplnime 0,5 ml ¢erstvého média

- za dal8ich 72 hod virus sklidime a zamrazime v -80 °C

4.16.5. Infekce BSC-40 rekombinantnimi viry pro vyhodnoceni exprese EGFP

Pro zji$téni sily exprese EGFP jednotlivych virid, které jsme vypichali a nésledné

namnoZili infikujeme buiikky BSC-40 naseté 24 hod pfedem v koncentraci 0,3 x 10°
buné&k/ml/jamka na 24-jamkovou desti¢ku: 100 pl viru v DMEM + 100 ul DMEM (celkové
ve 200 pl, aby buriky neoschly).

48 hod po infekci buriky sklidime a vyhodnotime silu exprese EGFP fluorescen¢ni

mikroskopii a na pritokovém cytometru (EGFP emituje v FL.1 oblasti), coZ ndm umoZni

vybrat vzorky se kterymi budeme ddle pokracovat v selekci rekombinantniho viru

WR-EGFP od viru divokého kmene WR.

4.17. Pouzité rekombinantni viry vakcinie

WR-EGFP

WR-GFP

WR-Luc

WR-CAT

WR

rekombinantni virus vakcinie exprimujici EGFP pod vakciniovym

¢asnym/pozdnim promotorem p7.5

rekombinantni virus vakcinie exprimujici GFP pod vakciniovym

¢asnym/pozdnim promotorem p7.5 (poskytnut Dr. Néme&kovou z UHKT)

rekombinantni virus vakcinie exprimujici luciferdzu pod vakciniovym

¢asnym/pozdnim promotorem p7.5 (Rodriguez et al., 1988)

rekombinantni virus vakcinie exprimujici CAT pod vakciniovym pozdnim

promotorem p4b (Lee et al., 1997)

divoky, nerekombinantni kmen viru vakcinie (Western Reserve), od kterého

jsou odvozeny pouZité rekombinantni viry
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4.18. Izolace vysokomolekuliarni DNA

4.18.1. Pisobeni proteinazy K
- buriky obsahujici poZadovanou DNA sklidime do zkumavky
- centrifugujeme 5 min, 3 000 rpm
- odstranime supernatant a pelet resuspendujeme ve 300 pl lyza¢niho roztoku
- nechdme pfes noc v termostatu pti 37 °C

- DNA od proteinti oddélime fenol — chloroformovou extrakci

Lyza¢ni roztok (v H,0O)
Tris (pH 8,0) {50 mM
EDTA 0,1 M
SDS 1%
Proteindza K | 100 pg/ml

4.18.2. Fenol - chloroformova extrakce

- ke 300 pl smési (poZadované DNA a proteint v lyzaénim roztoku) ptidime 300 pl
roztoku fenol : chloroform : isoamylalkohol (25 :24 : 1)

- michdme 5 min na vodorovné tfepacce

- centrifugujeme 5 min, 14 000 rpm

- opatrn¢ odebereme vrchni vodni fdzi (na rozhrani fazi se vytvoii vrstvicka proteind,
dbdme abychom je nenapipetovali spolu s vrchni f4z{) a pfiddme k ni 300 pl
roztoku chloroform : isoamylalkohol (24 : 1)

- michdme 5 min na vodorovné tfepacce

- centrifugujeme 5 min, 14 000 rpm

- odebereme vrchni fazi obsahujici DNA, kterou precipitujeme pfidanim 0,5 objemu
7,5 M NH4Ac a 2 objemy smési ethanol : isopropanol (1 : 1)

- dame pies noc do -20 °C

- centrifugujeme 10 min, 14 000 rpm, 4 °C

- odstranime supernatant a k peletu ptidame 0,5 ml 70% ethanolu

- centrifugujeme 4 min, 14 000 rpm, 4 °C

- odstranime supernatant a k peletu pridime 0,2 ml 70% ethanolu
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- centrifugujeme 4 min, 14 000 rpm, 4 °C
- pelet usu$ime a resuspendujeme ve 100 ul TE nebo H,O

- uskladnime v -20 °C

4.19. Southern blot

4.19.1. Elektroforéza pro Southern blot
- 5 g vysokomolekuldrni DNA procisténé fenol — chloroformovou extrakci

nadtépime ndmi zvolenou restrikéni endonukledzou pies noc ve 37 °C

Restrikéni smés

DNA (v H,O nebo TE) S5 ug
10x konc. pufr pro danou restriktdzu |4 pl
Restrikéni endonukledza 2 ul
H,0 doplnime do celkovych 40 pl

- naStépenou DNA rozdélime elektroforézou v 0,75% agarézovém gelu a 1x TBE,
pti elektrickém napéti 40 V po dobu prvnich 30 min, 60 V v ¢ase 30 min az 90 min,
70 V v ¢ase 90 min aZ 240 min

- po ukonleni elektroforézy gel vyfotografujeme s méfitkem a zafezem oznacime

polohu markerti molekulové hmotnosti

4.19.2. Promyvani agar6zového gelu
- po skonceni elektroforézy promyjeme gel na vodorovné tiepalce v plastové vanicce
ve 200 ml nasledujicich roztoki:
1.) 2% 20 min v 0,5 M NaOH, 1,5 M NaC(Cl
2.) 2x 20 min v 0,5 M Tris (pH 7.5), 1,5 M NaCl
3.) 15 min ve 20x SSC
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4.19.3. Transfer DNA na nylonovou membranu

do plastové vanicky nalijeme 500 ml 20x koncentrovaného SSC a poloZime pres ni
sklenénou tabulku

vytvofime premosténi: tabulku piekryjeme 2 filtraCnimi papiry tak, aby jejich
konce byly ponoieny ve 20x SSC a zasahovaly aZ ke dnu vanic¢ky (dbame, aby se
mezi sklem a filtraCnimi papiry nevytvofily vzduchové bubliny, popf. je
odstranime)

na pfemosténi poloZime agarézovy gel jamkami dold, odstranime vzduchové
bubliny a gel obloZzime po vSech stranich parafilmem, aby roztok 20x SSC vzlinal
pouze pies gel

vystfihneme nylonovou membranu o stejnych rozmérech jako gel, namo¢ime ji
vH,O a poté ve 20x SSC a piekryjeme sni gel (opét opatrn€ odstranime
vzduchové bubliny)

membréanu prekryjeme 4 filtranimi papiry stejnych rozmér(t (prvni z filtra¢nich
papirt pfedem namoc¢ime ve 20x SSC)

na suché filtra¢ni papiry navrstvime 10 cm vysoky sloupec papirovych ru¢niki,
ktery zatizime 0,5 - 1 kg zdvaZzim

20x SSC nechdme pies noc vzlinat z vanicky pies gel, ¢imz se DNA z gelu pienese
do nylonové membrany

po pienosu ozna¢ime tuZzkou na membrané pozici jamek a prouzktt DNA markeru
a podivdme se na agar6zovy gel i na membranu pod UV zdfenim, abychom zjistili

zda byla pfenesena veskerd DNA

20x SSC

Citrat sodny 0,3 M

NaCl 3iM

4.19.4. Fixace DNA na nylonovou membranu

membranu ddme pinzetou mezi 2 filtraéni papiry a vloZime ji na 2 hod do 80 °C

4.19.5. Priprava hybridiza¢ni sondy

gen, ktery chceme detekovat pomoci Southern blotu, vySt€pime z prislu$ného

plazmidu restrikénimi endonukledzami
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4.19.6.

roz§tépenou plazmidovou DNA rozdélime elektroforézou v agar6zovém gelu

a fragment obsahujici poZadovany gen z gelu izolujeme (kapitola 4.6.)

Znaceni hybridizaéni sondy digoxigenin-dUTP (DIG-High Prime DNA

labeling and Detection Starter Kit II — Roche)

4.19.7.

4.19.8.

1 ug DNA doplnime do kone¢nych 16 ul H,O

DNA denaturujeme 10 min ve vrouci vodni 14zni a ndslednym ochlazenim na ledu
ptiddme 4 pl DIG-High Prime

promichdme a inkubujeme ptes noc v termostatu pii 37 °C

reakci zastavime zahtdtim na 65 °C po dobu 10 min

Prehybridizace
nylonovou membréanu prehybridizujeme v 11 ml hybridiza¢niho pufru Dig Easy

Hyb, 30 min, ve 42 °C

Hybridizace

digoxigeninem znacenou sondu denaturujeme 5 min ve vrouci vodni ldzni
a naslednym ochlazenim na ledu

sondu pfiddme k 7 ml hybridiza¢niho pufru Dig Easy Hyb

nylonovou membranu inkubujeme spolu se sondou v hybridiza¢nim pufru Dig Easy

Hyb v termostatu ptes noc pii 42 °C

Hybridiza¢ni pufr
SSC 5x koncentrovany
N-lauroylsarkosin 0,1%
SDS 0,02%
Blokovaci roztok s kaseinem (soucast kitu) 1%
4.19.9. Posthybridiza¢ni oplachovani membrany

po ukon¢eni hybridizace membranu oplachujeme v nasledujicich roztocich:
1.) 2x 5 min ve 2x SSC, 0,1% SDS za pokojové teploty
2.)2x 15 min v 0,5x SSC, 0,1% SDS v 65 °C
3.)2x 15 min v 0,1x SSC, 0,1% SDS v 65 °C
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4.19.10. Imunologicka detekce
- po ukonceni posthybridiza¢niho oplachovdni membranu déle oplachujeme:
1.) 3 min v odmyvacim pufru
2.) 1 hod v blokovacim pufru
3.) 40 min v Ab roztoku
4.) 2x 15 min v odmyvacim pufru
5.) 20 min v detek¢nim pufru
- poté membrinu poloZime na f6lii na vodorovné podloZce a nechdme ji nasdknout
1 ml chemiluminiscenéniho substratu 0,25 mM CSPD (soucast kitu)
- nechdme 5 min pfi pokojové teploté
- odstranime pfebyte¢ny CSPD substrat z membrany a v prasvitné f6lii ji vioZime do
kazety pro expozici filmt
- d4me inkubovat na 15 min do 37 °C
- ve fotokomofte vloZime do kazety RTG film a exponujeme 5 s, 1 min, 5 min, 10
min a 30 min

- RTG filmy vyvoldme

Pufr s kyselinou maleinovou

Kyselina maleinova 0,1M
NaCl 0,15M

- pH upavime na 7,5 (pouZitim NaOH)

Odmyvaci pufr
Pufr s kyselinou maleinovou 300 ml
Tween 20 0.9 ml (vysl. koncentrace 0,3 %)

Detekéni pufr
Tris-Cl 0,1 M
NaCl 0,1 M

- pH upavime na 9,5
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Blokovaci pufr

10x Blokovaci roztok (soudast kitu) |12 ml

Pufr s kyselinou maleinovou 120 ml

Ab

roztok

Anti-Dig-AP konjugat (soucast kitu) |2 pl

Blokovaci pufr 20 ml

4.20. Pomnozeni viru vakcinie v buiikich BSC-40

4.20.1.

4.20.2.

Namnozeni BSC-40 pro infekci

na 5 ploten pro adherentni bun&¢né linie o priméru 150 mm nasejeme buriky
BSC- 40 v koncentraci 2 x 10° bun&k/20 ml 10%-NCS-DMEM/plotna

dame rist do termostatu pii 37 °C, v 5% atmosfére CO, a 95% vlhkosti

po 4 dnech burky trypsinizujeme a rozdélime je na 10 ploten (150 mm)
v koncentraci 15 x 10° bun&k/20 ml 10%-NCS-DMEM /plotna

Infekce

po 24 hod od naseti je v kaZdé plotn& cca 30 x 10° bungk

buriky oplachneme 5 ml DMEM a infikujeme (m.o.i.= 0,05) v 6 ml (1 ml fedén€ho
viru + 5 ml DMEM bez séra)

inkubujeme 1 hod v termostatu pii 37 °C, 5% atmosféie CO, a 95% vlhkosti

6 ml inokula neodsajeme, pifidime 4 ml 10%-NCS-DMEM + 10 ml DMEM bez
séra (aby vyslednd koncentrace byla 2%-NCS-DMEM) a ddme zpét do termostatu

Sklizeni infikovanych bunék BSC-40

48 hod po infekci buiiky z ploten sklidime do 50 ml zkumavek

centrifugujeme 5 min, 4 000 rpm, 4 °C

kazdy pelet resuspendujeme ve 2 ml DMEM a pieneseme do jedné zkumavky
k ostatnim resuspendovanym peletim

centrifugujeme 5 min, 4 000 rpm, 4 °C
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pelet resuspendujeme v 1,5 ml DMEM

promichdme na vortexu, sonikujeme (3x S5s, 100 W), zamrazime v -80 °C
a rozmrazime (tento postup zopakujeme 3x)

centrifugujeme 5 min, 4 000 rpm, 4 °C

odebereme 1. supernatant

pelet resuspendujeme v 1 ml DMEM

promichdme na vortexu, sonikujeme (3x 5s, 100 W), zamrazime v -80 °C
a rozmrazime (tento postup zopakujeme 3x)

centrifugujeme 5 min, 4 000 rpm, 4 °C

odebereme 2. supernatant

pelet resuspendujeme v 0,5 ml DMEM

promichdme na vortexu, sonikujeme (3x 5s, 100 W), zamrazime v -80 °C
a rozmrazime (tento postup zopakujeme 3x)

centrifugujeme 5 min, 4 000 rpm, 4 °C

odebereme 3. supernatant

1., 2. a 3. supernatant dime dohromady a centrifugujeme 5 min, 4 000 rpm, 4 °C
supernatant rozdélime do 1,5 ml zkumavek (po 1 ml, 500 pl, 5x 100 pl a 25 pl

(na titraci)) a zamrazime v -80 °C

4.21.1. Titrace

4.21.1.

zasobni roztok viru rozmrazime ve vodni lazni (37 °C), sonikujeme 3x 5's, 100 W
a nasledn¢ drZzime na ledu

ptipravime fedici fadu viru v DMEM (od 107 do 10®)

Infekce

BSC-40 naseté 24 hod predem v koncentraci 0,3 x 10° bun&k/1 ml/jamka na 12-
jamkovou desti¢ku oplachneme 0,5 ml DMEM vytemperovanym na 37 °C

0,5 ml DMEM odsajeme a pfidame 200 pl viru z piislu$ného fedéni (10, 107,10°®)
inkubujeme 1 hod v termostatu pti 37 °C, 5% atmosféie CO, a 95% vlhkosti
(kazdych 10 min mirn€ promichdme zakyvanim desti¢kou)

virus odsajeme, ptidime 1 ml 2%-NCS-DMEM a ddme zp€t do termostatu

43



4.21.2.

Barveni krystalovou violeti

48 hod po infekci odsajeme 2%-NCS-DMEM od bun¢k a ptiddme 1 ml 4%
paraformaldehydu

celou destiCku ddme na 2 min do vany se 4% paraformaldehydem (inaktivuje virus)
desti¢ku vynddme a do kazdé jamky ptidame 200 pl 1% roztoku krystalové violeti
nechame 2 min puasobit a poté ptebyte¢nou krystalovou violet’ smyjeme vodou

dna jamek zlstanou fialov€ obarvend se svétlymi misty po jednotlivych virovych
placich

virové plaky spoc¢itdme a podle fedéni uréime koncentraci viru (PFU/ml)

4.22. Méfeni na prutokovém cytometru

4.22.1.

nasejeme buiiky v koncentraci 0,3 x 10° bun&k/1 ml/jamka na 24-jamkovou
desti¢ku

24 hod po naseti buriky infikujeme (m.o.i. = 2), madme i neinfikované kontrolni
jamky

v intervalech 6 hod a 24 hod po infekci k buitkkdm ptiddme na 30 min pfislu$ny
mitochondridln{ inhibitor

buriky sklidime do zkumavek pro meéfeni na pratokovém cytometru (Becton-
Dickinson FACScan), ptfiddime pfislusny fluorescen¢ni indikdtor a 15 min
inkubujeme v termostatu pii 37 °C, 5% atmosféie CO, a 95% vlhkosti

vzorky zméfime na pritokovém cytometru

ziskand data analyzujeme programem WinMDI 2.8 (Joseph Trotter,
http://facs.scripps.edu/software.html)

Mitochondrialni inhibitory

mitochondridln{ inhibitory pfiddvdme k rostoucim adherovanym butikdm ptimo do
jamek na 24-jamkové desti¢ce a inkubujeme 30 min v termostatu pii 37 °C, 5%
atmosfére CO, a 95% vlhkosti

Antimycin A (Sigma) - zdsobni roztok o koncentraci 1 mg/ml, pouZivdme fin4lni

koncentraci 5 pg/ml
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Oligomycin (Sigma) - zdsobni roztok o koncentraci 1 mg/ml, pouZivdme findlni

koncentraci 5 pg/ml

FCCP (Sigma) - 1 mM zéasobni roztok, 10 uM findlni koncentrace

4.22.2. Fluorescenéni indikatory (fluorochromy)

- fluorescenéni indikatory ptiddvime ke sklizenym burikdm a spole¢né inkubujeme

15 min v termostatu pfi 37 °C, 5% atmosféte CO, a 95% vlhkosti

TMRE (Sigma) - 1 mM zdsobni roztok v ethanolu, 1 pM findlni koncentrace,
pouzivame ke stanoveni mitochondridlntho membranového potencidlu, fluorescenci

detekujeme v FL3 oblasti

NAO (Molecular Probes) - 0,5 mM zasobni roztok v ethanolu, 50 nM findlni
koncentrace, pouzivime ke stanoveni mitochondridlni masy, fluorescenci

detekujeme v FL1 oblasti

MTR 580 (Molecular Probes) - 0,5 mM zasobni roztok v ethanolu, 40 nM finélni
koncentrace, pouzivime ke stanoveni mitochondridlni masy, fluorescenci

detekujeme v FL3 oblasti

45



5. Vysledky

5.1. Klonovani

Cilem bylo vytvofeni rekombinantniho viru vakcinie kmene WR exprimujiciho
zeleny fluorescenéni protein (EGFP) pod vakciniovym ¢asnym/pozdnim promotorem p7.5.
Gen pro EGFP jsem vnesl do vakciniového inzer¢niho vektoru pSC11 (Mackett
et al., 1982) pod vakciniovym ¢asnym/pozdnim promotorem p7.5 a rekombinantni virus
nasledné ptipravil homologni rekombinaci do oblasti genu pro thimidinkindzu

vakciniového kmene WR.

5.1.1. Izolace fragmentii EGFP a EGFP + SV40 poly A

Pro zisk dostate¢ného mnozZstvi genu pro EGFP jsem transformoval kompetentni
butiky DH5a plazmidem pEGFP-1 (Molecular Probes) (Obr. 6) a z narostlych bakterii
plazmidovou DNA izoloval (3 vzorky zippy prep).

BsiG | g07)
Notl (820)
Xba I* (830)

Eco01091
{3274)

Sv
HVTC  PEGFP-1  pova AR (1056)
42 kb
Dralll (1222)
Kan'/ SVA4Q ori
Neo' Svao,
Stul
{1997)
Rl byl k1) 4 31 61 n 8 a9 _!_'!'_'
YA GCG CTA CCE GAC TCAGAT £TC GAG CTC AAG CTT CGAATT CTG CAG TCG A GC C GCC ACE ATG 676
Ecok7 1 Byl Xwol Hisd 14 mm‘ﬁs—ljr Sall Kpnl | Apal  Bamil Agel
Sacl Accl Aspnisi | Bspizsi Xmal
£ Sacl Sma)

Obr. 6: Schéma plazmidu pEGFP-1
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Abych se presvédcil o totoznosti pEGFP-1 v izolovanych vzorcich a o jejich Cistoté,
$t€pil jsem plazmidovou DNA restrik¢nimi endonukledzami HindIIl, Smal, Hpal a Sspl
a vysledky $t€peni vyhodnotil elektroforézou v agar6zovém gelu (30 min, 60 V, 0,8% gel)
(Obr. 7).

m L 263 1.2 3

-

Nebspes
L

w¢ Hindll  Smal

m 1 2 3 1 2 3

e ey re
-— N
™ Hpal Sspl

Obr. 7: Restrikéni analyza DNA izolované z bakteridlnich kolonii transformovanych
pEGFP-1 pomoci restrikénich endonulkedz HindIIl, Smal, Hpal a Sspl.
(m - DNA marker X; 1, 2, 3 - vzorky pEGFP-1 (zippy prep))

Restrikci pEGFP-1, ze které jsem nasledné izoloval EGFP (1) a EGFP + SV40
poly A (2) fragmenty jsem provedl pomoci restrikénich endonukledz Smal + Hpal (1) resp.
Smal a Sspl (2). K zisku fragmentu EGFP + SV40 poly A (2) bylo potfeba roz$t€penou
DNA po Stépeni restriktdzou Smal presrdZet a aZ poté rozst€pit restriktdzou Sspl. Obg
St€peni jsem vyhodnotil kontrolni elektroforézou v agar6zovém gelu (z 1 pl restr. smési).
Zbytek restrik¢ni smési (39 pl) jsem elektroforeticky rozdélil (2 hod, 40 V, 1% gel)
a pozadované EGFP (1) a EGFP + SV40 poly A (2) fragmenty z agar6zového gelu izoloval
(Obr. 8).
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a) b)

EGFP+poly A

Obr. 8: Restrik¢ni analyza DNA izolované z bakteridlnich kolonii transformovanych
pEGFP-1.
a) m - DNA marker X; 1 - pEGFP $tépeny Smal + Hpal; 2 - pEGFP $t€peny Smal

b) 2 - presraZeny vzorek 2 a) ddle St€peny Sspl

5.1.2. Izolace plazmidového vektoru pSC11
K zisku dostate¢ného mnoZstvi plazmidového vektoru pSC11 (Obr. 9) jsem jim
transformoval kompetentni bufiky DHSa a z narostlych bakterii plazmidovou DNA

izoloval (3 vzorky zippy prep).

EcoRI1
7458, Bam HI

4108 Xba 1

Obr. 9: Schéma vektoru pSC11.
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TotoZnost plazmidu v izolovanych vzorcich jsem ovéfil restrikéni analyzou pomoci
enzym@ Smal a EcoRI, kterou jsem vyhodnotil elektroforézou v agar6zovém gelu (30 min,
60V, 0,8% gel) (Obr. 10).

Obr. 10: Restrikéni analyza DNA izolované z bakteridlnich kolonii transformovanych
pSC11 pomoci restrik¢énich endonukledz Smal, resp. EcoRI.
(m - DNA marker X; 1, 2, 3 - vzorky pSC11)

Abych mohl do izolovaného plazmidu pSC11 vloZit fragment pro EGFP, resp. pro
EGFP + SV40 poly A, linearizoval jsem jej pomoci restrikéni endonukledzy Smal a konce
linedrni molekuly defosforyloval pomoci SAP, kterd odstranila 5’- fosfatové skupiny
z konci molekuly DNA. Linearizovany a defosforylovany pSCI11 jsem elektroforeticky

rozdélil (2 hod, 40 V, 1% gel) a z agar6zového gelu izoloval.

5.1.3. Vytvoreni konstruktu pSC11-EGFP (resp. pSC11-EGFP + SV40 poly A)

Linearizovany plazmid pSC11 jsem spojil s genem pro EGFP, resp. s genem pro
EGFP + SV40 poly A pomoci T4 DNA ligdzy. Vzniklym konstruktem jsem transformoval
kompetentni buiiky DHS5a a z narostlych bakterii plazmidovou DNA izoloval (2 vzorky
zippy prep pSC11-EGFP a 5 vzorku zippy prep pSC11-EGFP + poly A). Abych vybral od
kazdého plazmidu pouze 1 vzorek pro jeho ndslednou homologni rekombinaci do genomu
viru vakcinie, provedl jsem restrikéni analyzu vSech vzork( restriktdzami Smal a Notl
(80 min, 60 V, 0,8% gel) (Obr. 11).
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Obr. 11: Restrikéni analjza DNA izolované z bakteridlnich kolonii transformovanych
pSC11-EGFP a pSC11-EGFP + SV40 poly A pomoci restrikénich endonukledz Smal, resp.
Notl. Jako kontrolu jsem pouZzil plazmid pSC11 bez inzertni DNA roz$t€peny Smal.

Pro dal3i préci jsem vybral vzorky 1-1 (pSC11-EGFP) a 2-4 (pSC11-EGFP + SV40
polyA) - izolované pomoci komeréni sady QIAGEN PLASMID MIDI KIT a zméfil jsem

jejich koncentraci.

Koncentrace DNA ve vzorcich:

PSCIT-EGFP.....oooeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeesees e 907,45 pg/ml

pSC11-EGFP + SV40 POlYA....coovveeerrerreeeen. 714,27 pg/ml

Pro transfekci do genomu viru vakcinie jsem déle pouZil pouze plazmid
pSC11-EGFP.
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5.1.4. Transfekce

Rekombinantni virus vakcinie jsem pfipravil homologni rekombinaci vakciniového
inzer¢niho vektoru pSC11 obsahujiciho gen pro EGFP (pSC11-EGFP) do oblasti genu pro
thymidinkindzu vakciniového kmene WR.

Buriky BSC-40 jsem infikoval virem vakcinie kmene WR (m.o.i. = 4) a 1 hod po
infekci jsem tyto buriky transfekoval plazmidem pSC11-EGFP. 48 hod po transfekci jsem
buriky obsahujici rekombinantni virus (WR-EGFP) sklidil a expresi EGFP stanovil

méfenim na pratokovém cytometru a fluorescenéni mikroskopii (Obr. 12).

Obr. 12: Bunky BSC-40 infikované rekombinantnim virem vakcinie (WR-EGFP)

exprimujicim zelené fluoreskujici protein EGFP.
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5.2. Selekce rekombinantniho viru vakcinie WR-EGFP

Rekombinantni virus vakcinie WR-EGFP jsem selektoval od viru vakcinie divokého
kmene WR vypichovanim modfe zbarvenych virovych plakl z agaru obsahujiciho dva
selek¢ni markery - chromogenni substrat X-gal (60 pg/ml) a BrdU (25 pg/ml) (Obr. 13).
Tyto virové plaky byly tvofeny rekombinantnim kmenem viru (Blasco & Moss, 1995). Pro
dosaZeni maximalni ¢&istoty rekombinantniho viru jsem vypichovani modrych virovych
plakii provedl tikolové. Cistotu vzorkit WR-EGFP po tietim kole vypichovéni jsem ovéfil
pomoci Southern blot analyzy (Obr. 14), dva vybrané vzorky bez pfimési divokého kmene

WR jsem pomnoZil v buiikdch BSC-40 a pomoci titrace ur¢il jejich koncentraci (PFU/ml).

Obr. 13: Modré plaky tvofené rekombinantnim virem vakcinie (WR-EGFP) v agaru
obsahujicim dva selekéni markery - chromogenni substrat X-gal (60 pg/ml) a BrdU
(25 pg/ml).
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Obr. 14: RTG film - Southern blot analyza pro ovéfeni Cistoty WR-EGFP vzork po
3. kole selekce. (m - DNA marker X; 1 - mock; 2 - WR-CAT; 3 - WR; 4 az 13
vyselektované vzorky WR-EGFP: 4 - 332, 5 - 333,6 -34.1,7 -7.1.2,8 -7.15,
9-751,10-755,11-8.1.2,12-82.1,13-8.2.4; 14 - mock; 15 - WR-CAT; 16 - WR)

Stopa po piimési divokého kmene WR se vyskytla ve vzorcich WR-EGFP 7.5.1
a WR-EGFP 8.2.4. Pro dal8i pokusy jsem vybral vzorky WR-EGFP 7.1.5 a WR-EGFP
3.3.2, které pifimés kmene WR neobsahovaly a po méfeni na pritokovém cytometru
vykazovaly nejintenzivngj$i fluorescenci. Tyto dva vzorky jsem pomnoZil v burikdch

BSC-40 a pomoci titrace stanovil jejich koncentraci (PFU/ml).

Koncentrace vzorkit WR-EGFP (7.1.5a3.3.2)
WR-EGFP 7.1.5. oo 1,7 x 10° PFU/ml

WR-EGFP 3.3.2. oo, 1,7 x 10° PFU/ml
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5.3. Casovy priibéh fluorescence vyselektovaného WR-EGFP

Pribéh fluorescence EGFP v infikovanych butikich BSC-40 jsem méfil u dvou
riznych izolath vyselektovaného rekombinantniho WR-EGFP (7.1.5 a 3.3.2) v fasech
6 hod, 12 hod, 18 hod a 24 hod po infekci. Porovnival jsem:

a) prubéh fluorescence izolatt WR-EGFP mezi sebou (Obr.15) (Tab. 2)

b) priibéh fluorescence izolatii WR-EGFP s WR-GFP (Obr.15) (Tab. 2)
(laskavé poskytnut Dr. Németkovou z UHKT)

¢) rust izolath WR-EGFP (Tab. 3)

a) 6 hod b) 12 hod

—— nemfikované b -

3 — WR — _WREFPII.

——— WR-EQFP715a WRECFP332a
——— WR-EQFP332a e WRFP

. WROFP WREFPTISH

WREGFP71.5b FREFP 332D
WRFPb

—- — nomfikoveni b

WR-EGFP 3320
~———— WRGFPY

FL1Heght
- - nenfikované b
2 —WR
——WREGFP7154
——WREGFP3324
——WRGFP a
——WREGFP715b

WREGFP332b
——— WRGFP b

100

¢) 18 hod d) 24 hod

Obr. 15: Pribé¢h fluorescence EGFP (izolaty 7.1.5 a 3.3.2) a GFP v ¢asovych intervalech
6, 12, 18 a 24 hod po infekci BSC-40 (m.o.i. = 2).

Kontrolni vzorky: BSC-40 infikované WR a neinfikované BSC-40.

Mg¢fteny jsou pouze buriky nachdzejici se v oblasti R1 (Obr. 16).
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Obr. 16: Oblast R1 obsahujici buriky které byly pouZity pro hodnoceni jednotlivych

meéfeni. Vné R1 se nach4zi buné&¢na drt’ a dublety bunék.

Tab. 2: Pocet bun¢k BSC-40 infikovanych WR-EGFP (izoldty 7.1.5 a 3.3.2) nebo
WR-GFP v ¢asovych intervalech 6, 12, 18 a 24 hod po infekci (m.o.i. = 2).

Zelen4 fluorescence (% bunék z celkové
h.p.i. Virus oznalené populace)
prumér (n=2)

6| WR-EGFP 7.1.5 32,28
WR-EGFP 3.3.2 31,89
WR-GFP 36,25

12| WR-EGFP 7.1.5 23,00
WR-EGFP 3.3.2 22,73
WR-GFP 28,71

18 | WR-EGFP 7.1.5 24,55
WR-EGFP 3.3.2 23,64
WR-GFP 33,01

24 | WR-EGFP 7.1.5 25,53
WR-EGFP 3.3.2 23,66
WR-GFP 36,39

oznalend populace = buriky pod markerem M (viz Obr. 15) nachdzejici se v oblasti R1 (viz Obr. 16)
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Tab. 3: Rust WR-EGFP 7.1.5, WR-EGFP 3.3.2 a WR-Luc v buiitkdch BSC-40 a HeLa G
6 hod a 24 hod po infekci (m.o.i. = 2).

Virus BSC-40 HeLa G
h.p.i. h.p.i.
6 hod 24 hod 6 hod 24 hod
PFU/ml PFU/ml PFU/ml PFU/ml
WR-EGFP 7.1.5 4,85 % 10° 2,10 x 10’ 1,70 x 10° 2,03 % 10’
WR-EGFP 3.3.2 4,58 x 10° 2,40% 10’ 1,90 x 10° 1,98 x 10’
WR-Luc 5,68 x 10° 2,28 x 10’ 1,28 x 10° 2,45 x 10’

Na prekryvu vSech ¢tyf Casovych intervald (6 hod, 12 hod, 18 hod, 24 hod) byla
zifejmé zvySujici se fluorescence EGFP v infikovanych buiikdch BSC-40 (Obr. 17). Také

byl patrny rozdil mezi fluorescenci EGFP a GFP pii piekryvu fluorescence vSech &tyf
¢asovych intervald obou proteinti (Obr. 18)

-~ nenfikovani BSC 4
34 —WR
—— WREGFP 6 hod
———WR-EGFP 12 hod
——WR-EGFP 18 hod
'WREGFP 24 hod

Obr. 17: Casovy prib&h fluorescence EGFP v BSC-40 infikovanych WR-EGFP (izol4t
7.1.5) v ¢asovych intervalech 6 hod, 12 hod, 18 hod a 24 hod po infekci (m.o.i. = 2).
Kontrolni vzorky: BSC-40 infikované WR a neinfikované BSC-40.
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— —-- WR-EGFP 18 hod

WR-EGFP 24 hod
WR-GFP 6 hod
WR-OFP 12hod
WROFP 18 hod

e WROFP 24 hiod

Obr. 18: Porovnani pribéhu fluorescence EGFP vs. GFP v buiikdch BSC-40 infikovanych
WR-EGFP (7.1.5) resp. WR-GFP v ¢asovych intervalech 6, 12, 18 a 24 hod od infekce
(m.o.i. = 2). Kontrolni vzorky: BSC-40 infikované WR a neinfikované BSC 40.

Shrnuti kapitoly 5.3.

- Fluorescence i rast izoldtd WR-EGFP 7.1.5 a WR-EGFP 3.3.2 byly srovnatelné.

- WR-GFP vykazoval vys$§i fluorescenci neZ oba izolity WR-EGFP,
pravdépodobné diky vy3si expresi regulované syntetickym promotorem.

- Pfi infekci viemi 3 rekombinantnimi viry bylo v ¢ase 6 hod po infekci
infikovéno priblizn€¢ 30 - 35 % bunék (z oznatené populace), kdy miZeme
s urcitosti fici, Ze v tomto Case jesSt€ nemohlo dojit k sekundérni infekci.

- Pro dal$i pokusy jsem vybral izoldt WR-EGFP 7.1.5.
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5.4. Stanoveni fluorescence mitochondrialni masy

Pfi stanoveni mitochondridlni masy bunéénych linii HeLa G a BSC-40 jsme
vychazeli z ptedpokladu, Ze fluorescence mitochondridlni masy by méla samotnou
mitochondridlni masu pfedstavovat. Ke stanoveni fluorescence mitochondridlni masy
v infikovanych, resp. neinfikovanych burikich HeLa G a BSC-40 jsem pouZil dva rizné
fluorochromy - MTR 580 a NAO. MTR 580 emituje v oblasti FL.3 a NAO v oblasti FL1.
Abych ovéfril jestli se fluorochromy neakumuluji v mitochondriich v zdvislosti na jejich
membridnovém potencialu, stanovoval jsem fluorescenci mitochondridlni masy v butikdch
vystavenym pusobeni ionoforu FCCP po dobu 30 min (+ FCCP) i v bunikdch pasobeni
FCCP nevystavenym (- FCCP). Pomoci MTR 580 a NAO jsem stanovil fluorescenci
mitochondridlni masy v celkové populaci bun€k (smés bun€k infikovanych
a neinfikovanych) HeLa G (Tab. 4), resp. BSC-40 (Tab. 5) v ¢ase 0 hod, 6 hod a 24 hod po
infekci.

MTR 580 emitujici v oblasti FL3 jsem dile pouZil pro stanoveni fluorescence
mitochondridlni masy pouze v infikované populaci bun€¢k HeLa G (Tab. 6), resp. BSC-40
(Tab. 7) v ¢ase 6 hod a 24 hod po infekci. Buiiky jsem infikoval virem WR-EGFP, jehoz
zelend fluorescence emituje v oblasti FL1, diky ¢emuZ jsem mohl vybrat pouze
infikovanou populaci a na té v oblasti FL3 zméfit fluorescenci mitochondridlni masy
pomoci MTR 580. Pro porovnini jsem také ve v3ech pifipadech méfil burniky mock-

infikované (simulovand infekce).
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Tab. 4: Fluorescence mitochondridlni masy v butikich HeLa G - v celkové populaci.
Stanovena pomoci fluorochromi MTR 580 a NAO, 0 hod, 6 hod a 24 hod po infekci viry

WR-EGFP (izoldt 7.1.5) a kontrolnim WR-Luc. Fluorescence mitochondridlni masy je

méfena v bumikdch vystavenym ionoforu FCCP (+ FCCP) i v buikich FCCP

nevystavenym (- FCCP). (m.o.i. = 2)

h.p.i. Virus Mitochondridlni masa Mitochondridlni masa
(Fluorescence FL3) - primér (Fluorescence FL1) - prumér
prumér (n=4) S.E.M. primér (n=4) S.E.M.
0 -FCCP -FCCP
Uninf, 9,16 0,77 10,83 0,25
+FCCP + FCCP
Uninf. 8,20 0,17 7,93 0,15
6 -FCCP -FCCP
Mock 18,07 1,40 28,205 5,42
WR-EGFP 18,55 0,19 - -
WR-Luc 19,48 0,62 23,755 4,64
+ FCCP + FCCP
Mock 12,05 0,50 19,43 5,49
WR-EGFP 12,43 0,50 - -
WR-Luc 12,89 0,45 21,365 4,90
A4 -FCCP -FCCP
Mock 12,64 0,43 21,46 4,27
WR-EGFP 13,59 0,51 - -
WR-Luc 13,10 0,22 17,89 2,27
+ FCCP + FCCP
Mock 10,65 1,56 16,66 1,93
WR-EGFP 12,01 1,07 - -
WR-Luc 11,21 1,47 17,4 2,67

S.E.M. - standardni odchylka od priméru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované buriky, Mock - mock-infikované buiiky (simulovan4 infekce)
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Tab. 5: Fluorescence mitochondridlni masy v butikich BSC-40 - v celkové populaci.
Stanovena pomoci fluorochromit MTR 580 a NAO, 0 hod, 6 hod a 24 hod po infekci viry
WR-EGFP (izolat 7.1.5) a kontrolnim WR-Luc. Fluorescence mitochondridlni masy je
méfena v buitkdch vystavenym ionoforu FCCP (+ FCCP) i v buiikkdch FCCP
nevystavenym (- FCCP). (m.o.i. = 2)

h.p.i. Virus Mitochondridlni masa Mitochondridlni masa
(Fluorescence FL3) - prumér (Fluorescence FL1) - prumér
prumér (n=4) S.E.M. prumér (n=4) S.E.M.
0 - FCCP - FCCP
Uninf. 20,96 0,15 16,51 1,10
+ FCCP +FCCP
Uninf. 15,73 0,10 17,01 0,32
6 - FCCP - FCCP
Mock 29,72 5,07 25,96 3,80
WR-EGFP 25,91 6,07 - -
WR-Luc 25,76 5,73 32,92 5,35
+ FCCP + FCCP
Mock 17,43 3,36 29,81 2,61
WR-EGFP 17,96 3,27 - -
WR-Luc 16,93 3,36 29,26 4,04
24 - FCCP - FCCP
Mock 16,30 0,78 31,44 3,28
WR-EGFP 20,26 0,48 - -
WR-Luc 16,79 0,92 24,04 0,31
+ FCCP + FCCP
Mock 11,18 1,48 29,24 4,95
WR-EGFP 14,55 1,49 - -
WR-Luc 12,48 1,66 29,35 4,35

S.E.M. - standardni odchylka od priméru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované buriky, Mock - mock-infikované buriky (simulovan infekce)

Shrnuti Tab. 4 a Tab. 5

1. Zavislost akumulace fluorochromii na mitochondrialnim membranovém potencialu

Akumulace obou fluorochromt se jevila jako potencidlové zdvisld. MTR 580 nejevil
tak velké rozdily mezi vzorky vramci jedné skupiny (Casového intervalu). K dalSimu
hodnoceni jsem proto pouzil vysledky ze vzorkil, ke kterym byl ionofor FCCP ptiddn
(+ FCCP).
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2. Porovnani fluorescence charakterizujici mitochondridlni masu mezi buiikami
HeLa G a BSC-40
Fluorescence mitochondridlni masy bun€k HelLa G byla ptibliZzn¢ dvakrat nizsi nez

fluorescence mitochondridlni masy buné¢k BSC-40.

3. Vliv infekce na mitochondrialni masu celkové populace
Mitochondridlni masa charakterizovana fluorescenci, byla obdobnd v mock-
infikovanych burikdch i v celkové populaci obsahujici bunky infikované i neinfikované.

(Lze vysledovat tendenci ke zvy3eni fluorescence v celkové populaci bunék.)

Tab. 6: Fluorescence mitochondridlni masy v butikich HeLa G - v infikované populaci.
Stanovena pomoci fluorochromu MTR 580, O hod, 6 hod a 24 hod po infekci
rekombinantnim virem WR-EGFP (izolat 7.1.5). Fluorescence mitochondridlni masy je
méfena v burikdch vystavenym ionoforu FCCP (+ FCCP) i v bunkidch FCCP
nevystavenym (- FCCP). (m.o.i. = 2)

h.p.i. Virus Mitochondridlni masa
(Fluorescence FL3) - primér
prumér (n=4) S.E.M.
0 -FCCP
Uninf. 9,16 0,77
+ FCCP
Uninf. 8,20 0,17
6 - FCCP
Mock 18,07 1,40
WR-EGFP 24,82 0,33
+ FCCP
Mock 12,05 0,50
WR-EGFP 16,36 1,05
24 - FCCP
Mock 12,64 0,43
WR-EGFP 19,94 0,29
+ FCCP
Mock 10,65 1,56
WR-EGFP 16,48 1,96

S.E.M. - standardni odchylka od priméru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované bunky, Mock - mock-infikované burky (simulovan4 infekce)
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Tab. 7: Fluorescence mitochondridlni masy v buiikich BSC-40 - v infikované populaci.
Stanovena pomoci fluorochromu MTR 580, O hod, 6 hod a 24 hod po infekci
rekombinantnim virem WR-EGFP (izolat 7.1.5). Fluorescence mitochondridlni masy je
méfena v bunkdch vystavenym ionoforu FCCP (+ FCCP) i vbunkach FCCP
nevystavenym (- FCCP). (m.o.i. =2)

h.p.i. Virus Mitochondridlni masa
(Fluorescence FL3) - primér
primér (n=4) S.E.M.
0 -FCCP
Uninf. 20,96 0,15
+FCCP
Uninf. 15,73 0,10
6 -FCCP
Mock 29,72 5,07
WR-EGFP 25,67 5,08
+FCCP
Mock 17,43 3,36
WR-EGFP 19,81 2,35
24 -FCCP
Mock 16,30 0,78
WR-EGFP 30,91 1,01
+ FCCP
Mock 11,18 1,48
WR-EGFP 22,60 2,44

S.E.M. - standardni odchylka od priméru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované buiky, Mock - mock-infikované buiiky (simulovand infekce)

Shrnuti Tab. 6 a Tab.7
Vliv infekce na mitochondrialni masu infikovanych bunék

Infekce virem vakcinie vede ke zvySeni mitochondridlni masy infikovanych bun¢k
oproti mock-infikovanym buitkdm. 6 hod po infekci byla mitochondridlni masa
v infikovanych butikdich HeLa G o0 36 % vys8i oproti butikdm mock-infikovanym, 24 hod
po infekci byla mitochondridlni masa v infikovanych buiikdch Hel.a G vy$3i dokonce
055 %. V infikovanych burikdch BSC-40 se mitochondridlni masa 6 hod po infekci zvySila
0 14 % oproti buiikdm mock-infikovanym, 24 hod po infekci byla mitochondridlni masa

vy$8i dokonce o 102 % oproti bufikdm mock-infikovanym.
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3.5. Stanoveni mitochondrialniho membrinového potencialu (AW,

Pro stanoveni mitochondridlniho membrinového potencidlu bunéénych linif HelLa G
a BSC-40 jsem pouZil potenciometrické barvivo TMRE, které se v mitochondriich
akumuluje v zdvislosti na jejich membrianovém potencidlu (Farkas et al, 1989).
Fluorescence akumulovaného TMRE poté samotnému mitochondridlnimu membrédnovému
potencidlu odpovidd (Darzynkiewicz et al., 1982; Bunting et al.,1989). TMRE emituje
voblasti FL3. Pozoroviani zmén mitochondridlntho membrdnového potencidlu
infikovanych bunék v pribéhu infekce mi umoZnilo oznaceni viru vakcinie EGFP, jehoz
zelend fluorescence emituje v oblasti FL1. Diky této skute¢nosti jsem mohl vybrat pouze
infikovanou populaci bun€k a na té voblasti FL3 zméfit fluorescenci TMRE, kterd
membranovy potencidl mitochondrii pfedstavovala.

Cilem pokusu bylo uréit z jakych metabolickych drah (glykolyzy nebo oxida¢ni
fosforylace) ziskavaji dv€ rizné€ buné¢né linie (HeLa G a BSC-40) ATP pro udrZeni
mitochondridlniho membranového potencidlu a jak se toto méni v infikovanych burikich
v pribéhu infekce. Buiky proto byly pfed sklizenim vystaveny na 30 min plsobeni
mitochondridlnich inhibitort - antimycinu A, oligomycinu nebo FCCP (viz kapitola 2.4.).

Me¢ril jsem fluorescenci TMRE charakterizujici mitochondridlni membranovy
potencidl celkové populace bun¢k (obsahujici infikované i neinfikované buriky) HelLa G
(Tab. 8), resp. BSC-40 (Tab. 9) v €asech 0 hod, 6 hod a 24 hod po infekci virem
WR-EGFP (izolat 7.1.5) a kontrolnim virem WR-Luc.

Diéle jsem pomoci TMRE stanovoval A¥,, pouze infikované populace bun¢k Hel.a G
(Tab. 10), resp. BSC-40 (Tab.11), kterou jsem identifikoval diky infekci virem
WR-EGFP.
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Tab. 8: Fluorescence TMRE charakterizujici mitochondridlni membrénovy potenciél
v celkové populaci bunék HeLa G - 0 hod, 6 hod a 24 hod po infekci viry WR-EGFP
(izolat 7.1.5) a kontrolnim WR-Luc. Buiiky byly 30 min pred sklizenim vystaveny

pusobeni mitochondridlnich inhibitord FCCP, oligomycinu nebo antimycinu A. (m.o.i. = 2)

Mitochondridlni % mock-infik. bunék
h.p.i. inhibitor Virus % bunék s vysSim potencidlem bez inhibitoru
(TMRE - Fluorescence FL3) - pramér
priumér (n=4) S.E.M.

0j0 Uninf. 41,03 1,21 100,00

FCCP Uninf. 3,19 0,27 7,77
Oligomycin Uninf. 54,53 1,64 132,91
Antimycin A Uninf. 25,59 0,96 63,38
6{0 Mock 25,99 0,93 100,00
WR-EGFP 17,65 1,49 67,92

WR-Luc 18,50 1,56 71,17

FCCP Mock 1,88 0,83 7,24
WR-EGFP 3,67 0,81 14,10

WR-Luc 3,47 1,08 13,33

Oligomycin Mock 23,09 2,44 88,85
WR-EGFP 14,91 0,43 57,35

WR-Luc 18,07 0,63 69,51

Antimycin A Mock 10,31 0,72 39,65
WR-EGFP 10,88 0,66 41,86

WR-Luc 11,02 0,77 42,40
2410 Mock 13,50 1,40 100,00
WR-EGFP 10,56 1,26 78,23

WR-Luc 7,41 1,07 54,84

FCCP Mock 3,64 0,48 26,94
WR-EGFP 4,93 1,22 36,51

WR-Luc 3,92 1,08 29,03
Oligomycin Mock 15,84 1,54 117,33
WR-EGFP 11,37 1,31 84,21

WR-Luc 8,77 0,99 64,97

Antimycin A Mock 7,92 0,69 58,64
WR-EGFP 12,08 0,40 89,46

WR-Luc 9,29 0,36 68,82

S.E.M. - standardni odchylka od praméru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované buriky, Mock - mock-infikované buriky (simulovana infekce)
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Tab. 9: Fluorescence TMRE charakterizujici mitochondridlni membranovy potencidl
v celkové populaci bunék BSC-40 - 0 hod, 6 hod a 24 hod po infekci viry WR-EGFP
(izolat 7.1.5) a kontrolnim WR-Luc. Buriky byly 30 min pfed sklizenim vystaveny

pasobeni mitochondridlnich inhibitord FCCP, oligomycinu nebo antimycinu A. (m.o.i. = 2)

Mitochondrialn{ % mock-infik. buné¢k
h.p.i. inhibitor Virus % bunék s vysSim potencidlem bez inhibitoru
(TMRE - Fluorescence FL3) - prumér
prumér (n=4) S.E.M.

0{0 Uninf. 11,50 0,71 100,00
FCCP Uninf, 1,49 0,09 12,93
Oligomycin Uninf. 31,58 1,89 274,51
Antimycin A Uninf, 0,87 0,27 7,52

6j0 Mock 2,63 1,02 100,00

WR-EGFP 5,86 0,72 222,84

WRLuc 5,46 0,50 207,61

FCCP Mock 0,43 0,13 16,18
WR-EGFP 0,87 0,12 33,21

WRLuc 0,82 0,21 31,11
Oligomycin Mock 5,20 0,58 198,00
WR-EGFP 14,90 1,79 567,17
WRLuc 12,63 0,98 480,49

Antimycin A Mock 0,56 0,11 21,41
WR-EGFP 0,96 0,40 36,63

WRLuc 1,11 0,32 42,25
24|10 Mock 8,80 2,62 100,00
WR-EGFP 241 0,54 27,37

WRLuc 1,92 0,62 21,83

FCCP Mock 2,07 0,31 23,51
WR-EGFP 4,60 0,80 52,25

WRLuc 2,05 1,47 23,25

Oligomycin Mock 10,57 0,75 120,21
WR-EGFP 4,60 0,85 52,33

WRLuc 4,46 1,00 50,65

Antimycin A Mock 2,25 0,33 25,58
WR-EGFP 2,57 0,91 29,25

WRLuc 1,13 0,37 12,82

S.E.M. - standardni odchylka od priiméru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované buiky, Mock - mock-infikované buriky (simulovana infekce)
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Tab. 10: Fluorescence TMRE charakterizujici mitochondridlni membrénovy potencidl

v infikované populaci bunék HeLa G - 0 hod, 6 hod a 24 hod po infekci rekombinantnim

virem WR-EGFP (izolat 7.1.5). Buriky byly 30 min pted sklizenim vystaveny pisobeni

mitochondriélnich inhibitord FCCP, oligomycinu nebo antimycinu A. (m.o.i. = 2)

Mitochondridlni % bunék s vysSim % mock-infik. bunék | % infik. bunék
h.p.i. inhibitor Virus potencidlem bez inhibitoru bez inhibitoru
(TMRE - Fluorescence FL3) - primér
prumér (n=4) S.EM.
00 Uninf. 41,03 1,21 100,00
FCCP Uninf. 3,19 0,27 7,77
Oligomycin Uninf, 54,53 1,64 132,91
Antimycin A Uninf. 25,59 0,96 63,38
6|0 Mock 25,99 0,93 100,00
WR-EGFP 70,51 2,03 271,32 100,00
FCCP Mock 1,88 0,83 7,24
WR-EGFP 9,59 2,68 36,91 13,60
Oligomycin Mock 23,09 2,44 88,85
WR-EGFP 64,22 2,86 247,11 91,08
Antimycin A Mock 10,31 0,72 39,65
WR-EGFP 57,62 2,77 221,71 81,72
24|10 Mock 13,50 1,40 100,00
WR-EGFP 29,84 1,37 220,96 100,00
FCCP Mock 3,64 0,48 26,94
WR-EGFP 7,12 1,13 52,73 23,86
Oligomycin Mock 15,84 1,54 117,33
WR-EGFP 22,90 0,84 169,62 76,76
Antimycin A Mock 7,92 0,69 58,64
WR-EGFP 26,23 2,29 194,24 87,91

S.E.M. - standardni odchylka od priméru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované buriky, Mock - mock-infikované buiiky (simulovan4 infekce)
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Tab. 11: Fluorescence TMRE charakterizujici mitochondridlni membradnovy potencidl

v infikované populaci bunék BSC-40 - 0 hod, 6 hod a 24 hod po infekci rekombinantnim

virem WR-EGFP (izolat 7.1.5). Buniky byly 30 min pted sklizenim vystaveny pisobeni

mitochondridlnich inhibitori FCCP, oligomycinu nebo antimycinu A. (m.o.i. = 2)

Mitochondridlni % bunék s vyssim % mock-infik. bun€k | % infik. bunék
h.p.i. inhibitor Virus potencidlem bez inhibitoru bez inhibitoru
(TMRE - Fluorescence FL3) - primér
prumér (n=4) S.E.M.
0[0 Uninf. 11,50 0,71 100,00
FCCP Uninf, 1,49 0,09 12,93
Oligomycin Uninf. 31,58 1,89 274,51
Antimycin A Uninf. 0,87 0,27 7,52
60 Mock 2,63 1,02 100,00
WR-EGFP 16,85 2,63 641,39 100,00
FCCP Mock 0,43 0,13 16,18
WR-EGFP 1,77 0,86 67,27 10,49
Oligomycin Mock 5,20 0,58 198,00
WR-EGFP 53,14 6,82 2022,26 315,29
Antimycin A Mock 0,56 0,11 21,41
WR-EGFP 1,01 0,17 38,44 5,99
2410 Mock 8,80 2,62 100,00
WR-EGFP 4,69 1,25 53,35 100,00
FCCP Mock 2,07 0,31 23,51
WR-EGFP 1,43 0,66 16,20 30,37
Oligomycin Mock 10,57 0,75 120,21
WR-EGFP 12,98 1,32 147,58 276,61
Antimycin A Mock 2,25 0,33 25,58
WR-EGFP 0,82 0,36 9,30 17,42

S.E.M. - standardni odchylka od primeéru (standard eror of mean)

Uninf. - neinfikované buiiky, Mock - mock-infikované buiiky (simulovand infekce)
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Shrnuti kapitoly S.S.

Infikované buiiky Hel.a G

- po 6 hod infekce: Inhibice komplexu III dychaciho fetézce antimycinem A sniZila

A¥Yn 0 18 % oproti infikovanym burikdm bez mitochondridlniho inhibitoru a inhibice
FoF1ATPazy oligomycinem snizila AW, o 9% oproti infikovanym bufikdim bez
mitochondridlniho inhibitoru. To znamend, Ze bunky kudrzeni A¥Y, vyuZivaly spiSe
glykolyzu neZ oxidaéni fosforylaci.

- po 24 hod infekce: Antimycin A sniZil A¥Yp, o 12 % a oligomycin sniZil A¥y,
023 % oproti infikovanym buiikdm bez mitochondridlniho inhibitoru. Z toho vyplyvé, Ze
buriky HelLa G i 24 hod po infekci vyuZivaly k udrzeni AYy, spiSe glykolyzu neZ oxidaéni
fosforylaci.

Mock-infikované buiiky HeLa G
- po 6 hod: Antimycin A sniZil A¥y, 0 60 % a oligomycin sniZil AWy, o 11 % oproti

mock-infikovanym burikdm bez mitochondridlniho inhibitoru. Buiiky k udrzeni A¥p
vyuZivaly spiSe glykolyzu neZ oxida¢ni fosforylaci.

- po 24 hod: Antimycin A sniZil A¥n, 0 41 % a oligomycin zvysil AWy, 0 17 % oproti
mock-infikovanym buiikdm bez mitochondridlniho inhibitoru. Vzristal tedy piisp&€vek

oxida¢ni fosforylace k udrzeni AWy,

Infikované buiiky BSC-40
- po 6 hod infekce: : Antimycin A sniZil A¥y, 0 94 % a oligomycin zvy$il A¥Y,

0215 % oproti infikovanym bunikdm bez mitochondridlniho inhibitoru. Burky k udrZeni
AY,, tedy vyuZzivaly prevdzné oxida¢ni fosforylaci.

- po 24 hod infekce: Antimycin A sniZil A¥y, o 83 % a oligomycin zvySil AYp,
0 177 % oproti infikovanym burikdm bez mitochondriilniho inhibitoru. Infikované buriky

‘BSC-40 tedy vyuZivaly k udrzeni AWp, i po 24 hod infekce pfevazné oxida¢ni fosforylaci.

Mock-infikované buiiky BSC-40
- po 6 hod: Antimycin A sniZil A¥, 0 79 % a oligomycin zvy$il A¥y, 0 98 % oproti

mock-infikovanym buitkkdm bez mitochondridlniho inhibitoru. Pro udrzeni AY,, tedy

vyuzivaly pfevazné€ oxida¢ni fosforylaci.
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- po 24 hod: Antimycin A sniZil A¥Y, 0 74 % a oligomycin zvySil A¥m 0 20 % oproti
mock-infikovanym burikkdm bez mitochondridlniho inhibitoru. Pro udrZeni AY, tedy

vzrostl prispévek glykolyzy.
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6. Diskuze

6.1. Vytvoreni rekombinantniho viru vakcinie WR-EGFP

Zeleny fluorescenéni protein exprimovany rekombinantnim virem vakcinie umoZiuje
detekci infikovanych bun¢k pomoci pritokové cytometrie (Dominguez J. et al., 1998).
Abych mohl studovat procesy odehrévajici se pouze v infikované populaci bun€k a odlisit
zmény odehrévajici se v té€chto burikdch v prib&hu infekce od procesti odehravajicich se
v neinfikovanych burikach, bylo potieba vytvofit rekombinantni virus vakcinie exprimujici
zeleny fluorescencni protein (EGFP).

Gen pro EGFP jsem vnesl do vakciniového inzeréniho vektoru pSCI11 (Mackett
etal.,, 1982) pod vakciniovym ¢asnym/pozdnim promotorem p7.5 a samotny
rekombinantni virus jsem ndsledn€ pfipravil homologni rekombinaci do oblasti genu pro
thymidinkindzu vakciniového kmene WR (Mackett et al., 1984).

Potfeboval jsem ziskat dostate¢né mnoZstvi genu pro EGFP, proto jsem
transformoval kompetentni buniky DHS5a plazmidem p-EGFP-1 (Molecular probes)
poZzadovany gen obsahujicim. Z narostlych bakterii jsem plazmidovou DNA izoloval,
vhodnymi restriktdzami ji roz$tépil, tak abych mohl gen pro EGFP samostatné vyizolovat,
rozdélil elektroforézou v agar6zovém gelu a fragment DNA kédujici EGFP z gelu izoloval.
Fragment pro EGFP jsem ndsledné vloZil pomoci T4 DNA ligdzy do vakciniového
inzeréniho vektoru pSC11 pod vakciniovym ¢&asnym/pozdnim promotorem p7.5.
Plazmidovy inzeréni vektor pSC11 jsem pifedtim rovné€Z pomnoZil v kompetentnich
burikdch DHS5a, nésledné jej izoloval, a aby bylo umoZnéno vloZeni fragmentu pro EGFP
jsem jej linearizoval a konce linedrni molekuly defosforyloval pomoci SAP.

Rekombinantni virus vakcinie kmene WR jsem ndsledné pfipravil homologni
rekombinaci pfipraveného vakciniového inzeréniho vektoru pSC11 obsahujiciho gen pro
EGFP (konstrukt pSC11-EGFP) do oblasti genu pro thymidinkindzu (Mackett et al., 1984).

Ptipraveny rekombinantni virus WR-EGFP jsem poté musel vyselektovat od
divokého kmene WR vypichovanim modfe zbarvenych virovych plakl z Zivného agaru,
ktery obsahoval dva selekéni markery pro urfeni rekombinanti - chromogenni substrat
X-gal (60 pg/ml) a BrdU (25 pg/ml). Selekci WR-EGFP od piipadné piimési divokého
kmene WR jsem provedl tiikolové a Cistotu vyselektovanych vzorki WR-EGFP jsem poté

ovéfil pomoci Southern blot analyzy. Presto i po tfech kolech selekce stopu po ptimési
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divokého kmene WR obsahovaly dva vzorky z celkovych deseti. Vybral jsem dva vzorky
rekombinantniho viru WR-EGFP (izolaty 7.1.5 a 3.3.2) neobsahujici ptimé€s divokého
kmene WR, které jsem pomnoZil v bunikich BSC-40. Nisledn¢ jsem pomnoZené viry
purifikoval od lyzovanych buné€k a pomoci titrace a barveni krystalovou violeti stanovil
koncentraci vzorkl (PFU/ml) jiZ Cistych rekombinantnich virid (Earl et al., 1998).

Oba izolaity, WR-EGFP 7.1.5 i WR-EGFP 3.3.2, mély koncentraci shodnou:
1,7 x 10’ PFU/ml, co? je ziejm& dilem ndhody a také duisledkem stejného zachézeni
sobéma vzorky pifi jejich pomnoZeni v buikkich BSC-40 a pfi jejich nisledném

purifikovéni od zbytk{ lyzovanych bunék.

6.2. Casovy priibéh fluorescence vyselektovaného WR-EGFP

Ke stanoveni mitochondridlni masy a mitochondridlntho membranového potenciilu
infikovanych bun€k jsem potfeboval vybrat pouze jeden ze dvou ziskanych
rekombinantnich virti - WR-EGFP 7.1.5 nebo WR-EGFP 3.3.2.

Abych vybral vhodné&j$i z izolath, porovnal jsem pribéh fluorescence EGFP obou
rekombinantnich virG pomoci pritokové cytometrie (Earl el al., 2003). Fluorescenci EGFP
obou rekombinantnich viril jsem déle také porovnéval s fluorescenci GFP rekombinantniho
viru vakcinie WR-GFP, ktery byl pfipraven v laboratofi Dr. Némectkové z UHKT.
Fluorescenci EGFP, resp. GFP v infikovanych butikdch BSC-40 jsem méfil na pratokovém
cytometru v oblasti FL1 v ¢asech 6 hod, 12 hod, 18 hod a 24 hod po infekci (m.o.i. = 2).

V €asech 6 hod a 24 hod od infekce jsem kromé¢ méfeni fluorescence EGFP také
odebral vzorky infikovanych buné¢k ve 2%-NCS-DMEM pro titraci (Earl et al., 1998),
abych na zdklad€ zjiSt€nych koncentraci viru mohl urcit piipadny rozdil v rychlosti rdstu
mezi obéma izolaty.

Z naméfenych vysledkl vyplynulo, Ze fluorescence i rast izolatd WR-EGFP 7.1.5
a WR-EGFP 3.3.2 jsou srovnatelné.

WR-GFP vykazoval vy$§i fluorescenci neZ oba izolity WR-EGFP, pravdépodobné
diky vy$8i expresi regulované syntetickym promotorem. Aby se toto dalo Fici jednozna¢né,
musela by se stanovit hladina proteinu, eventuelné mRNA. Navic nelze vylou€it jinou
intenzitu fluorescence, detekovanou jinym zplsobem diky spektrdlnim vlastnostem GFP

a EGFP. Pti pouZiti fluorescen¢ni mikroskopie vykazoval WR-GFP kromé zelené
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fluorescence i fluorescenci Cervenou a kvuli této jeho nejednoznaéné rozliSitelnosti pii
pouZiti cervenych fluorescen¢nich barviv jsem snim nepracoval. (Pravé kvali této
vlastnosti WR-GFP bylo potreba pfipravit novy rekombinantni virus exprimujici zeleny
fluorescenéni protein - WR-EGFP, coZ bylo zdkladem mé diplomové préce.) Pfipraveny
izolat WR-EGFP vykazoval pfti fluorescenéni mikroskopii pouze zelenou fluorescenci, tak
jak jsme predpokladali.

Pii infekci v8emi 3 rekombinantnimi viry bylo v ¢ase 6 hod po infekci infikovano
ptiblizn€ 30 - 35 % buné€k (z oznacené populace), kdy miZzeme s uritosti fici, Ze v tomto
Case jest€ nemohlo dojit k sekunddrni infekci. PouZitd m.o.i. = 2 by teoreticky méla
infikovat vechny buriky, aviak je zndmo, Ze k téméf 100% infekci buné€k pouZivaji rizni
autofi 10-100 PFU/bunka. 30% infekce odpovid4 tomu, co naméfili jini (Earl el al., 2003).

Pro dal3i pokusy jsem vybral izoldt WR-EGFP 7.1.5.

6.3. Stanoveni fluorescence mitochondrialni masy

Vychézel jsem z ptedpokladu, Ze fluorescence mitochondridlni masy by méla
samotnou mitochondridlni masu ptedstavovat (Jacobson et al., 2002). Ke stanoveni
fluorescence mitochondridlni masy v infikovanych, resp. neinfikovanych buitkdch HeLa G
a BSC-40 jsem pouZzil dva rizné fluorochromy - MTR 580 a NAO.

Ziskand data ukdzala, Ze akumulace obou fluorochromid je =z4visld na
mitochondridlnim membrdanovém potencidlu, i kdyZ MTR 580 nejevil velké rozdily mezi
mock-infikovanymi a infikovanymi buiikami, a tak ddval relativné obdobné vysledky pfi
pouziti ionoforu FCCP i pfi jeho nepouZiti. Akumulace fluorochromu NAO
v mitochondriich bunék HelLa G i BSC-40 se jevila jako potencidlové z4visla. Potencidloveé
zavislou byla hodnocena i pfedchozimi studiemi (Métivier el al., 1998; Keijj et al., 2000;
Jacobson et al., 2002). K vyhodnoceni vyslekl jsem proto pouZil data ziskand ze vzorkd,
ke kterym byl pfiddn odpojova¢ oxida¢ni fosforylace FCCP.

Porovnani fluorescence charakterizujici mitochondridlni masu mezi buné¢nymi
liniemi HeLa G a BSC-40 ukdazalo na ptibliZzn& dvakrat vétsi fluorescenci bun€k BSC-40
oproti buitkkdm HelLa G. Tento vysledek je ale pravdépodobné ovlivnén faktem, Ze ke
sklizenym bufikdm BSC-40 jsem pfiddval fluorochromy Cerstvé ptipravené ze zdsobniho

roztoku pfislusného fluorochromu v ethanolu, zatimco fluorochromy piiddvané ke
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sklizenym burnkdm Hela G derstv€ pripravené nebyly. Roztoky fluorochromt ptiddvané
ke sklizenym burnikkdm HeLa G byly ptipraveny piiblizn€ 2 hod pred pfiddnim k samotnym
buikdm ze zdsobniho roztoku - nafedénim v 1x PBS. Tento ¢as ve vodném prostiedi
pravdépodobné diky oxidacim sniZil fluorescenéni vlastnosti MTR 580 i NAO. Podle
predchozich studii je mitochondridlni masa bunéénych linii BSC-40 a HeLa G srovnatelné
(Kalbacovi et al., 2002).

Vysledky méfeni fluorescence mitochondridlni masy v celkové populaci buné&k
(obsahujici buiiky infikované, ale i neinfikovan€) neprokdzaly vyznamnéj$i vliv infekce na
zménu velikosti mitochondridlni masy této celkové populace v porovnani s populaci mock-
infikovanych bunék.

Naproti tomu vysledky méfeni fluorescence mitochondridlni masy pouze
infikovanych bun€k ukazaly zifejmé zvySeni mitochondridlni masy v burikich Hela G
1 BSC-40 v dtsledku infekce.

V priibéhu infekce se mitochondridlni masa charakterizovana fluorescenci zvy3ovala.
6 hod po infekci byla mitochondridlni masa infikovanych bun¢k HelLa G o 36 % vyssi
oproti bunkdm mock-infikovanym, 24 hod po infekci byla mitochondridlni masa
infikovanych bun€k Hela G vy$§i o 55 %. V infikovanych burikich BSC-40 byla
mitochondridlni masa 6 hod po infekci vy$8i o 14 % oproti butikdm mock-infikovanym,
24 hod po infekci byla mitochondridlni masa bunék BSC-40 dokonce o 102 % vyssi oproti
mock-infikovanym buiikkdm.

ZvySeni mitochondridlni masy infikovanych buné€k by mohlo ukazovat na schopnost
viru vakcinie aktivovat metabolizmus hostitelské buiiky pomoci které do¢asn€ zvyhodiiuje
infikované burky a udrZ{ je déle pfi Zivoté€, coz vakcinii umoZni deldi ¢as pro rozmnoZeni.

Kromé toho Ze by mitochondridlni masa mohla byt ovlivnéna virem vakcinie, je také
mozné, Ze virus vakcinie meéni obsah kardiolipinu nebo slozeni jinych lipida
v mitochondridlnich membranich, ¢imZz pidem by pfi stejném mnoZstvi mitochondrii
v infikovanych i neinfikovanych burkach, vykazovaly infikované burnky vyssi
fluorescenci. Fluorochrom NAO se vdZe na kardiolipin obsaZeny ve vnitini
mitochondridlni membrané (Petit et al., 1992).

Dal8i moznosti pro¢ infikované bunky vykazuji vy3si fluorescenci je, Ze by nékteré
z membran jeZ obklopuji vakciniové viriony obsahovaly kardiolipin ¢i jiné latky reagujici
s pouZitymi fluorochromy.

V3echny uvedené moznosti by bylo potieba ovéfit pomoci fluorescenéni mikroskopie

- kolokalizaci s charakteristickymi markery a jejich kvantifikaci.
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6.4. Stanoveni mitochondridlniho membrénového potencidlu (A'Y,,)

Data ziskan4 stanovenim A¥, bunétnych linii HeLa G a BSC-40, jez byly vystaveny
pasobeni riiznych mitochondridlnich inhibitori - antimycinu A, oligomycinu a FCCP,
ukdzala rozdily mezi obéma bunéénymi liniemi v zdvislosti na ATP pochizejicim
z raznych metabolickych drah. Stejné tak tomu bylo i u predeslych studii (Pedersen, 1978;
Vrbacky et al., 2003; Kalb4¢ové et al., 2003). FCCP jsem pouZil jako kontrolu energizace
mitochondrif a pro priikaz zévislosti akumulace TMRE na A¥y,. Oligomycin a antimycin A
jsem pouZil ke stanoveni pievaZujictho energetického metabolizmu a jeho piispévku
k udrZzovani A¥,,.

Neinfikované buriky HelL.a G udrZovaly sviij mitochondridlni potencidl pomoci ATP
syntetizovaného z v&t§i Casti glykolyzou spiSe neZ oxida¢ni fosforylaci. Inhibici
komplexu Il dychaciho fetézce antimycinem A doSlo k poklesu AY, vyjadfeného
fluorescenci potenciometrického barviva TMRE o 37 % a inhibici FoF;ATP4zy vnitini
mitochondridlni membrany oligomycinem doS$lo k nartistu A¥Yy, o 33 %. Nicméné ATP
produkované oxida¢ni fosforylaci vyuZivaly buiiky HeLa G také.

Naproti tomu neinfikované buiiky BSC-40 prokazovaly velmi vysokou zavislost na
produkci ATP oxida¢ni fosforylaci, jez hrdla hlavni roli v udrZeni jejich AWy Inhibici
komplexu III dychaciho fet€zce antimycinem A do$lo k poklesu AY, vyjadieného
fluorescenci TMRE o0 92 % a inhibici FoF|ATPdzy vnitini mitochondridlni membrany
pomoci oligomycinu do$lo k néristu A¥Y,, vyjaddfeného fluorescenci TMRE o 175 %, coz
na zavislost ATP z oxida¢ni fosforylace ukazuje. Zavislost bun¢k BSC-40 na ATP
syntetizovaném oxidacni fosforylaci prokazaly také vysledky ptredchozich studii (Pedersen,
1978; Vrbacky et al., 2003; Kalba¢ova et al., 2003).

Infikované buiiky HelLa G vyuZivaly k udrzeni mitochondridlntho membrinového
potencidlu v 6 hod i 24 hod po infekci ATP pochéazejici z vétsi Casti z glykolyzy nez
z oxida¢ni fosforylace. Pro porovnani k infikovanym burikdm jsem pouZil buriky mock-
infikované, které po 6 hod vyuZivaly také z vétSi €asti glykolyzu a z men$i oxida¢ni
fosforylact, 24 hod po infekci u nich piispévek oxida¢ni fosforylace vzristal.

Infikované buiiky BSC-40 vyuZivaly 6 hod po infekci ATP pochdzejici z vétsi ¢asti
z oxidacni fosforylace, stejn€ tomu bylo po 6 hod i u bun€k mock-infikovanych. 24 hod
po infekci vyuZzivaly buiiky BSC-40 stéle prevdZzné oxida¢ni fosforylaci, zatimco u mock-

infikovanych bun€k po 24 hod vzristal ptispévek glykolyzy.
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Data ziskana pouze z infikované populace bunék (uréené diky fluorescenci EGFP)
umozZnila spolehlivéj§1’ uréeni AY¥y, infikovanych bun€k oproti vysledkim naméfenym
na celkové populaci obsahujici infikované i neinfikované buriky.

Nicméné data ziskand z méfeni bun€k BSC-40 rigor6zné hodnotit nejdou, protoze
procento Zivych buné€k bylo v dob& méfeni témét zanedbatelné (t€mét ve viech ptipadech
pod 5 % z celkovych 10000 méfenych bun€k), coZz bylo zapfiinéno ziejmé&€ chybnym
sklizenim buné€k z 24-jamkové desti¢ky, kdy butiky poumiraly patrn€é kvuli jejich pfili§
agresivnimu odpipetovani. Nicméné kdyby vysledky nebyly ziskdny na zéklad€ tak malych
pocti bunék, interpretovaly by se nejspi§ podobnym zplsobem jako vysledky mnou
naméiené. Cely pokus vSak bude potieba zopakovat a soustfedit se na zplsob sklizeni

bunék, aby pocty Zivych bun€k nebyly tak nizké.
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7. Zavér

Hlavnim cilem celé diplomové price bylo vytvofeni rekombinantniho viru vakcinie
exprimujictho zeleny fluorescenéni protein (EGFP) pod vakciniovym ¢asnym/pozdnim
promotorem p7.5 (WR-EGFP). Jeho naklonovéni a selekce pfede mne postavila mnohd
uskali, kdy jsem se n€kolikrat musel vracet o rlizny pocet krokt zpét, coZ n€ékdy znamenalo
i mé&sice price. Nicméné€ vytvoteni rekombinantniho viru vakcinie exprimujictho EGFP
se mi nakonec podafilo.

Zelenéd fluorescence EGFP mi umozZnila studovat procesy odehravajici se pouze
v infikované populaci bunék a odli§it zmény odehravajici se v téchto buiikéch v pribéhu
infekce od procest odehrdvajicich se v neinfikovanych buiikéch.

Pritokovou cytometrii jsem stanovil rozdily ve fluorescenci mitochondridlni masy
infikovanych a neinfikovanych bunéénych linii HeLaG a BSC-40 a stanovenim
mitochondridlniho membranového potencidlu bunéénych linii HelLaG a BSC-40
(infikovanych i neinfikovanych), pfi pouziti rGznych mitochondridlnich inhibitord, jsem
ur¢il rozdily v zévislosti téchto bunéénych linii na ATP z odli$nych metabolickych drah
(glykolyzy, resp. oxida¢ni fosforylace).
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