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Abstrakt

V soucasné dobé je jednim z nejvyznamnéjsich rizik pro rybarsky primysl a chov lososovitych
ryb infekce rybim orthoreovirem (PRV). Nejvice abundantni subtyp v Evropé je momentalné
PRV-3, ktery napadd predevsim pstruhy duhové (Oncorhynchus mykiss) a lososy obecné
(Salmo salar) a zplsobuje velké ekonomické i ekologické problémy. Tento virus vyvolava
onemocnéni podobné HSMI (heart and skeletal muscle inflammation), které zplsobuje jeho
pfibuzny subtyp PRV-1. Jak nazev napovida, onemocnéni postihuje hlavné srdecni a kosterni
svalovinu.

DNA vakciny jsou, diky jejich pomérné nenarocné a rychlé pfipravé, stale vice oblibenou
variantou vakcinace ve veterindrnim prdmyslu. Proto jsme pomoci Gibsonova klonovani
zkonstruovali dohromady 20 vakcinacnich plazmidl, které obsahuji geny pro rizné virové
proteiny (01, 03, ul). Zaroven jsme geny zkombinovali s rlznymi fuznimi partnery a signalnimi
sekvencemi pro zvySeni ucinnosti vakciny. Jednalo se o zajisténi sekrece antigenu do
mezibunééného prostoru nebo kotveni antigenu na plazmatickou membranu transfekované
buriky.

Nasledné jsme testovali a potvrdili produkci antigend (o1, 03) v transfekované bunécné linii
HEK 293T. Podafilo se nam také transfekovat rybi bunéénou linii RTGill-W1, u které nebyla do
této doby zaznamendna Zadnda Uspésna transfekce. Dale jsme Uspésné identifikovali virovy
subtyp ve vzorku infikované krve, ktery jsme obdrzeli z postizené oblasti v Norsku, jako PRV-
1. Také jsme zavedli metodu RT-gPCR pro jeho kvantifikaci.

Tato diplomova prace vznikla za spoluprace s c¢esko-danskou firmou Dyntec spol. s.r.o.
(Prazska 328, 411 55 Terezin), kterd se zaméruje predevsim na vyvoj veterindrnich vakcin a
[éCiv.

Klicova slova: PRV3, DNA vakcina, pstruh duhovy, losos obecny, imunita ryb



Abstract

Currently, one of the most significant risks to the fishing industry and salmonid fish farming is
fish orthoreovirus (PRV) infection. In Europe, the most abundant subtype is currently PRV-3,
which mainly attacks rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and Atlantic salmon (Salmo salar)
and causes great economic and ecological issues. This virus causes a disease similar to HSMI
(heart and skeletal muscle inflammation), which is triggered by its related subtype PRV-1. As
the name suggests, the disease mainly affects the heart and skeletal muscles.

DNA vaccines are, thanks to their relatively undemanding and quick preparation, an
increasingly popular variant of vaccination in the veterinary industry. Therefore, we used
Gibson cloning to construct a total of 20 vaccine plasmids that contain genes for different viral
proteins (01, 03, pl). At the same time, we combined these genes with different fusion
partners and signal sequences to increase the effectiveness of the vaccine. This involved
ensuring antigen secretion into the intercellular space or anchoring the antigen to the plasma
membrane of the transfected cell.

Subsequently, we tested and confirmed the production of antigens (o1, 03) in the transfected
HEK 293T cell line. We were also able to transfect the fish cell line RTGill-W1, in which no
successful transfection has been reported so far. We were also able to identify the viral
subtype in the infected blood sample we received from the affected area in Norway as PRV-
1. We introduced an RT-gPCR method for its quantification as well.

This master’s thesis was created in cooperation with the Czech-Danish company Dyntec spol.
s.r.o. (Prazska 328, 411 55 Terezin), which focuses mainly on the development of veterinary
vaccines and medicines.

Key words: PRV3, DNA vaccine, rainbow trout, Atlantic salmon, fish immunity
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1. Uvod

S celosvétové rostoucim poctem populace roste i potfeba adekvatni nutricni vyzZivy a
Zivocisnych proteinu. Akvakultura je jeden z nejrychleji rostoucich potravinarskych priimysla
vUbec a v soucasnosti produkuje az 50 % svétové nabidky rybich produktd na trhu (Food and
Agriculture Organization of the United Nations 2016). V roce 2022 byla celkova evropska
produkce ryb akvakulturou odhadnuta na 2 865 072 tun, pficemz nejvétSim producentem s 58
% celkové produkce bylo Norsko. DalSimi vyznamnymi producenty jsou napfiklad Turecko,
Spojené kralovstvi Velké Britdnie a Severniho Irska nebo Recko. Hlavni zéastupci
produkovanych ryb jsou losos obecny (Salmo salar), pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss),
moran zlaty (Sparus aurata), morcadk evropsky (Dicentrarchus labrax L.) a kapr obecny
(Cyprinus carpio). Dohromady tyto druhy dosahuji 98 % veskeré evropské produkce ryb
(Federation of European Aquaculture Producers 2023).

V modernich rybich farmach dochdazi k chovu velkého mnoZstvi ryb ve velkych hustotach na
omezeném prostoru (v nadrzich, akvariich ¢i rybnicich) a dochazi tak k mnohem blizsim a
CastéjSim interakcim mezi jedinci, nez je ve volné pfirodé bézné. Tyto podminky poté vyvijeji
tlak na infekéni agens a dochazi k vyvoji vice patogennich variant viru (Kennedy et al. 2016).

Rybi orthoreovirus (Piscine Orthoreovirus, PRV) je v soucasnosti jednou z hlavnich pti¢in nové
se vyskytujicich onemocnéni ryb v akvakulture a rybarském priimyslu po celém svété. Prvni
pripady souvisejici s rybim orthoreovirem byly zaznamenany jiz roku 1999, kdy na zapadnim
pobrezi Norska dochazelo k podeziele velkym uhynim losos(i obecnych. Mortalita dosahovala
az 20 %. Lososi z postizenych oblasti méli charakteristické histopatologické |éze v srdecni a
kosterni svaloviné. Podle téchto nalez(i zacalo byt toto onemocnéni nazyvano HSMI (heart and
skeletal muscle inflammation), aniz by byl zatim zndm plvodce onemocnéni. (Kongtorp,
Kjerstad et al. 2004).

Po opétovném narlstu onemocnéni v roce 2010, byl pivodce onemocnéni sekvenovan a
identifikovan jako rybi orthoreovirus (Palacios et al. 2010). Roku 2013 se opét nahle zvysily
pocty umrti pstruh duhovych na zapadnim pobrezi Norska, kde zacalo dochazet k Uhynu az
12 000 jedincl tydné. Zde byl také poprvé diagnostikovan genotyp PRV-3 rybiho orthoreoviru
(Garseth et al. 2019; Olsen et al. 2015). Podobné pripady nasledné hlasilo i Némecko (Adamek
et al. 2018), Skotsko (Ferguson et al. 2005), Itdlie, Dansko (Dhamotharan et al. 2018) a Ceska
republika (Pojezdal et al. 2020).

Od té doby se zvedl| pocet studii zabyvajicich se timto virovym genotypem a doslo k radé
objevl tykajicich se jeho prenosu, Zivotniho cyklu, taxonomie, patogeneze a dalsich (Polinski
et al. 2020). Stale se ale jednd o vcelku novy virus a mnoho otdzek z(istdva nezodpovézenych
¢i nejasnych. Vzniklé ekologické a ekonomické ztraty, zplsobené stdle castéjSimi pripady
vypuknuti nakazy, volaji po nutnosti zasahu v podobné efektivniho |éciva nebo prevence proti
Sifeni nemoci.



Jako jednou z nejmodernéjsich variant ochrany ve veterinarnim primyslu se v soucasné dobé
jevi vakciny zaloZzené na nukleovych kyselindch. Podle typu nukleové kyseliny je mizeme
rozdélit na DNA a mRNA vakciny. Funguji na principu doruceni genetické informace antigenu
do bunky hostitele a nasledné tvorby antigenu pfimo hostitelskou burikou. Odpada tim slozita
pfiprava antigen( v laboratofich. Takto vytvofeny antigen je naddle predan imunitnimu
systému hostitele a dojde k vytvoreni dlouhodobé imunity a potifebnych protildtek obdobné
jako u ostatnich typ( vakcin (Li a Petrovsky 2016; Zhang et al. 2019).

PfestozZe jsou DNA vakciny v sou¢asnosti stale novinkou, nékolik z nich si jiz naslo uplatnéni ve
veterinarnim prlimyslu. VyuZivaji se v boji proti fadé onemocnéni u drlibeze, koni ¢i ryb (Davis
et al. 2001; Jiang et al. 2007; Thorarinsson et al. 2021).



2. Literarni prehled

2.1. CHARAKTERISTIKA PRV
2.1.1. Taxonomie a fylogeneze Orthoreovirl

Rod Orthoreoviridae je jeden z patnacti rodl spadajici do celedi Reovirl, coZ je nejvétsi celed
virll s dsRNA (double-stranded ribonucleic acid) genomem. Tuto celed nadale mlzeme
rozdélit do dvou podceledi podle tvaru jejich kapsidy. Podcéeled Spinareovirinae obsahuje ve
své kapsidé ven vy¢nivajici proteiny pfipominajici ,,véze”, a naopak podceled Sedoreovirinae
tyto struktury neobsahuje (Steward et al. 2013).

Rod Orthoreoviridae spadd mezi Spinareovirinae, se kterymi sdili nejen tvar své kapsidy, ale i
dalsi spolecné znaky. Jednd se o neobalené ikosahedrony, které maji 50 az 100 nm v prliméru.
Uvnitf kapsidy se nachazi segmentovany dsRNA genom, ktery je rozdélen na 9 az 12 segmentu
a dohromady muze dosahovat az 33 000 bp (base pair, pary bazi). Tyto segmenty mohou byt
zabaleny az do ti koncentrickych vrstev kapsidovych protein( (Steward et al. 2013).

Diky fylogenetickym analyzam celych genom( a genomovych segmentd bylo mozno vytvofit
fylogeneticky strom, ktery rozdéluje rybi orthoreoviry na tfi genoskupiny, které se lisi jak
preferovanym hostitelem, tak i geografickym vyskytem. PRV-1 byl detekovan u lososu
obecnych, lososl ¢avyca (Oncorhynchus tshawytscha) and lososu kisuc (Oncorhynchus kisutch)
v Evropé a Americe. PRV-2 byl zachycen predevsim u lososl kisu¢ v Japonsku (Takano et al.
2016) a PRV-3 ma nejvice hlasenych ptipadl z Evropy, kde napada predevsim pstruhy duhové.
Dodatecné analyzy byly nasledné schopny rozdélit genotyp PRV-1 na dva subtypy, a to PRV-
1a a PRV-1b (Polinski et al. 2020).

Fylogram vyznacujici vSechny vySe zminéné genoskupiny a jejich subtypy je zndzornén nize na

obrazku 1.
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Obrazek 1: Spojovaci fylogram rybiho orthoreoviru zndrornujici jeho tfi genoskupiny a subtypy (PRV-1A a PRV-1b) viru. Jsou
zde vyznaceny i geografické oblasti, z kterych byly testované izoldty ziskdany. Prevzato a upraveno - (Polinski et al. 2020).



Podle novéjsi studie |Ize dodatecné rozdélit i genotyp PRV-3 na dva subtypy, a to PRV-3a a PRV-
3b. Do subtypu PRV-3a zapadaji izolaty ziskané z Norska a do subtypu PRV-3b prozatim spadaji
izolaty z Chile a ostatnich zemi Evropy (Serensen et al. 2020).

Byly zaznamendny pfipady, kdy byly z jednoho hostitele izolovany dvé genoskupiny rybiho
orthoreoviru, a to predevsim PRV-1 a PRV-3 (Cartagena et al. 2020). Tento fakt by spolu s
Castym prlinikem oblasti vyskytu téchto genoskupin potencionalné mohl vést k vymeéné
jednoho ¢i vice genomovych segmentl (tzv. reassorment) mezi témito genoskupinami a k
vytvoreni novych variant viru (Vendramin et al. 2019).

2.1.2. Organizace genomu

Genom orthoreovirl se skldda z deseti segmentu, které mlzeme na zakladé jejich velikosti
rozdélit na 3 skupiny: 3 dlouhé segmenty (oznacované jako L1, L2 a L3), 3 stfedné dlouhé
segmenty (oznacované jako M1, M2 a M3) a 4 kratké segmenty (oznacované jako S1, S2, S3 a
S4). Virové proteiny jsou nasledné oznacovany feckym pismenem, ktery odpovidd segmentu,
na kterém je protein kédovan (Strauss a Strauss 2008).

NiZe na obrazku 2 je schematicky zndzornéna struktura virionu rybiho orthoreoviru
s odpovidajicimi genomovymi segmenty a nestrukturnimi proteiny.
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Obrdzek 2: Struktura virionu rybiho orthoreoviru. Prevzato a upraveno - (Vallejos-Vidal et al. 2022).

Na 3" konci se nachazi terminalni sekvence (UCAUC-3°), kterd je konzervovana pro
orthoreoviry a aquareoviry zaroven. Aquareoviry jsou rodem, ktery také spada do celedi
Reoviridae, a kvdli jejich pribuznosti s orthoreoviry byly do tohoto rodu nové objevené PRV
zpocatku milné zafazovany. Na 5° konci segmentll (5-GAUAAA/U) se naopak vyskytuji
terminalni sekvence specifické pro jednotlivé druhy z rodu orthoreovir( (tzn. specificky pro



rybi (PRV, piscine orthorerovirus), sav¢i (MRV, mammalian orthoreovirus) a ptaci (ARV, avian
orthreovirus) orthoreovirus) (Dhamotharan et al. 2018; Markussen et al. 2013).

Vétsina segmentll je monocistronnich, ale S1 a S2 jsou s velkou pravdépodobnosti bicistronni.
Dohromady genom PRV obsahuje minimalné 10 moZnych ORF (open reading frame), které
budou podrobnéji probrany nize v kapitole 2.1.3.

2.1.3. Virové proteiny

Pfestoze se sekvence nukleotidl ¢i aminokyselin u zastupct Orthoreoviridae neprokazala jako
velmi konzervovana, sekundarni struktura jejich proteinl je naopak vramci rodu
konzervovand silné. Sekundarni struktura musi zajistit spravnou funkci proteinu, a i mald
zména se zda byt pro virus limitujici. Z tohoto divodu se jako vzor pro studii proteini PRV
casto vyuzivd MRV, ktery je jiz 1épe prostudovany (Markussen et al. 2013).

Proteiny translatované z L segment( se podileji na virové replikaci. Segment L1 kéduje protein
A3, coi je virovda RNA-dependentni RNA polymeraza (RdRp) zodpovédna za virovou transkripci
a replikaci. PRV RdRp vykazuje jednu z nejvyssich podobnosti aminokyselinové sekvence spolu
s ostatnimi zastupci orthoreovird (tzn. MRV a ARV). Tato podobnost presahuje 30 % a je Casto
specifickym markerem pro zafazeni viru do rodu Orthoreoviridae. Segment L2 kdduje protein
A2, jehoz hlavni funkci je vazba 5  cepicky na nové vzniklé virové mRNA. Prestoze se
aminokyselinové sekvence odliSuji od odpovidajicich proteinl MRV a ARV, sekvence v hlavnim
funkénich doméndach je konzervovana. Jedna se napfiklad o guanylyltransferazovou i
metylfransferdzovou doménu, které jsou nezbytné pro vytvoreni ¢epickové struktury typu 1.
Segment L3 kéduje protein A1, ktery je jeden z hlavnich protein( vnitini kapsidy. Mimo funkci
strukturniho proteinu ma také helikdzovou, NTPazovou aktivitu a slouzi také jako RNA
trifosfataza (Dhamotharan et al. 2018; Markussen et al. 2013).

Protein u2 kédovan segmentem M1 vaze RNA v jeho jednofetézcové i dvouretézcové formé a
pravdépodobné muzZe slouZit jako kofaktor virové RNA polymerazy. Hlavni protein vnéjsi
kapsidy pl je kddovan segmentem M2. Je také post-translacné autolyticky Stépen na dva
fragmenty, mensi N-termindlni myristylovany p1N a vétsi C-termindlni pl1C, které jsou
podstatné pro penetraci endozomalni membrany a Uniku virionu do cytoplazmy. Segment M3
obsahuje sekvenci nestrukturniho proteinu uUNS, ktery se podili na tvorbé virovych tovaren
(tzv. ,viral factories”) v bunécné cytoplazmé. Jedna se o vnitrobunééné kompartmenty, kde
dochazi ke skladani novych virovych ¢astic a jejich maturaci (Dhamotharan et al. 2018;
Markussen et al. 2013; Nibert, Schiff a Fields 1991).

Jedenim z dalSich hlavnich proteint tvofici vnéjsi kapsidu je o3. Je kéddovdn na druhém
nejmensim segmentu S1. Obsahuje motiv zinkovych prstd, ktery je mezi zastupci orthoreovir(
silné konzervovany. Nové studie také potvrzuji, Ze se protein 03 vaze na dsRNA nezavisle na
sekvenci obdobné jako protein 63 viru MRV a muze tak stejnym zplsobem inhibovat ¢asnou
vrozenou imunitni odpoveéd (Wessel, Nyman et al. 2015). Segment S1 je jeden z mala, které
jsou bicistronni. Mimo protein 03 segment obsahuje i mensi ORF kddujici protein p13. Jedna
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se o integralni membrdnovy protein s cytotoxickou aktivitou. Segment S2 kdduje protein o2,
ktery spolu s proteinem Al tvofi vnitini kapsidu. Tento segment je nejvétsi z kratkych
S segmentl a je také potencionalné bicistronni. Funkce mozného proteinu p8 je ale stale
neznama. S3 segment obsahuje sekvenci pro nestrukturni protein oNS. PFi porovnani tohoto
proteinu s jeho homologem u viru MRV byla pfedpovézena jeho schopnost vazat nukleové
kyseliny a podilet se spolu s proteinem uNS na tvorbé virovych tovaren. Poslednim
segmentem S4 je kddovan jeden z hlavnich determinant virového tropismu. Jedna se o protein
ol, ktery zajiStuje vazbu na hostitelskou bunku pfi infekci (Dhamotharan et al. 2018;
Markussen et al. 2013).

Souhrn virovych proteind, jejich funkci a postaveni ve virovém genomu je uveden v tabulce 1.

Segment Protein Funkce
L1 A3 RNA-dependentni RNA polymeraza
L2 A2 Guanylyltransferaza, metyltransferaza
L3 Al Helikaza, NTPaza, RNA trifosfataza
M1 u2 NTPaza, RNA trifosfataza, vazba RNA
M2 pl Vnéjsi kapsidovy protein, penetrace membrany
M3 UNS Nestrukturni protein
o3 Vnéjsi kapsidovy protein, metaloprotein obsahujici zinek
> pl3 Cytotoxicita, integralni membranovy protein
a2 Vnitfni kapsidovy protein, vazba RNA
> p8 Neznama
S3 oNS Nestrukturni protein, tvorba virovych inkluzi
S4 ol Zachyceni na bunétné membrané

Tabulka 1: Seznam genomovych segmenti a jejich kédovanych protein( spolu s jejich funkcemi. Prevzato a upraveno -
(Dhamotharan et al. 2018)

Strukturni virové proteiny PRV se sklddaji do tzv. dvojvrstevné schranky, ktera ma 85 nm
v praméru. Vnéjsi kapsidova vrstva se sklada z proteini 03 a pul (600 kopii/virion kazdy). Jeji
soucasti je také protein o1, ktery utvari trimery na kazdém z dvanacti vrcholll ikosahedronu.

Vnitfni kapsidova vrstva se sklada z protein 02 (240 kopii/virion) a A1 (120 kopii/virion).
Proteiny A3 a p2 se nachdazeni uvnitf virionu po jedné kopii v kazdém z dvanacti vrcholl
ikosahedronu. Pentamery proteinu A2 tvofi bazi kazdého z dvanacti vrcholi (dohromady 60
kopii/virion) a tvofi kanal ven z virionu, kterym béhem transkripce vychazeni nové
syntetizované molekuly mRNA (Strauss a Strauss 2008).

Stavba virové partikule je schématicky zndzornéna vySe na obrazku 2.



2.1.4. Replikacni cyklus

Podobné jak je tomu u studii virovych proteind, i zde se prvotné vychazi z informaci zndmych
o MRV, ktery slouzi jako prototyp orthoreovirové replikace.

Orthoreovirové Castice se vazou na povrch hostitelské buriky pfes bunécné receptory, jako je
JAM-A (Junctional adhesion molecule A, volny preklad jako molekula A adheznich spoju),
pomoci virového proteinu ol. Vazbé na buniku napomahaji i koreceptory ve formé glykanu,
které se ale na ol vazi s nizsi afinitou (Barton et al. 2001; Sahin et al. 2013). Protein o1 PRV je
také schopen, mimo receptor JAM-A, vazat na kyselinu sialovou na povrchu erytrocytl a
zpUsobovat tak jejich hemaglutinaci (Dermody et al. 1990).

Po vazbé dochazi k endocytdze virionu, snizeni pH uvnitf endozomu, proteolyze proteint
vnéjsi kapsidy (03 a ul1C) a tvorbé tzv. ISVP (infectious subviral particle, infekéni subvirova
Castice). Protein o3 je degradovan, zatimco pl1C je Stépen na & a maly C-termindlni ¢ (Strauss
a Strauss 2008). Proteinovy fragment p1N je uvolnén z virové partikule a penetruje membranu
endozom( a vytvali tak velikostné selektivni péry, kterymi virion unikd do cytoplazmy
(lvanovic et al. 2008).

ISVP mohou byt také vytvorfeny pomoci extraceluldrni proteolyzy vnéjsi kapsidové vrstvy
(napt. ¢aste¢nym natravenim ve stfevech) a mohou vstupovat do bunky rovnou pomoci
penetrace hostitelské membrany (Borsa et al. 1979).

Vstupem virionu do cytoplazmy ztraci §, ¢ a o1, je tak vytvoreno virové jadro (tzv. ,core”) a je
zapocata primarni transkripce. Z kazdého jednoho segmentu dsRNA vznikne jedna stejné
dlouha molekula mRNA, ktera obsahuje 5° ¢epickovou (tzv. ,cap®) strukturu, ale nema 3" polyA
sekvenci (Strauss a Strauss 2008).

Transkripce probiha uvnitf core, kde se také nachazi veskeré enzymy potrebné pro jeji pribéh.
Tim padem je virova dsRNA po celou dobu chranéna uvnitf core a neni vystavena bunéénym
receptorlim, které by mohly dsRNA rozpoznat jako cizorodou a spustit antivirovou odpovéd.
Nové vznikld mRNA je z core vypousténa pres jeden z dvandcti vrcholl ikosahedronu, kde je
také ukotven cely komplex enzymd zajistujici transkripci (Strauss a Strauss 2008).

Nasledné v cytoplazmé dojde k translaci virovych proteinli a jejich skladani do virovych
partikuli. Oblastem, kde k tomuto skladani dochazi a zaroven se zde shromazduje virova RNA,
se tika tzv. ,viral factories” (volné preloZzeno do cesStiny jako virové tovarny nebo virové
inkluze). Tyto oblasti naddle obsahuji ve velké mife bunééné mikrotubuly a intermedialni
filamenta. Na jejich sestavovani ma hlavni podil virovy protein uNS (Haatveit et al. 2016).
Zaroven zde dochazi k syntéze RNA vlakna s negativni polaritou uvnitf nové sestaveného
virového core, aby byla vznikajici dsRNA opét chrdanéna pred cytoplazmatickymi senzory a
enzymy které dsRNA vazi. Mechanismy zabalovani spravnych genovych fragment( do nové
vznikajicich virovych partikuli jsou stale neznamé. Z takto nové sestavenych virovych partikuli
muzZe dochazek k sekunddrni transkripci a zvysi se tak pocet virovych mRNA a proteind v
burice. Po sestaveni vnéjsi kapsidy virionu dochazi k uvolnéni virové partikule z bunky a
k infekci dalSich okolnich bunék (Strauss a Strauss 2008). Jakym zplsobem nové virové
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partikule infikovanou buriku opousti neni dodnes pfesné znamo. Podle dostupnych informaci
se ale tento proces nezda byt lytického charakteru (Polinski et al. 2020).

Schéma orthoreovirové infekce hostitelské bunky a jeho replika¢niho cyklu je zndzornéno nize
na obrazku 3.
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Obradzek 3: Schéma replikacniho cyklus orthoreovirii. Nejprve se virion vdZze pomoci proteinu o1 na povrch hostitelské buriky
pres glykanové koreceptory a ndsledné se vaZe s vyssi afinitou na receptor JAM-A. Ndsleduje endocytdza virionu a za snizeného
pH uvniti endozomu dochdzi k degradaci vnéjsi virové kapsidy. Pomoci proteinu ulN se v membrdné endozomu vytvori
selektivni pory a virovd partikule (nyni ve formé ISVP) unikd do bunécné cytoplazmy. Unikem ztrdci virion dalsi virové proteiny
(6, ¢ a 0l1) a vznika tzv. virové core. Uvnitr core dochdzi k transkripci a nové vzniklé mRNA jsou vypoustény pres vrcholy
ikosahedronu do cytoplazmy. V cytoplazmé ndsledné dochdzi k transkripci a syntéze novych virovych proteini. Ty se poté
skladaji v nové virové partikule, do kterych je skldddna i virovd RNA. Uvnitr nové sbalenych virion( dochdzi k syntéze RNA
vldkna s negativni polaritou a mizZe dochdzet i k sekunddrni transkripci. Nové sbalené viriony poté opousti buriku neinvazivnim
zplsobem. Prevzato a upraveno - (Sahin et al. 2013).

Jednim z hlavnich prekazek studii replikacniho cyklu a patogeneze PRV je nemoznost kultivace
viru in vitro. Jelikoz virus cili pfedevsim erytrocyty, doposud bylo nutno virus kultivovat in vivo
v krvi pokusnych zvitat. Rybi erytrocyty oproti savéim obsahuji jadro a ribozomy spolu
s dalSimi organelami a jsou tedy schopné zajistit virovou replikaci (Claver a Quaglia 2009).
Roku 2015 se poprvé povedlo amplifikovat PRV ex vivo prenosem lyzatu infikované krve
k naivnim erytrocytim. Stale se ale jedna o ¢asové naroc¢nou techniku pro bézné laboratorni
vyuziti (Wessel, Olsen et al. 2015).



2.1.5. Patogeneze

Rybi orthoreovirus byl objevem roku 2010 po narQstu Umrti lososli obecnych
s charakteristickymi pfiznaky onemocnéni zvaném HSMI (Palacios et al. 2010). Od té doby byly
objeveny dalsi dva hlavni subtypy rybiho orthoreoviru. Kazdy z nich napada rGzné hostitele
s jinou preferenci a dohromady zpUsobuji celou fadu priznaka, které ¢asto nejsou specifické
pouze pro jeden typ onemocnéni. Z tohoto dlivodu je diagnostika a charakteristika téchto
onemocnéni slozitd a jednotlivé pojmy se ¢asto zaménuji i slucuji.

Spojujicim znakem vSech onemocnéni je, Zze bunéénym cilem PRV pro virovou replikaci jsou
predevsim erytrocyty. V pocatecnich fazich virové infekce jsou virové titry z krve vyrazné vyssi
nez titry z jinych organ( a je infikovano az 50 % vSech erytrocytl hostitele (Finstad et al. 2014).

2.1.5.1. HSMI (heart and skeletal muscle inflammation)
Prvni zminky o onemocnéni zplsobené virem PRV jsou zaznamenany jiz roku 1999, kdy se na
zapadnim pobreZi Norska vySplhala mortalita losost obecnych ve zdejSich farmdach az na 20 %.
Lososi z postizenych oblasti méli charakteristické histopatologické Iéze v srde¢ni a kosterni
svaloviné, podle kterych bylo plvodné toto onemocnéni pojmenovano — HSMI (heart and
skeletal muscle inflammation) (Kongtorp, Kjerstad et al. 2004).

Hlavnimi charakteristikami onemocnéni jsou epi-, endo- a myokarditida, nekréza myokardu,
myositida a nekréza kosterni svaloviny. Podobné patologické ndlezy mohou byt pozorovany i
u jinych infekénich onemocnéni ryb, jako je syndrom kardiomyopatie (CMS) a onemocnéni
slinivky bfisni (PD), s kterymi mUzZe byt HSMI ¢asto zaménovano (Kongtorp, Taksdal a Lynggy
2004).

Potvrzeni kauzativniho vztahu PRV-1 a HSMI bylo dokumentovano studii Wessela et al., kdy
byly castice PRV-1 izolovany z krve infikovanych lososl obecnych a injikovany naivnim
jedinclim. Bylo pozorovano vypuknuti onemocnéni nejen u injikovanych jedincl, ale i u
naivnich jedinct chovanych s infikovanymi ve stejném prostoru. Nadale byla pozorovana
zavislost na velikosti davky viru a ¢asu dosazeni maxima viru v krvi. Cim vy3$§i ddvka viru byla
podana, tim dfive se objevily histopatologické ptriznaky onemocnéni. Zavislost na velikosti
davky viru a zdvaznosti onemocnéni nebyla potvrzena (Wessel et al. 2017).

Infekce rybim orthoreovirem zpUsobuje vrozenou antivirovou imunitni obranu v hostitelskych
erytrocytech, které jsou hlavnim cilem PRV. Dochazi zde ke zvyseni produkce interferond,
interferonem regulovanych antivirovych gen( a genQ podilejicich se na prezentaci antigenu
na hlavnim histokompatibilnim komplexu | (major histocompatibility complex MHC I). Byla
pozorovana také aktivace negativnich reguldtor( imunity potlacujici prozanétlivou odpovéd,
jako je napf. supresor cytokinové signalizace 1 (SOCS1) nebo receptor pro IL-10. Exprese byla
potlacena i u fady dalSich gend. Jednalo se napfiklad o geny souvisejici s tvorbou cytoskeletu,
metabolismem, iontovou vyménou, diferenciaci, rlstovymi faktory a mezibunéénymi
interakcemi. Virus PRV-1 tedy aktivuje vrozenou imunitni reakci v erytrocytech, ale zaroven
dokaze potlacovat ostatni bunécné funkce (Dahle et al. 2015).
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Zanétliva imunitni reakce v srdecni svaloviné koreluje s vyssi infiltraci CD8+ T-lymfocyt( do
tkdné pouze par dni po vrcholu virové replikace. Toto pozorovani by mohlo znamenat, Ze za
léze ve svaloviné charakteristické pro HSMI je predevsim zodpovédnd imunitni reakce
hostitele v podobé cytotoxickych CD8+ T-lymfocytll. Tuto teorii podporuje i pozorovani
zvySenych hodnot IFN-y a granzymu A, kterym cytotoxické T-lymfocyty eliminuji infikované
bunky v mistech zanétu (Mikalsen et al. 2012). Pfi zkoumani lézi v kosterni svaloviné byl
obdobné jako ve svaloviné srdecni potvrzen vyssi vyskyt cytotoxickych CD8+ T-lymfocytd,
granzymu A a MHC | pozitivnich bunék (Malik, Bjgrgen et al. 2021).

2.1.5.2. EIBS (Erythrocytic inclusion body syndrome)
EIBS neboli syndrom erytrocytarnich inkluznich télisek je onemocnéni, které je
charakteristické tvorbou inkluznich télisek v hostitelskych erytrocytech. Postihuje predevsim
lososy kisu€¢ a lososy cavyCa, u kterych ndsledné zpUsobuje anémii vridznych stupnich
zavaznosti, od mirné az po velmi zavainou. U jedinc( infikovanym timto typem viru byly
pozorovany rovnéz léze v srdecni svaloviné, podobné jak je tomu u HSMI (Takano et al. 2016).

Pripady tohoto onemocnéni jsou hlaseny prevainé ze Spojenych statl americkych (USA) a
Japonska (Meyers 2007; Takano et al. 2016).

Pfi pozorovani inkluznich télisek v erytrocytech byly nalezeny i virové partikule, které
naznacovaly virovy plvod onemocnéni (Michak, Smith, a Hopper 1992). Tato teorie byla
pozdéji potvrzena, kdyz po infekci lososl kisu¢ purifikovanym virem PRV-2 doslo k indukci
onemocnéni. Byla pozorovana i zavislost zavaznosti anémie na stoupajici koncentraci virové
RNA v krvi (Takano et al. 2016).

2.1.5.3. Onemocnéni PRV-3
Drive bylo toto onemocnéni nazyvano HSMiI-like pro jeho podobnost sjiz dfive zndmym
infekénim onemocnénim lososl. Po podrobnéjsim prostudovani tohoto nového patogenu
vSak byl jako nazev nemoci ustanoven pojem ,onemocnéni PRV-3“.

Onemocnéni bylo poprvé popsano roku 2013 po vypuknuti nakazy ve tfech sladkovodnich
rybich farmach v Norsku, kde dochdzelo k umrti az 12 000 jedincl tydné. NakaZeni pstruzi
duhovi vykazovali pfiznaky podobajici se jiz dfive popsanému onemocnéni HSMI — byly
pozorovany zanétlivé léze na srdci a kosterni svaloviné. Infikovani jedinci trpéli fadou dalSich
pfiznakd, jako je anémie, letargie nebo selhdni obéhové soustavy. Byly také pozorovany bledé
Zabry a srdce, oteklé ledviny a slezina, nekrdza jater a koZni krvaceni na bfisni strané téla, nebo
také séro-hemoragicky ascites (sérum a krev volné v bfisni dutiné) (Olsen et al. 2015).

Nejvice byly vidy zasaZeny srdce, jatra a kosterni svalovina. Pankartitida (zanét vSech vrstev
srdce), ¢asto doprovazena hypercelularitou (nadmérné zmozeni bunék), byla pozorovana u
témér vsech nakaZenych jedinci. U jedincl se zdvaznéji postiZzenym srdcem byla vyraznéji
poskozena i kosterni svalovina. V pfipadech silného postizeni byly pozorovany znamky
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hypercelularity a zacinajici fibrézy (tj. nahrada funkénich bunék tkané za vazivo) (Olsen et al.
2015).

Obdobné jako u predchozich subtypl byl PRV-3 potvrzen jakozto plivodce onemocnéni
experimentalni infekci pstruht duhovych purifikovanymi ¢asticemi PRV-3, kdy nasledné doslo
k vypuknuti onemocnéni (Hauge et al. 2017).

2.1.5.4. Dalsi onemocnéni
Syndrom Zloutenky (Jaundice syndrom) byl pozorovan u lososu ¢avy¢a nakazenych virem PRV-

1 v Britské Kolumbii, Norsku, Chile a Japonsku. Jedna se o akutni systematické onemocnéni
s nizkou mortalitou, které se vyznacuje predevsim silnou anémii, zlutym zabarveni btisni
oblasti a kolem oci, coZ je nasledek lyze infikovanych erytrocytl a nasledného hromadéni
bilirubinu v jatrech (Cicco et al. 2018; Sakai et al. 1994).

Oproti nakazenym jedincim vykazujicim ptiznaky HSMI, byla u ryb se Zloutenkovym
syndromem pozorovana naptiklad endokartitida (zanét vnitini vrstvy srdce) s vysokymi pocty
makrofagl v centrech degradace srdecni svaloviny. Témér vSechny hepatocyty vykazovaly
razné faze vakuolarni degradace (tvorily tzv. ,pénovou cytoplazmu®). Dale byla pozorovana
nekréza ledvinovych kanalk( spolu s vysokou proliferaci makrofagl, nebo prekrveni sleziny
(Cicco et al. 2018).

Prestoze spolu pfipady propuknuti Zloutenkového syndromu u lososl ¢avyca a jejich infekce
PRV-1 koreluji, experimentalné se zatim nepodafilo toto onemocnéni vyvolat a jeho spojitost
s rybim orthoreovirem tedy dosud nebyla védecky potvrzena (Purcell et al. 2020).

Proliferativni syndrom tmavnuti (proliferative darkening syndrome, PDS) byl zaznamenan u

divokych pstruh(i obecnych (Salmo trutta fario) nakazenych virem PRV-3 v jiznim Némecku,
Svycarsku a Rakousku. Onemocnéni se vyznaduje ¢ernou pigmentaci na k(izi a jeho mortalita
dosahuje témér 100 %. Onemocnéni je doprovazené apatii a snizenou chuti k jidlu.
Histopatologické zmény je moZné pozorovat na jatrech, ledvinach a sleziné v podobé krvaceni
a multifokalnich nekrotickych lézi (Kuehn et al. 2018).

Vysledky dosavadnich studii zaméfujici se na potvrzeni patogenniho agens tohoto
onemocnéni se ale vyrazné lisi, a proto dosud nebyl vztah rybiho orthoreoviru a PDS védecky
potvrzen (Fux et al. 2019).

2.1.6. Epidemiologie

Pozorovani a zaznamendavani vyskytu onemocnéni je sloZity proces hned z nékolika dlivodu.
Detekce virové RNA jeSté nemusi znamenat, Ze dojde ¢i doSlo k propuknuti onemocnéni.
Stejné tak zpozorovani pfiznak(i onemocnéni, které byly popsany vyse v kapitole 2.1.5., jesté
nemusi znamenat infekci PRV. Pfiznaky jsou ¢asto nespecifické a mnohdy se kfizi s pfiznaky
jinych onemocnéni ryb, jako je napt. CMS nebo PD (Kongtorp, Taksdal et al. 2004).
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PRV v soucasnosti neni zafazeno mezi onemocnéni, které by podléhaly povinnému hlaseni,
a proto neexistuji lepsi a ucelenéjsi statistiky nez ty na Urovnich statd, jejich oficialnich organi
¢i dobrovolnych dohlizecich program.

2.1.6.1. PRV-1

Nejvétsi pocty pfipadl onemocnéni se vyskytuji pfedevsim v Severnim Atlantiku a v zemich
v jeho okoli. V hromadné studii zahrnujici zminéné oblasti bylo dohromady testovdno 1 130
divoce zijicich lososovitych ryb v pradbéhu 9 let. PRV-1 byl detekovan napfiklad v Dansku,
Svédsku, Irsku a na Faerskych ostrovech. Nejvyssi prevalence byla zaznamendna pravé na
Faerskych ostrovech roku 2011 u ryb navracejicich se ke tfeni a dosahovala 43 % (Vendramin

et al. 2019).

PRV-1 je vsoucasnosti témér vsudypritomny u chovanych lososti obecnych v Norsku.
Onemocnéni bylo zachyceno az u 36 % testovanych strdlic (mladi lososi do pfiblizné 2. roku
Zivota) a virova zatéz se s presunem do slané vody stupriovala (Lgvoll et al. 2012). V roce 2023
bylo HSMI ohldseno u chovanych losost obecnych na 184 mistech, prevainé pravé béhem
jejich Zivotni faze v mofi. Tyto Udaje jsou prevzaty z diagnostik Norského veterindrniho
institutu (NVI) a dalSich soukromych diagnostickych laboratofi. Bylo nahldaseno i velké
mnozstvi pripad( detekce PRV-1 bez klinickych ptriznakdl HSMI (Sommerset et al. 2024).

Pfipady onemocnéni zaznamenalo i Skotsko, kde se onemocnéni HSMI poprvé vyskytlo
v Cervnu roku 2004 a jeho mortalita dosahovala az 9 % (Ferguson et al. 2005). Roku 2017 byl
PRV-1 zaznamenan poprvé také v Némecku ve dvou rybich farmdach na pstruhy duhové a
lososy obecné, kde mortalita dosahovala az 20 % (Adamek et al. 2018).

Iy

Mimo Evropu bylo PRV-1 zachyceno u chovanych i divoce zZijicich lososovitych ryb naptiklad
na zapadé Kanady a USA. Tato pozorovani zahrnovala predevsim Aljasku, Britskou Kolumbii a
stdt Washington (Marty et al. 2015). Po rozsahlém testovani lososovitych ryb na infekéni
anémii lososl (infectious salmon anemia virus, ISAV) ve vySe zminénych oblastech, byly
nahromadéné vzorky podrobeny jesté dalsi radé testovani. Tentokrat se jednalo o diagnostiku
RNA alfaviru lososovitych ryb (salmonid alphavirus, SAV), rybiho viru myokarditidy (Piscine
myocarditis virus, PMCV) a pravé rybiho orthoreoviru 1. Ze 121 testovanych chovi byl ve 25
z nich alespon jeden jedinec infikovany PRV-1. Prevalence se pohybovala od 2 % do 73 %
(Purcell et al. 2018).

Co se Britské Kolumbie tyce, byla na zdejsi farmé provedena dlouhodoba studie pozorujici cely
produkéni cyklus losost obecnych, jehoZz vysledky odpovidaly obdobné studii provedené v
Norsku. Farma obsahovala v tuto dobu kolem 55 000 jedinct a vrchol onemocnéni HSMI byl
zaznamenan priblizné 7 mésicl od presunu losost do slané vody. Béhem studie doslo
k pozorovani korelace mezi vyskytem a zavaZnosti onemocnéni s pfitomnosti stresovych
situaci v podobné frasového kvétu nebo parazitickych buchanek. Mezi stresové situace
mulzZeme zaradit i naslednou lécbu a eradikaci téchto komplikaci (Di Cicco et al. 2017).

12



JelikoZ se ale vyskyt onemocnéni HSMI nemusi povinné hlasit, pfipadd vypuknuti onemocnéni
muze byt ve skute¢nosti mnohem vice.

2.1.6.2. PRV-2

Doposud nebyly vedeny Zadné screeningové programy pro PRV-2, a proto mUZeme Cerpat
pouze ze zaznamu o pripadech vypuknuti onemocnéni EIBS. V téchto pfipadech ale neni jisty
jejich plivodce a miize se tedy jednat i o onemocnéni zplsobené jinym patogenem.

Prvni znamky onemocnéni EIBS byly zaznamenany roku 1982 u lososu ¢avyca ve Washingtonu,
USA. V nésledujicich letech bylo toto onemocnéni pozorovano u lososu ¢avyca a lososu kisuc
také v Oregonu, Kalifornii a Idaho. Vroce 1990 byla zaznamendna prvni infekce lososl
obecnych v norskych rybich farmach a na britskych ostrovech. Mezi lety 2002 az 2004 byl také
zaznamendn prvni vyskyt onemocnéni na Aljasce, kde byl navic doprovazen obligatnimi i
oportunnimi onemocnénimi, jako je vibriéza nebo bakteridlni onemocnéni ledvin (BKD,
Bacterial kidney disease) (Meyers 2007).

Pripady EIBS byly hlaseny také zJaponska, kdy mezi lety 1986 az 1989 dochazelo ke
znaénym uhynim losost kisu€. Jednalo se pfiblizné o 2500 tun ryb ro¢né a mortalita
dosahovala az 20 % (Takahashi et al. 1992).

Prvni studie, kdy byl pivodce tohoto onemocnéni rozeznan jako PRV-2, probéhla v roce 2016,
kdy bylo provedeno celogenomové sekvenovani vzork( ziskanych z farem losost kisuc
(Oncorhynchus kisutch) v Japonsku. Po experimentalni infekci naivni populace izolovanym
virem doslo ke snizeni jejich hematokritu (podil objemu erytrocytu a celkového objemu krve)
a lehké anémii (Takano et al. 2016).

2.1.6.3. PRV-3

Jednd se o nejnovéji objeveny subtyp rybiho orthoreoviru napadajici chované lososy a pstruhy.
Poprvé byl pozorovan roku 2013, kdy v rybich farmach v Norsku. NakazZeni pstruzi duhovi
vykazovali zndmky onemocnéni pfipominajici HSMI. Proto bylo onemocnéni pracovné
nazyvano jako HSMI-like (Olsen et al. 2015). V nékterych publikacich byl tento subtyp dfive
nazyvan také jako PRV-Om (Dhamotharan et al. 2018).

Tento novy patogen se brzy stal pfedmétem zajmu a od roku 2017 byly zaloZeny screeningové
programy, které silné napomohly budoucim vyzkumdm, a kterym se podafilo zachytit dalsi
ohniska nakazeni. Jednalo se napfiklad o dvé rybi farmy v Némecku na pstruhy duhové a lososy
obecné, kde byly roku 2017 zaznamenany ohniska onemocnéni pfipominajici HSMI. Mortalita
zde dosahovala 10 az 20 %. Zatimco u lososl obecnych byl potvrzen subtyp PRV-1, pstruzi
duhovi byli napadeni subtypem PRV-3. Po nasledné analyze ziskanych sekvenci se zjistilo, Ze
je tento izolat pribuzny izolatu ziskaného z Chile nez z Norska. Toto neCekané geografické
rozsiteni je pravdépodobné dlsledek dnesniho celosvétového obchodu (Adamek et al. 2018).
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Vyse zminéné izolaty z Chile byly ziskany z pstruh( duhovych, lososti obecnych a losos( kisu¢
béhem let 2012 az 2015 z farem, kde bylo podezieni na vypuknuti onemocnéni pfipominajici
HSMI. Jednd se o prvni pfipad zachyceni PRV v Chile a také o infekci lososa kisu¢ rybim
orthoreovirem. V této studii byl PRV-3 nazyvan jako Genotyp Il (Godoy et al. 2016).

PRV-3 byl detekovan napfiklad ve Skotsku, Dansku a Italii, kde byly pozorovany klinické
pfiznaky onemocnéni u pstruhl duhovych. Roku 2018 doslo k sekvenaci izolatl z postizenych
oblasti a jejich porovnani s izolaty ziskanymi z lososli obecnych trpicich HSMI. Fylogenetické
vysledky potvrdily vyznamnou odliSnost virové varianty napadajici lososy obecné od varianty
napadajici pstruhy duhové. Po vzoru nazvoslovi PRV-2, jakoZto virového subtypu napadajici
lososy kisuc¢ v Japonsku, byly tyto subtypy poprvé nazvany jako PRV-1 a PRV-3 (Dhamotharan
et al. 2018).

Za spoluprdce Danské organizace pro akvakulturu (Dansk Akvakultur) a dobrovolnych
veterinarl byl roku 2017 zaloZen program na dozor nad vyskytem viru PRV-3 v Dansku.
Ucastnilo se ho 53 rybich farem a program byl ukon&en na jafe roku 2019. Celkové bylo
provedeno 75 hromadnych testovani a bylo analyzovano 2 031 vzork( pomoci metody RT-
gPCR. Celkem byl PRV-3 zaznamenan u 38 farem, coz je cca 72 % testovanych. U farem, které
vyuZivaly recirkula¢ni systém vymény vody s biofiltry se PRV-3 vyskytoval ve 100 %
testovanych vzork(, coz ukazuje za mozny rizikovy faktor vyskytu. Pfiznaky onemocnéni byly
pozorovany pouze v 26 % pozitivnich pripadl (Sgrensen et al. 2020).

V roce 2020 doslo k velkému testovani volné Zijicich pstruh( obecnych z osmi ¢eskych fek na
fadu virovych a parazitickych onemocnéni. U ryb odchycenych ze dvou fek, jmenovité Oslava
a Jihlava, byl detekovan subtyp PRV-3, prestoze ryby jinak nevykazovaly Zzadné zretelné
patologické zndmky onemocnéni. Izolaty vykazovaly vysokou podobnost s izolaty ziskanymi
z Némecka, Itdlie, Danska, a dokonce i Chile. Jednd se o prvni zachyt PRV v Ceské republice
(Pojezdal et al. 2020).

2.1.7. Zplsoby pfenosu

Horizontalni prenos PRV-1 a PRV-3 byl jiz potvrzen za experimentalnich podminek pfi
spole¢ném souziti naivnich a infikovanych jedincl (Hauge et al. 2017; Wessel et al. 2017).
U subtypu PRV-2 byl horizontdlni pfenos zatim pozorovan pouze bez presné stanovenych
experimentalnich podminek na japonskych farmach losost kisu¢, kdy dochazelo ke zvyseni
pripadl anemie spolu s vyssimi detekovanymi hodnotami virové RNA (Takano et al. 2016).

Bez ohledu na to, zda potomci pochazeli z chovl, kde se dfive HSMI vyskytlo, nebo ne, po
presunu do morské vody se u vSech zvedla virova ndloz PRV-1. Naopak byl zaznamenan jeji
pokles pfi jejich vylovu ke zpracovdni (cca 18 meésich po prfesunu do more), kdy uz
pravdépodobné dochazi k vyporfadavani se s onemocnénim. Tyto vysledky podporuji teorii
prenosu onemocnéni hlavné horizontalni cestou pomoci morské vody od okolnich

infikovanych jedincli. M{zZe se jednat o pfenos onemocnéni mezi divoce Zijicimi a chovanymi
jedinci. Zaroven vysledky odpovidaji teorii, Ze za vypuknuti onemocnéni HSMI mohou vice
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enviromentalni podminky (pfesun do more) neZ samotny status jedince (pozitivita na PRV,
virova naloz atd.) (Lgvoll et al. 2012).

e

Jakym zpUsobem dochazi k pfenosu mezi divoce Zijicimi a chovanymi lososovitymi rybami bylo
testovano sekvenaci izolatd ziskanych z Norskych farem a fek. Pro vytvoreni fylogenetickych
analyz byly sekvenovany segmenty S1, S2 a S4, kde segment S1 byl ze vSech segmenti nejvice
variabilni. Byl potvrzen pfenos onemocnéni i na velmi velké vzddalenosti, ale podrobnéjsi
geografické souvislosti bohuzel nebyly nalezeny. Je to pravdépodobné dusledek velmi
rychlého a rozsahlého Sifeni viru. Kde prfesné a v jaké fazi Zivotniho cyklu se divoce Zijici ryby
nejcastéji nakazi, stale neni presné zndmo. Mezi divokymi jedinci k pfenosu muize dojit béhem

e

jejich spolecného krmeni pfi migraci v mofi. Mezi divoce Zijicimi a chovanymi jedinci k pfenosu
mUlze dojit pfi presunu divoce Zijicich ryb znebo do fek, kde dochazi kjejich tfeni a
naslednému vyvoji novych jedincl. Na téchto cestdch mohou proplouvat pravé kolem
infikovanych farem a muaze dojit k jejich infekci a naopak. Tyto teorie jsou ale prozatim

nepotvrzené (Garseth et al. 2013).

V Dansku bylo pozorovano Sifeni viru PRV-3, které opét neodpovidalo pfirozenému Sifeni.
JelikoZ je tento genotyp vazan na hostitele, jehoZ jedinci i jikry jsou pfedmétem obchodu, Ize
pozorovat spiSe prenos onemocnéni mezi jednotlivymi farmami a dodavateli (Sgrensen et al.
2020).

Praveé kvlli moZznému prenosu onemocnéni i pres dodavané jikry, vyvstala nutnost testovani i
mozného vertikadlniho pfenosu z infikovanych jedincli na potomky (Lgvoll et al. 2012; Sgrensen
et al. 2020). Jak presné k tomu ale dochazi je vSak stdle predmétem vyzkumu.

Pokud jsou dodrzeny podminky pro pfipravu jiker pro komeréni vyuZiti (tzn. dezinfekce
roztokem Buffodine® po dobu 10 minut), oplodnéné jikry od infikovanych jedincd jsou poté
PRV negativni. Timto byl tedy vyvracen pripadny prenos na potomky pres samotné jikry. Jednd
se spiSe o prenos pres jejich povrch (Wiik-Nielsen et al. 2012).

Segment L1 viru PRV-2 byl detekovan v ovarialni tekutiné u lososu kisu¢ v Japonsku, ktefi dfive
prodélali onemocnéni EIBS. Injekci infikované tekutiny do dutiny bfisni naivnich ryb byla
vyvolana infekce u 37 % jedincd z celkového poctu testovanych ryb. Timto byla potvrzena i
infektivita detekovaného viru v tekutiné. Pfenos viru na potomky prostfednictvim pohlavnich
tekutin se tedy jevi jako jedna z moZnosti pfenosu (Kumagai et al. 2019).

S pomoci MRV, ktery ¢asto slouzi jako vzor pro studie tykajici se PRV, byl testovan zpUsob
prenosu fekdlné-oralni cestou. Vysledky ziskané po podani virového inokula rektalni cestou
byly obdobné infekci injekci inokula do bfisni dutiny. Virus byl v krvi detekovatelny po 4 dnech
od infekce a vrchol virové naloze byl zaznamenan 42. den. Oproti tomu podani inokula oralni
cestou vykazovalo mnohem pomalejsi kinetiku infekce a Zadny z infikovanych jedincli na konci
nevykazoval znamky HSMI (Hauge et al. 2016).

Je zde také moznost vstupu viru do téla pres baze ploutvi. Toto bylo pozorovano napfiklad u
viru IHNV, kde byly pouZit jeho rekombinantni typ, ktery obsahoval gen pro luciferazu. Pomoci
bioluminiscence byly zaznamenany vysoké hodnoty replikace viru pravée v ploutvich a na jejich
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bazich. DalSim potvrzenim byla perzistence tohoto viru v ploutvich i 3 tydny po infekci
(Harmache et al. 2006).

Lososovité ryby nakazené PRV jsou stale hlavnim zdrojem infekce, ale jak dlouho a v jaké mife
jsou tito jedinci infekcni, je stale pfedmétem vyzkumu. Studie prokazali, Ze po 4-8 tydnech od
nakaZeni PRV (kohabitace s infekénimi jedinci) byli testovani lososi obecni vysoce infekéni
(Garver et al. 2016). Po 15. tydnu od infekce testovanych lososl zacala mira infektivity
virovych partikuli klesat. Po 37. tydnu jiz nebyla infekce mozna viibec, prestoze byl virus v krvi
infikovanych stale detekovatelny. Toto potvrzuje, Ze ne vSichni pozitivni jedinci jsou stejné
infekcni. Pfesné faktory, které ovliviuji miru Sifeni viru, a moznost opétovného Sifeni viru po
fazi latence zatim nejsou zndmy (Garver et al. 2016; Polinski et al. 2019).

PfestozZe v soucasnosti neexistuji Zadné studie o stabilité PRV mimo télo hostitele, potvrzeni
horizontalniho prfenosu vodou poukazuje na alespon minimalni miru stability viru. PRV se fadi
mezi neobalené viry, které obecné vykazuji vyssi stabilitu v prostfedi nez obalené viry, které
jsou na inaktivaci prostfedim mnohem nachylnéjsi. Pro porovnani, obalené vodni viry jako je
napt. IHNV vydrzi v pfirozené slané vodé pouze nékolik hodin (Garver et al. 2013). Na druhé
strané neobaleny virus, jako je virus infekéni nekrézy pankreatu (infectious pancreatic
necrosis virus, IPNV) z(istava infekéni ve slané vodé tydny az mésice (Mortensen et al. 1998).

PFi ucelné inaktivaci viru PRV byl testovan vliv tepla, pH, UV zafeni, jodu a dezinfekéniho
roztoku Virocid na stabilitu PRV. Bylo potvrzeno, Ze PRV je pomérné stabilni virus. K jeho
inaktivaci doslo az pfi kultivaci pfi 85 °C po dobu 25 minut, vystaveni pH 3 nebo 12, nebo pfi
pouziti 1% roztoku Virocidu. Pfi inaktivaci pomoci UV zéfeni bylo potfeba pouzit 50 mJ/cm?2.
Pfi dezinfekcich v akvakulturdch pomoci UV systém( je béiné pouzivana davka 25 mJ/cm?,
ktera je tedy pro inaktivaci PRV nedostatecnd. Oproti tomu pfi pouZiti jodu, ktery se bézné
pouziva pfi dezinfekcich oplodnénych jiker, stacila pro inaktivaci PRV pouze polovi¢ni davka
(0,005 % po dobu 10 minut) (Wessel et al. 2020).

2.2.  IMUNITNI SYSTEM U LOSOSOVITYCH RYB

Evoluce sofistikovanéjsich imunitnich systém( spoléhajicich se vice na specifickou adaptivni
imunitu ¢asto vykazuji vyssi komplexitu a pokrocilejsi regulaci. Lososovité ryby patii mezi nizsi
obratlovce Zijici ve velmi variabilnich vnéjsich podminkach, které silné ovliviauji vnitini
prostiedi jedince a tim i jeho imunitu. Z tohoto divodu se ryby spoléhaji spiSe na obecnéjsi
vrozenou imunitu. Jsou to ale prvni skupinou Zivocichu, kterd pro svoji obranu vyuziva i
specifické protilatky. Tato skupina tedy predstavuje pomysiny zlom ve vyvoji imunitnich

systémU obratlovcl (Tort et al. 2004).

U chladnokrevnych obratlovcl je kinetika imunitni reakce silné zavislda na podminkach
okolniho prostiedi. Jedna se napf. o teplotu (Avtalion et al. 1973), salinitu, obsah kysliku ve
vodé nebo o celkovou kvalitu vody. Casto se tyto podminky spojuji také s vlivem stresu, ktery
zménou podminek prostredi ¢asto vznikd. Mimo jiné mUze za zvySeny stres odchyt, preprava
nebo zména potravy. Stres z ndhlého sniZeni teploty mize také sniZzovat produkci specifickych
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protilatek dllezitych pro boj proti patogenlim. To muze vést k pomalejSimu nastupu imunitni
reakce a umozZnit patogenu Sifit se v téle jedince (Harper a Wolf 2009).

Obsahnout veskeré dulezité informace o tak komplexnim a rozsdhlém tématu které imunita
predstavuje, je témér nemozné. Proto jsem se v tomto prehledu pokusila vybrat nejzdsadnéjsi
rozdily mezi sav¢i imunitou, ktera je obecné lépe a dlikladnéji prozkoumana, a imunitou rybi.

2.2.1. Vrozend imunita

Uplné v prvni fadé obrany pred infekénimi onemocnénimi jsou samostatné fyzické bariéry
oddélujici jedince od okolniho prostredi. U lososovitych ryb se jednda hlavné o k{iZi, travici trakt
a zabry. Jasna cesta infekce u jednotlivych virli lososovitych ryb neni bohuzel dodnes presné
znama (Collet 2014). Kromé jejich Cisté fyzické obranné funkci mizeme na téchto povrsich
nalézt antibakteridlni aktivitu v podobé lysozym(. Tyto enzymy nici bakterie cilenim na jejich
bakteridlni obaly, kde hydrolyzuji glykosidické vazby peptidoglykanu (Fernandes, Kemp a
Smith 2004).

Vrozend imunita je hned po fyzickych bariérach jako prvni, ktera jedince brani proti infekcim.
Oproti savclim je obrana proti patogenlim u lososovitych ryb silné zavisla pravé na vrozené
imunité a studie naznacuji, Ze maji silné vyvinuty interferonovy systém (Robertsen 2011).

U lososovitych ryb nalezneme obdobné slozky a mechanismy imunitni reakce, které jsou
znamy u vysSich obratlovcl. Jednd se naptiklad o buriky vrozené imunity, jako jsou napf.
makrofagy, neutrofily, eozinofily, NK buriky (natural killers, pfirozeni zabijaci) a dendritické
buriky. DalSimi slozkami jsou napf. interferony, interferonem indukované geny, komplement
a dalsi. Stdle existuje mnoho oblasti, které nejsou dostate¢né prozkoumany a maji potencial
byt budoucim predmétem vyzkumu (Collet 2014).

Hlavnim rysem vrozené imunity je jeji nespecifické rozezndvani pomoci tzv. PRRs, (pattern
recognition receptors, volné preloZzeno jako receptory rozezndvajici molekuldrni vzory). Tyto
receptory nejsou antigen-specifické, ale jsou specializované na rozezndvani obecnych
molekuldrnich vzor( spoleénych pro Siroké spektrum mikroorganisma (napft. lipopolysacharid
pro gram-negativni bakterie, peptidoglykan pro gram-pozitivni bakterie), které se béhem
evoluce staly silné konzervovanymi (Medzhitov a Janeway 2000).

Mezi tyto receptory u ryb patfi naptiklad na membranu vazané toll-like receptory (TLR) a
cytoplazmatické NOD-like receptory (NLR). Oproti lidem, kde je zndmo 10 receptord TLR, u ryb
bylo identifikovano pres 20 typl TLR. Napfiklad virovou a bakterialni RNA u ryb rozpoznavaji
TLR3, TLR9, TLR13 a TLR22. Ne u vSech TLR je vsak jejich presna funkce dodnes objasnéna
(Sahoo 2020).

JelikoZ se ryby spoléhaji v pfipadé obrany proti patogenlim predevsim na svou vrozenou
imunitu, podafilo se rybam oproti savclim urcité slozky vrozené imunity vylepsit. Jedna se
napriklad o komplement, ktery je poté dilezitych faktorem pro aktivaci bunék schopnych
fagocytozy, lyzy infikované buriky nebo jeji opsonizaci (Tort et al. 2004). Na rozdil od savcu,
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ktefi maji pouze jednu izoformu molekuly C3, ktera je kliCovym hracem pro aktivaci
komplementového systému alternativni cestou, kostnaté ryby maji izoforem vic. Napfiklad u
pstruha byly nalezeny izoformy tfi (C3-1, C3-3 a C3-4), kdy kazda z nich vykazovala rozdilnou
afinitu k rdznym povrchlim. Zatimco varianty C3-3 a C3-4 se vazi s vétsi afinitou napfiklad
k povrchm erytrocytl a E. coli, C3-1 se vaZze s vétsi afinitou k zymosanu (beta-glukan
nachdzejici se napf. na povrchu kvasinek a silny aktivator komplementového systému
alternativni cestou) (Sunyer et al. 1996). Vétsi pocet izoforem predstavuje SirSi rozpéti
rozeznavanych povrcha, vyssi pocet vznikajicich anafylatoxin(i (prozanétlivé glykoproteiny,
jako je napfr. C3a, C4a nebo C5a) a zvysuje tak efektivitu komplementu v boji proti patogendm.
Diky témto uvolnénym anafylatoxinim byla pozorovana vyznamné vyssi mira fagocytdézy. To
naddle znamena i vétsi pfijem a prezentace antigen na MHC komplexech a nasledné i silnéjsi
protilatkovou odpovéd (Li et al. 2004).

Jak jiz bylo vySe zminéno, u ryb nalezneme pomérné dobie vyvinuty interferonovy systém.
Jedna se o jednu z hlavnich sloZek imunity bojujici pravé proti virovym infekcim. Interferony
patfi mezi cytokiny, které jsou produkovany riznymi typy infikovanych bunék jako odpovéd
na virovou infekci. Jejich plsobeni dokaZze pfipravit a ochrdnit okolni buriky pred blizici se
infekci. Produkce interferont je velmi rychla. U infekce pstruha duhového byla zaznamenana
jejich produkce uz do dvou dnl od setkani s antigenem. Pomoci interferon poté dochazi
k produkci bunécénych protein(i, které nasledné inhibuji syntézu novych virovych molekul
MRNA a potlacuji tak syntézu virovych proteint (Ellis 2001).

Mezi hostitelské proteiny, které inhibuji syntézu novych mRNA molekul, patfi napf.
2‘-5'-oligoadenylat syntetdaza (2 - 5A syntetaza), protein kindza R (PKR) a Mx proteiny.
2 - 5A syntetaza zajistuje pres aktivaci RNazy L Stépeni molekul RNA. PKR fosforyluje alfa
podjednotku eukaryotického iniciacniho faktoru 2 (elF2) a rychle inhibuje translaci. Proteiny
Mx jsou GTPazy, které jejich interakci s virovou polymerdazou inhibuji virovou transkripci (Stark
et al. 1998). U pstruha duhového i u lososa obecného byly nalezeny 3 typy Mx proteinu. Vrchol
jejich exprese v makrofazich izolovanych z lososa obecného po stimulaci infekce pomoci
poly(l:C) (Polyinosinic:polycytidylic acid, volny preklad jako kyselina
polyinosinidova:polycytidylova) byla zaznamendana po 48 hodinach (Nygaard et al. 2000).

2.2.2. Adaptivni imunita

Jak jiz bylo vySe zminéno, pfestoZe je adaptivni imunita ryb spiSe ve zjednodusené a primitivni
formé, ryby jsou prvni skupinou, ktera viibec adaptivni imunitu a specifické protilatky vyuziva.
Ryby vyuZivaji vSechny buriky adaptivni imunity potiebné k vytvoreni adaptivni imunitni
reakce a nasledné imunologické paméti (Tort et al. 2004).

Imunglobuliny jsou glykoproteiny produkované B-lymfocyty a mohou byt bud vazany na jejich
povrchu, kde slouzi jako receptory (BCRs), nebo mohou byt sekretovdny do okoli jako
protilatky. Protilatky vznikaji u kostnatych ryb obdobnym zplsobem, jako je tomu u vyssich
obratlovcd — pomoci V(D)) rekombinace. Do soucasnosti u nich byly objeveny tfi tridy
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imunoglobulind —1gM, IgD a IgT. Do jaké tfidy bude protilatka spadat, zaleZi na sloZeni a poctu
konstantnich domén tézkych retézc. Oproti tomu N-termindlni variabilni domény tézkych i
lehkych fetézcl jsou zodpovédné za samostatné rozeznani antigenu a zajistuji specifitu
protilatky. Lehké fetézce jsou s tézkymi spojeny pomoci disulfidickych mustk( a stejné tak je
to i mezi dvéma tézkymi retézci. Tyto mustky se vSak u rliznych druh( lisi jako poctem, tak
umisténim (Bilal et al. 2021). Protilatky u ryb nepodstupuji rekombinaci v podobé izotypového
presmyku, ale za to dokdzi zvySovat svoji specifitu pomoci somatické hypermutace (Flajnik
2002).

IgM je hlavni tfidou protilatek u kostnatych ryb s nejvyssi koncentraci v séru. Podili se na
systémové i slizni¢ni imunité. Je to prvni izotyp protilatek, ktery je produkovan béhem
ontogeneze. U embryi pstruha duhového byly prvni lymfocyty nesouci navazany IgM
detekovany jiz 12 dni pred lihnutim (Castillo et al. 1993).

Tézké retézce obsahuji 4 konstantni domény kédovany exosomy pl — p4. U membranové
vazaného imunoglobulinu se transmembranova doména napoji pomoci specifického sestfihu
(tzv. splicing) prekurzorové mRNA (pre-mRNA) na Cu3 doménu misto Cud. Tim padem ziskdme
kratsi tézky retézec, nez je tomu u sekretované formy (Wilson et al. 1990). Pfestoze je IgM
pritomny v séru nejcastéji ve formé tetramerd, miZeme nalézt i monomery, dimery a trimery.
Zaroven rybi IgM neobsahuji J fetézec, ktery se nachazi u savéich IgM a pomaha stabilizovat
jejich pentamerni strukturu (Su et al. 2019). Schéma struktur IgM kostnatych ryb a savcl je

=

\

IgM monomer kostnatych ryb IgM tetramer kostnatych ryb 1gM monomer savcil 1gM pentamer savci
migM (Cu1-Cu3-TM) slgM (Cp1-Cud) migM (Cp1—Cpd-TM) slgM (Cp1-Cud)

zobrazen nize na obrazku 4.

S

Obrdzek 4: Schématické zndzornéni struktury a uspordddni protildtek tridy IgM kostnatych ryb a savci v jejich na
membrdnu vdzané nebo sekretované formé. Cervené jsou zvyraznény variabilni oblasti jak lehkého, tak tézkého retézce.
Konstatni domény lekhého retézce jsou vyznaceny bile a konstatni domény téZkého retézce modre. Obrdcené modré U
zndzorriuje spojujici J fetézec. TM — transmembrdnovad doména. Prevzato a upraveno - (Bilal et al. 2021).

Trida imunoglobulinli IgD je spolu s IgM jednou z nejstarsich tfid, ktera byla az na vyjimky
objevena u vsech celistnatych obratlovci. U pstruhll duhovych nalezneme dvé vysoce
glykosilované varianty sekterovaného IgD ve formé monomerd, které vznikaji opét
specifickym sestfihem pre-mRNA (Ramirez-Gomez et al. 2012).

Posledni tfidou imunoglobulinl je IgT. Poprvé byl tento typ nalezen u dania pruhovaného
(Danio rerio) a byl pojmenovan jako IgZ (Danilova et al. 2005). Kratce na to byl ale objeven i
jeho ortholog u pstruhd duhovych, kde byl pojmenovan IgT (Hansen, Landis a Phillips 2005).
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PfestoZe se s pojmenovanim této skupiny jako 1gZ stale miZeme setkat, Castéji se do praxe
zazil pojem IgT (T od slova ,teleost”, neboli kostnati). U pstruh(i duhovych je jeho koncentrace
témér dvojnasobnad na povrchu sliznic traviciho traktu nez v séru. Tento fakt poukazuje na jeho
moznou roli pfedevsim ve slizni¢ni imunité, obdobné jako izotyp IgA u savcl (Zhang et al.
2010).

T-lymfocyty u lososovitych odpovidaji T-lymfocytim u savcl — daji se rozdélit na pomocné
CD4+ a cytotoxické CD8a+ T-lymfocyty, vyvijeji se v brzliku a rozeznavaji odpovidajici
MHC komplexy (Toda et al. 2009, 2011).

CD4+ pomocné T-lymfocyty, které pomahaji B-lymfocytlim maturovat a produkovat specifické
protilatky, stale nejsou u kostnatych ryb dikladné probaddny. PfestoZe jsou u ryb k nalezeni
cytokiny ¢asto souvisejici s vyskytem Th1 imunitni odpovédi, pro jasné potvrzeni pfitomnosti
Th1 lymfocytl stale chybi znaky pro jejich jednoznaénou identifikaci. Obdobné je to tak i s Th2
a Th17 imunitni odpovédi (Wang a Secombes 2013).

Co se regulacnich CD4+ T-lymfocytl (Treg) tyCe, u cCtverzubce zeleného (Tetraodon
nigroviridis) byly objeveny T-lymfocyty produkujici gen FoxP3 (forkhead box P3), ktery slouzi
jako transkrip¢ni regulator a také je to jeden z hlavnich znakd Treg bunécné linie. U téchto
bunék byla ale zatim potvrzena pouze jejich schopnost tlumit bunéénou imunitni reakci in vitro
(Wen et al. 2011).

2.2.3. Imunitni odpovéd na infekci PRV

Protoze virus PRV cili predevsim na erytrocyty, velké mnozstvi vyzkum( zabyvajici se interakci
viru srybi imunitou se zaméruje predevSim na mechanismy probihajici pravé v téchto
burnkach.

Studie ukazuji, Ze samotné erytrocyty mohou mit pfi virové infekci imunitni funkci. Po simulaci
infekce pomoci poly(l:C) v erytrocytech byla zaznamenana exprese PRRs, interferonu a (IFN-
a) nebo chemokinu CCL4, ktery pfitahuje ostatni bunky imunitniho systému (Morera et al.
2011).

Genomem orthoreovirll je dsRNA, ktera se v hostitelskych burikach za normalnich podminek
nevyskytuje. Z tohoto dlivodu je jeji pfitomnost v burice brana jako jasny signdl virové infekce
neboli PAMP (molekuldrni vzorec asociovany s patogenem, pathogen associated molecular
pattern) a jeho odhalenim se tedy aktivuje vrozena imunitni odpovéd' v podobé interferont
typu 1 (Alexopoulou et al. 2001; Jacobs a Langland 1996).

Jeden z hlavnich typ( receptori dsRNA v cytoplazmé je PKR, ktera vazbou na dsRNA inhibuje
translaci virovych mRNA, a tim je jednou z hlavnich slozek bunécné protivirové ochrany.
(Strong et al. 1998). Dalsimi receptory rozezndvajicimi virovou dsRNA jsou napfiklad
endozomané lokalizované TLR3 (Alexopoulou et al. 2001), cytoplazmatické helikdzy RIG-I
(receptor indukovatelny kyselinou retinovou I, retinoic acid-inducible gene 1) (Yoneyama et al.
2004), MADS5 (protein asociovany s diferenciaci melanomu 5, melanoma differentiation-
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associated protein 5) a LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2, nebo jinym ndzvem
DHX58) (Chang et al. 2011).

Po aktivaci téchto receptorli dochazi k prenosu informace o infekci signalni kaskadou a
k aktivaci genl potfebnych pro vrozenou bunécnou imunitni odpovéd, kterd zahrnuje
interferony a faktory regulujici jejich transkripci (interferon regulatory factors, IRFs) (Dahle et
al. 2015). Tyto slozky nasledné indukuji produkci efektorovych slozek imunity, jako jsou
napriklad Mx proteiny nebo viperin. Po Sesti tydnech od infekce pstruht duhovych subtypem
PRV-3 byly detekovany az 40tindsobné hodnoty exprese proteini Mx a 130tinasobné hodnoty
exprese viperinu. Tato maxima navic korelovala s vrcholem virové replikace. Oproti tomu
lososi obecni byli infikovani subtypem PRV-3 s mensi Uspésnosti (pstruhl bylo testovano jako
pozitivnich az 90 %, zatimco losostl méné nez 50 %) a navic reagovali na infekci PRV-3 mnohem
mensim narlstem exprese antivirovych genli (Hauge et al. 2017).

Aby se zamezilo aktivaci této imunitni drahy, genom orthoreovirli ve formé dsRNA je celou
dobu chranén uvnitf virové kapsidy, kde geneticka informace neni bunéénym receptorim
pfistupna (Strauss a Strauss 2008). DalSim zpUsobem zamezeni rozeznani dsRNA hostitelskou
imunitou a aktivaci interferonové imunity mlze byt u PRV vazba virového proteinu 03 na
nukleovou kyselinu (Wessel, Nyman et al. 2015).

Pti testovani genové exprese u pstruhl duhovych po infekci PRV bylo detekovano navyseni
solubilnich i membranové vazanych variant IgM v ledvindch a v srdci (Johansen et al. 2016).
Pro detekci specifickych sérovych IgM protilatek proti PRV byl vytvofen multiplexni imunotest
zalozeny na kulickach (multiplex bead based immunoassay), ktery vynika svoji citlivosti a
moznosti detekce nékolika protilatek i v malém vzorku plazmy nebo séra. Navazanim
rekombinantnich virovych proteint na kulicky bylo mozné detekovat specifické protilatky
proti ul a uNS (Teige et al. 2017).

Co se cytotoxické imunity zprostfedkované CD8+ T-lymfocyty tyce, jak bylo jiz vySe zminéno,
ta pravdépodobné muize za jeden z hlavnich pfiznaklli onemocnéni HSMI — léze v srdecni
svaloviné. U infikovanych losostd obecnych byl zaznamendn vysoky narUst infiltrace CD8+ T-
lymfocytld do postizenych oblasti (Mikalsen et al. 2012). Obdobné u infikovanych pstruht
duhovych byla zaznamenana aktivita CD8+ cytotoxickych T-lymfocytl v podobé granzymu A
v ledvinach, srdci a ve sleziné (Johansen et al. 2016).
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3. Cile prace

Roku 2018 byla publikovdna studie, ve které se autofi pokusili o vyvoj DNA vakciny proti
v soucasnosti problémovému patogenu PRV. VyuZivali a testovali rlizné kombinace exprese
nestrukturnich a strukturnich protein PRV a vakcinacni plazmidy dosahly mirné ochrany pred
onemocnénim v podobé snizeni miry PRV RNA v krvi a histopatologického skére. Bohuzel ale
vysledky zatim nedosahovaly dostatecnych vysledk(i nutnych pro masovou produkci a nastala
nutnost pro vhodnou optimalizaci. Vakcinac¢ni plazmidy plsobily predevsim na vrozenou a
bunéénou imunitni odpovéd v podobné prezentace antigenu pies MHCI a nasledné aktivace
cytotoxickych CD8+ T-lymfocyt(l (Haatveit et al. 2018).

Cilem mé diplomové prace byla konstrukce vakcinaéni plazmid( takovym zplisobem, aby doslo
k vylepseni jejich vakcinaéni schopnosti a tvorbé specifickych protilatek. Jednalo se pfedevsim
o usnadnéni pfistupnosti antigenu imunitnimu systému hostitele, jeho prezentaci pres HMCII
a omezeni jeho hromadéni v cytoplazmé. Zpusob(, kterymi toho Ize docilit, je jisté vice. My
jsme se ale rozhodli vydat cestou zmény lokalizace antigenu, a to rovnou dvéma zpUsoby:
sekreci antigenu do okoli a jeho ukotveni na cytoplazmatické membrané buriky. Pro ukotveni
antigenu na membrdanu byl navic vyuZzit antigenni display za vyuziti jiz znamych glykoprotein(.

= HLAVNI CIL:
= Konstrukce DNA vakcinacnich plazmid( zaloZenych na strukturnich proteinech PRV3 a
dodatecnych vlastnosti zajistujici lepsi imunogenicitu vakciny
= VyuZitim vakciny dosahnout protektivni imunitni odpovédi u hospodarsky
vyznamného zastupce lososovitych ryb — pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) a
lososa obecného (Salmo salar)

= DILCI CILE:

= Testovani Uspésné exprese antigenu, jeho sekrece ¢i ukotveni na membrané
transfekovanych bunék

= Transfekce rybi linie RTGill-W1

— Tato linie doposud nebyla Uspésné transfekovana a jeji vyuziti by mohlo
vyznamné pomoci dalsSim vyzkumam rybich orthoreovir(i

= |dentifikace a kvantifikace viru ve vzorku infikované krve obdrzené firmou Dyntec,

ktery pochazi z oblasti postizené onemocnénim HSMI
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4. Materialy a metody

4.1.  MATERIALY
4.1.1. Bunécné linie, bakterialni a virové kmeny
Bunééné linie

= HEK293T

- lidska bunécna linie, izolovand z embryondlnich ledvin, kterda exprimuje velky
T antigen Simian viru 40 (SV40)

- kultivovdna v kompletnim médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
Sigma-Aldrich) (viz kapitola 4.2.4.1.)

= RTGIll-W1

- bunécna linie epitelu izolovana z Zaber pstruha duhového
- kultivovdna v kompletnim L-15 médiu (viz kapitola 4.2.4.2.)

Bakterialni kmen

= NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) (New England Biolabs)
- Bakterialni kmen odvozen od HD5a kmene
- Genotyp: fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80A(lacZ)M15 gyrA96 recAl
relAl endAl thi-1 hsdR17

Virovy kmen

= Vzorek infikované krve od firmy Dyntec
- ziskdno z oblasti postizené onemocnénim odpovidajici HSMI (Norsko)

4.1.2. Média, roztoky a antibiotika
Média pro kultivaci bakterii

= LB (lysogeny broth) médium s nizkym obsahem soli (Sigma-Aldrich)
- 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasni¢ného autolyzatu, 5 g/l chloridu sodného, pH 7,5

= LB médium s nizkym obsahem soli a pfidanym agarem (Sigma-Aldrich)
- 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasni¢ného autolyzatu, 5 g/l chloridu sodného,
15 g/l agaru, pH 7,5

= TPN (Total parental nutrition) médium
- 0,5% (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) kvasnicny autolyzat, 2 % (w/v) pepton
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= SOC médium (Super Optimal Broth)
- 20 g/l peptonu, 5 g/l kvasnicného autolyzatu, 10 mM chlorid sodny;
2,5 mM chlorid draselny, 20 mM glukéza, 10 mM siran horecnaty,
10 mM chlorid hofeénaty, pH 7,5

Meédia pro kultivaci bunécnych kultur

= Médium bez séra
- DMEM médium (Sigma-Aldrich)
- Médium L-15 (Leibovitz) s L-glutaminem (Sigma-Aldrich)

= Kompletni DMEM médium
- pro kultivaci bunééné kultury 293T
- DMEM médium (Sigma-Aldrich)
- 10 % FBS (v/v; fetal bovine serum; Sigma-Aldrich)
- 1% smés antibiotik pro tkanové kultury (v/v; Sigma-Aldrich)

=  Kompletni L-15 médium
- Pro kultivaci bunééné kultury RTGill-W1
- L-15 médium (Leibovitz) s L-glutaminem (Sigma-Aldrich)
- 10 % FBS (v/v; Sigma-Aldrich)
- 1% smés antibiotik pro tkanové kultury (v/v; Sigma-Aldrich)

= CryoStor® cell cryopreservation médium (Sigma-aldrich)
- Médium pro pfipravu bunéénych konzerv
- 10 % DMSO (w/w), 1% sachardza (w/w), 0,6% hydroxid sodny, 0,168% hydroxid
draselny

Antibiotika

= Zeocin (Duchefa Biochemie)
— vyslednd koncentrace 50 pg/ml pro pevna i tekutd média

= Smés antibiotik a antimykotik pro tkanové kultury (Sigma-Aldrich)
— 100x koncentrovany roztok
— Vysledna koncentrace 10 000 U/ml penicilin, 10 mg/ml streptomycin,
25 pg/ml amphotericin B
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Nejcastéji pouZivané roztoky

= PBS 10x (Phosphate Buffered Saline)

- 140 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM Naz;HPO4, 1,7 mM KH2POa, pH 7,4
= Roztok EDTA

- 0,02 % (w/v) EDTA v PBS
= Roztok trypsinu

- 0,25 % (v/v) trypsinu v PBS
= Roztok trypsinu ll

- 0,01 % (w/v) EDTAa0,2 % (v/v) trypsinu v PBS

- pro sklizeni bunécné kultury RTGill-W1
= TBE pufr

- 45 mM Tris, 45 mM kyselina borita, 1 mM EDTA, pH 8
= TE pufr

- 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

Roztoky pro prdci s proteiny

= Blokacni roztok pro Wester blot
- 5% (w/v) roztok odtuénéného mléka v PBS pufru

= Chemiluminiscencni roztok A
- dH20, 1M Tris-HCI (pH 8,5), 250 mM luminol, 90 mM p-kumarova kyselina

= Chemiluminiscencni roztok B
- dH20, 1M Tris-HCI (pH 8,5), 30 % H,0>

®=  Running pufr 10x (pH 8,3)
- 25mM Tris, 192mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, dH,0

= Blotovaci pufr 10x (pH 8,3)
- 192 mM glycin, 25 mM Tris, 20 % (v/v) metanol, dH20

= Laemmliho pufr (5x; pH 6,8)
- 50 mM Tris-HCl, 50 % (v/v) glycerol, 5 % (w/v) SDS, 25 % (v/v) 2-
merkaptoethanol 0,01 % (w/v) bromfenolova modf, dH,0

= RIPA pufr
- 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,05 % (v/v) NP-40,
1 % (v/v) deoxycholat sodny, 1 % (v/v) Triton X-100, 0,1 % (v/v) SDS, dH-0,
inhibitory proteaz
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Akrylamidovy roztok pro pfipravu geli pro SDS-PAGE
- 30 % akrylamid, 1 % bis-akrylamid, dH,0

4.1.3. Plazmidy

pVAC1-mcs (InvivoGen)

specialné navrzeny plazmid pro pfipravu DNA vakcin

stimuluje humoralni imunitni odpovéd po intramuskularnim (tzn. do svalu)
podani
obsahuje:

SV40 enhancer - zesiluje expresi genu v Siroké Skale hostitel(
promotor EF-la (elongation factor 1 alpha) - zajistuje expresi
zaklonovaného antigenu
signalni sekvence IL-2 - zajistuje sekreci exprimovaného antigenu
MCS (multiple cloning site) - misto obsahujici stépnd mista (BamHl,
EcoRV, Bglll a EcoR)
kotvici sekvence PLAP
- hydrofébni C-terminalni sekvence
- po jejim odstépeni dochazi k vazbé
glykosylfosfatidylinositolové kotvy a vazby
exprimovaného antigenu na membranu
EF-1a signalni sekvence polyadenylace
pMB1 ori - minimalni poéatek replikace E.coli
promotor EM7 - zajistuje konstitutivni expresi antibiotikové
rezistence
Sh ble-ACpG
- gen Sh ble zajistujici rezistenci proti antibiotiku zeocin
- byly odstranény vSechny CpG motivy pro docileni nizsi
imunogenicity plazmidu

Obrazek 5: Schéma plazmidu pVAC1-mcs vytvofené v programu SnapGene Viewer.
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* pmaxGFP™ (Lonza)
- kontrolni plazmid dodavany v komeréni soupravé Amaxa® Cell Line Nucleofector™
Kit V (Lonza)
- sekvence plazmidu je licencovand firmou Evrogen a neni volné dostupna
- obsahuje zeleny fluorescencni protein (GFP) a gen pro rezistenci proti antibiotiku
kanamycin pro bakteridlni selekci

= pEGFP-N1 (Clonetech)
- obsahuje mimo jiné posileny zeleny fluorescenéni protein protein (EGFP),
cytomegalovirovy (CMV) promotor a gen pro rezistenci proti antibiotiku kanamycin
a heomycin
- plazmid byl pouzit jako zdroj genu pro EGFP pro naslednou konstrukci plazmidt pro
kontrolu exprese

CMV enhancer

pEGFP-N1

4733 bp

AmpR promoter

Obrazek 6: Schéma plazmidu pEGFP-N1 vytvorené v programu SnapGene Viewer.

4.1.4. DNA primery

Veskeré primery byly navrzeny pomoci programu NEBuilder Assembly Tool dostupného online
na strankach https://nebuilder.neb.com/#!/.

e genové

Navrzené primery obsahuji presahujici 5° oblast, ktera je komplementarni se sekvenci
plazmidu, do kterého byl nasledné gen klonovan.
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Nazev Sekvence (5°-3")

PVAC1 G_IHNV FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGGACACCATG
PVAC1 G_IHNV REV GTATTAGGGATAATGCTAGCTTAGGACCGGTTTGCCAG
PVAC1 gp64 gen FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGGTGTCCGCTATCGTGCTG
PVAC1 gp64 gen REV GTATTAGGGATAATGCTAGCTTAGTACTGGCGGTTACGGTTACG
PVAC1 S1 -IL-2 -PLAP gen FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 S1 -IL-2 -PLAP gen REV GTATTAGGGATAATGCTAGCCTAGCGAGTGATCACGAAG
PVAC1 $3 -IL-2 -PLAP gen FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 $3 -IL-2 -PLAP gen REV GTATTAGGGATAATGCTAGCTCACGCCGATGACCACTTG
PVAC1 M1 -IL-2 -PLAP FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 M1 -IL-2 -PLAP REV GTATTAGGGATAATGCTAGCCTATTTTTGGCCTCGACGTG
PVAC1 EGFP -IL-2 -PLAP FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGGTGAGCAAG
PVAC1 EGFP -IL-2 -PLAP REV GTATTAGGGATAATGCTAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
PVAC1 S1 +IL-2 -PLAP gen FW TGGCACTGGTCACTAACTCTGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 S1 +IL-2 -PLAP gen REV GTATTAGGGATAATGCTAGCCTAGCGAGTGATCACGAAG
PVAC1 S3 +IL-2 -PLAP gen FW TGGCACTGGTCACTAACTCTGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 S3 +IL-2 -PLAP gen REV GTATTAGGGATAATGCTAGCTCACGCCGATGACCACTTG
PVAC1 M1 +IL-2 -PLAP FW TGGCACTGGTCACTAACTCTCATCACCATCACCATCAC
PVAC1 M1 +IL-2 -PLAP REV GTATTAGGGATAATGCTAGCCTATTTTTGGCCTCGACG
PVAC1 EGFP +IL-2 -PLAP FW TGGCACTGGTCACTAACTCTGCCACCATGGTGAGCAAG
PVAC1 EGFP +IL-2 -PLAP REV GTATTAGGGATAATGCTAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
PVAC1 S1 -IL-2 +PLAP gen FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 S1 -IL-2 +PLAP gen REV GGATGGGCAGCATCAGTGGTGCGAGTGATCACGAAGTC
PVAC1 S3 -IL-2 +PLAP gen FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 S3 -IL-2 +PLAP gen REV GGATGGGCAGCATCAGTGGTCGCCGATGACCACTTGAG
PVAC1 M1 -IL-2 +PLAP FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGCATCACCATC
PVAC1 M1 -IL-2 +PLAP REV GGATGGGCAGCATCAGTGGTTTTTTGGCCTCGACGTGAG
PVAC1 EGFP -IL-2 +PLAP FW AACTACCCCTAAAAGCCATCGCCACCATGGTGAGCAAG
PVAC1 EGFP -IL-2 +PLAP REV GGATGGGCAGCATCAGTGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

e plazmidové

Primery byly navrieny tak, aby vysledny PCR produkt obsahoval pouze poZadované oblasti
plazmidu pVAC1-mcs.

Nazev Sekvence (5°-3")

PVAC1 -IL2 -PLAP FW GCTAGCATTATCCCTAATAC
PVAC1 -IL2 -PLAP REV GATGGCTTTTAGGGGTAG
PVAC1 +IL-2 -PLAP FW GCTAGCATTATCCCTAATAC
PVAC1 +IL-2 -PLAP REV AGAGTTAGTGACCAGTGC
PVAC1 -IL-2 +PLAP FW ACCACTGATGCTGCCCATC
PVAC1 -IL-2 +PLAP REV GATGGCTTTTAGGGGTAGTTTTC
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e |HNV display

Primery pro vytvoreni vakcinac¢nich plazmid( obsahuijici virovy antigen spojeny s G proteinem

viru IHNV, ktery zajisti jejich kotveni v membrané.

Nazev Sekvence (5°-3")
pVAC1 plazmid IHNV display FW GACACCGCAAGCGAATCAG
pVAC1 plazmid IHNV display REV GGGTTTGACGGTTTGGCTG

pVAC1 S1 IHNV display gen FW

ACAGCCAAACCGTCAAACCCGCCACCATGCATCACCATC

pVAC1 S1 IHNV display gen REV

TCTGATTCGCTTGCGGTGTCCTAGCGAGTGATCACGAAG

pVAC1 S3 IHNV display gen FW

ACAGCCAAACCGTCAAACCCGCCACCATGCATCACCATC

pVAC1 S3 IHNV display gen REV

TCTGATTCGCTTGCGGTGTCTCACGCCGATGACCACTTG

pVAC1 M1 IHNV display gen FW

ACAGCCAAACCGTCAAACCCCATCACCATCACCATCACG

pVAC1 M1 IHNV display gen REV

TCTGATTCGCTTGCGGTGTCTTTTTGGCCTCGACGTGAG

pVAC1 EGFP IHNV display FW

ACAGCCAAACCGTCAAACCCGTGAGCAAGGGCGAGGAG

pVAC1 EGFP IHNV display REV

TCTGATTCGCTTGCGGTGTCCTTGTACAGCTCGTCCATGC

e gp64 display

Primery pro vytvoreni vakcinacnich plazmid(i obsahujici virovy antigen spojeny s
glykoproteinem gp64 bakuloviru, ktery zajisti jejich kotveni v cytoplazmatické membrané.

Nazev Sekvence (5°-37)
pVAC1 plazmid gp64 display FW GCTCAGATGAAGACCGGTC
pVAC1 plazmid gp64 display REV GTTGCAGTGTTCAGCAGC

pVAC1 S1 gp64 display gen FW

TCGCTGCTGAACACTGCAACGCCACCATGCATCACCATC

pVAC1 S1 gp64 display gen REV

GGACCGGTCTTCATCTGAGCCTAGCGAGTGATCACGAAG

pVAC1 S3 gp64 display gen FW

TCGCTGCTGAACACTGCAACGCCACCATGCATCACCATC

pVAC1 S3 gp64 display gen REV

GGACCGGTCTTCATCTGAGCTCACGCCGATGACCACTTG

pVAC1 M1 gp64 display gen FW

TCGCTGCTGAACACTGCAACCATCACCATCACCATCACG

pVAC1 M1 gp64 display gen REV

GGACCGGTCTTCATCTGAGCTTTTTGGCCTCGACGTGAG

pVAC1 EGFP gp64 display FW

TCGCTGCTGAACACTGCAACGTGAGCAAGGGCGAGGAG

pVAC1 EGFP gp64 display REV

GGACCGGTCTTCATCTGAGCCTTGTACAGCTCGTCCATGC
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e sekvenace

Pro sekvenaci viech typul vakcinaénich plazmid( byly navrzeny nasledujici primery:

Nazev Sekvence (5°-3")

pVAC1 seq FW GCTTCAGACAGTGGTTCAAAG
pVAC1 seq REV GAGACCGTTCTTCCACCAC
pVAC1 IHNV display seq REV AGATAGGCAAAGTCATCCAAGT
pVAC1 gp64 display seq REV CTTGGATGTGCATCAGGTCG
pVAC1 IHNV display seq REV 2 GAGGTCGTTTCCGACTGAC
pVAC1 gp64 display seq REV 2 GACGGATGGACCACATCAG
pVAC1 M1 seq FW GAAACACTGAACCTTTTCG
pVAC1 M1 seq FW 2 GTTCAAGCGTCCAAGGAGC

= RT-PCR a gPCR

Primery byly prevzaty z predchozi studie (Adamek et al. 2018) pro identifikaci, detekci a
kvantifikaci viru ve vzorku krve dodaného firmou Dyntec.

Nazev Sekvence (5°-3°) Nasedani
PRV_Sybr_gF AATTGAAGACCTCCCCATCC

PRV-1, segment L3, A1
PRV_Sybr_gR GGTGAAATCATCGCCAACTC
PRV_Om_Sybr_gF2 CGGGCATAGGATTGGTCTGT

PRV-3, segment 1, 03
PRV_Om_Sybr_qR2 GGTAGGCGTCGGTGTTTG

4.1.5. Geny pro virové proteiny

Veskeré geny pro virové proteiny byly syntetizovany firmou Thermo Fisher Scientific a byly
vloZzeny do standardniho vektoru pMX. Jednd se o vektor odvozeny od plazmidu pUC19 a
obsahuje také gen pro rezistenci proti antibiotiku kanamycin.

= DKPRV317_HISsigma_1
- vektor obsahuje syntetizovany gen pro virovy protein ol
- GeneBank: MW012865.1
- pred samotny gen byla vioZzena sekvence Kozakové (GCCACC) nasledovanid
sekvenci pro znacku His-tag skladajici se z Sesti histidin(l (CATCACCATCACCATCAC)

= DKPRV317_HISsigma_3
- vektor obsahuje syntetizovany gen pro virovy protein 03
- GeneBank: MW012868.1
- Pred samotny gen byla vloZena sekvence Kozakové (GCCACC) nasledovanid
sekvenci pro znacku His-tag skladajici se z Sesti histidind (CATCACCATCACCATCAC)
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4.1.6.

DKPRV317_HISmu_1
- vektor obsahuje syntetizovany gen pro virovy protein pl
- GeneBank: MW012870.1
- pred samotny gen byla vloZena sekvence Kozakové (GCCACC) nasledovand
sekvenci pro znacku His-tag skladajici se z Sesti histidin(l (CATCACCAT CACCATCAC)

IHNV_HISGprot
- vektor obsahuje syntetizovany gen pro virovy glykoprotein G viru IHNV (GeneBank:
KP216199.1)
- pred samotny gen byla vloZena sekvence Kozakové (GCC ACC) nasledovana
sekvenci pro znacku His-tag skladajici se z Sesti histidin( (CAT CAC CAT CAC CAT
CAC)

bacE2_HISgp64
- vektor obsahuje syntetizovany gen pro virovy glykoprotein gp64 bakuloviru
(GeneBank: KM667940.1)
- pred samotny gen byla vloZzena sekvence Kozakové (GCC ACC) nasledovanid
sekvenci pro znacku His-tag skladajici se z Sesti histidin( (CAT CAC CAT CAC CAT
CAC)

PRV1_NOR-2018_NL-V4105_L3
- vektor obsahuje syntetizovany gen pro virovy protein Al
(GeneBank: MW260147.1)
- tento gen byl pouzit pro sestaveni kfivky standardu pfi méfeni virové kvantifikace
metodou RT-gqPCR

Markery molekulovych hmotnosti

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
- marker molekulovych hmotnosti pouzivany pro uréeni délky fragment( DNA
pfi agarézové DNA elektroforéze
- umoznuje odhadnuti délky DNA segmentt od 75 do 20 000 bp

O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific)
- marker molekulovych hmotnosti pouzivany pro uréeni délky fragment( DNA
pfi agarézové DNA elektroforéze
- umoznuje odhadnuti délky DNA segmenti od 50 — 1000 bp
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= Color Prestained Protein Standard, Broad Range (New England Biolabs)

Rozpéti markerU je k vidéni na obrazku 7.

marker molekulovych hmotnosti pouzivany pro uréeni délky proteind pri SDS-

PAGE elektroforéze
vysoce purifikované,

oranzovy, zeleny nebo modry chromoform

rekombinantni proteiny kovalentné napojené na

umoznuje odhadnuti molekulové hmotnosti od 10 — 250 kDa
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Obrdzek 7: Markery molekulovych hmotnosti. (A) GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific);
(B) O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific); C) Color Prestained Protein Standard, Broad
Range (New England Biolab)

4.1.7. Barviva

= Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics)

= 10x Loading Buffer (Takara Bio)

barvivo pro znaceni DNA pti agarozové DNA elektroforéze

pouzito v agarézovém gelu v poméru 1:25 000

Nanaseci barvivo pro DNA elektroforézu

4.1.8. Protiladtky

»  Primdrni protildatky

PentaHis Tag Monoclonal Antibody (Thermo Fisher Scientific)

mysSi monoklonadlni protilatka proti znacce His-tag

pouZzito v fedéni 1:500
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RbaGFP (Abcam)
- krali¢i monoklonalni protilatka proti GFP
- poutZito v fedéni 1:1000

e Sekunddrni protildtky

GaM IgG - HRP (Bio-Rad)
kozi monoklonalni protildtka proti mySim imunoglobulindm IgG
konjugovana s kienovou peroxiddzou (HRP)
pouzito v fedéni 1:1000

GaR IgG - HRP (Bio-Rad)
kozi monoklonalni protilatka proti krdlicim imunoglobulindm IgG
konjugovanda s HRP
pouzito v fedéni 1:1000

4.1.9. Enzymy a jejich smési

Q5® High-Fidelity DNA polymeraza (New England Biolabs): 2 U/ul

Platinum™ SuperFi™ DNA polymeraza (Thermo Fisher Scientific): 2 U/l
OneTaq® DNA polymeraza (New England Biolabs): 5 U/l

gb SG PCR Master Mix (Generi Biotech): obsahuje hot-start
Taq DNA polymerazu, reakéni pufr, dNTP, MgCl, a barvivo Sybr green

4.1.10. Komercni soupravy a transfekéni ¢inidla

e Kity pro izolaci a purifikaci nukleovych kyselin

GenelET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific): pro precisténi DNA po
PCR reakci

GenelJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific): pro izolaci DNA
z agarézového gelu

GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich): izolace DNA pro
sekvenace

NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel): izolace plazmidové DNA pro
naslednou transfekci savéich a rybich bunék

NucleoSpin® Virus (Macherey-Nagel): izolace virové DNA a RNA

e Kit pro klonovadni

NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England Biolabs)
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e Kit pro izolaci bunéénych membradn
=  Mem-PER™ Plus Kit (Thermo Fisher Scientific)
e Kit pro syntézu cDNA
*  LunaScript® RT SuperMix kit (New England Biolabs)
e Transfekcni Cinidla
= Turbofect Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific)
= ViaFect™ Transfection Reagent (Promega)
= Genelet™ Reagent (ll) (SigmaGen® Laboratories)
= Lyovec™ (InvivoGen)
e Kit pro elektroporaci

= Neon™ NxT Electroporation System 10-pL Kit (Thermo Fisher Scientific)

4.2. METODY
4.2.1. Prace s bakterialnimi kmeny
4.2.1.1. Priprava kompetentnich bunék

Bakterialni kolonie NEB® 5-alpha E. coli byla kultivovdana pfes noc v20 ml TPN média
v orbitdlnim inkubatoru pfi 200 rpm a 37 °C. Odpovidajici objem narostlé bakteridlni kultury
byl druhy den prenesen do 600 ml predehratého TNP média tak, aby bylo dosaZeno optické
denzity (OD) pfi vinové délce 600 nm v hodnoté 0,1. Bakterialni kultura byla opét kultivovana
v orbitdInim inkubatoru pti 200 rpm a 37 °C a kazdym 20 minut byla mérena jeji opticka
denzita. Po dosazeni ODsgo = 0,5 — 0,7 byla bakteridlni kultura rozdélena do 12 x 50 ml
zkumavek a rychle pfenesena na led. Zde se ponechala zchladit 15-20 minut. Od této doby
bylo po zbytek pfipravy kompetentni bakteridlni kultury podstatné, aby teplota smési pfi
Zzadné z manipulaci nepresahla 4 °C.

Bakterie byly centrifugovany pfi 3000 x g po dobu 12 minut pfi 4 °C. Supernatant byl odstranén
a bakterie byly resuspendovany na ledu v 600 ml vychlazené ddH;O (tj. 12 x 50 ml). Bakterie
byly opét centrifugovany za stejnych podminek, supernatant byl odstanén a pelet byl
resuspendovan na ledu v 300 ml vychlazené ddH;0. Pro lepsi manipulaci byla bakterialni
suspense rozdélena do 6 x 50 ml zkumavek. Bakterie byly opét centrifugovany za stejnych
podminek, supernatant byl odstranén a pelet byl tentokrat resuspendovan na ledu v 25 ml
vychlazeného 10 % (v/v) glycerolu. Bakterie byly opét centrifugovany za stejnych podminek,
supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan na ledu v 10 ml vychlazeného 10 % (v/v)
glycerolu. Posledni kolo centrifugace bylo provedeno opét za stejnych podminek, supernatant
byl odstranén a ziskany pelet byl resuspendovan na ledu v 1,2 ml vychlazeného 10 % (v/v)
glycerolu.
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Bakterialni suspenze byla rozdélena do sterilnich vychlazenych 1,5 ml mikrozkumavek po
50 pl. Vzniklé aliquoty byly rychle zamrazeny vhozenim do tekutého dusiku a byly uchovany
pfi -80 °C.

4.2.1.2. Transformace bakterii elektroporaci

Konzerva kompetentni bakteridlni kultury E.coli (NEB® 5-alpha Competent E. coli High
Efficiency, New England Biolabs) byla rozmraziena na ledu. Do nové vychlazené
mikrozkumavky bylo pfeneseno 50 ul suspenze a byly pfidany 2 ul assembly smési (pfipraveno
podle postupu v kapitole 4.2.2.7.). Cely objem smési byl pfenesen do predem vychlazené
elektroporacni kyvety s mezerou 2 mm mezi elektrodami. Kyveta byla peclivé osuSena a
vloZzena do elektroporatoru (Gene Pulser; Bio-Rad). Ndsledné byl aplikovan elektricky pulz
(2,5 kV, 25 uF, 200 Q) trvajici 4,5 — 5 ms. Po vyjmuti kyvety z elektroporatoru byl k bakteridlni
smési co nejrychleji pfidan 1 ml SOC média a cely objem byl pfenesen do 15 ml zkumavky.
Smés se nechala inkubovat 1 hodinu v orbitalnim inkubatoru pfi 200 rpm a 37 °C. Nasledné
bylo vyseto po 100 pl bakteridlni kultury na agarové Petriho misky obsahujici selekéni
antibiotikum zeocin a Petriho misky byly ponechdny 24 hodin v termalnim inkubdatoru pfi
37 °C.

4.2.1.3. Kultivace bakterii v tekutém médiu

Do Erlenmeyerovy bariky obsahujici 100 ml kultivaéniho LB low salt média s pfidanym
antibiotikem zeocin bylo vhozeno sterilni paratko s odebranou bakteridlni kulturou (ziskané z
bakterialni konzervy nebo z Petriho misky). Bakterie byly kultivovany 16—20 h v orbitdInim
inkubatoru pti 200 rpm a 37 °C.

4.2.1.4. Kultivace bakterii na pevnych médiich

Pro kultivaci a selekci bakterialnich kultur bylo pouZito Low salt LB médium s pfidavkem agaru
(Sigma-Aldrich) a antibiotika zeocinu. Pfislusnd bakteridlni kultura byla nakapana do stfedu
agarové plotny a rozetfena opdalenou bakterialni klickou po celé plose plotny. Pro lepsi izolaci
bakteridlnich kultur mohou byt pomoci sterilniho paratka vybrané monokolonie preneseny na
novou agarovou Petriho misku. Bakterie na agarovych Petriho miskach byly inkubovany v
termostatu dnem vzhlru 16—20 hodin pfi 37 °C.

4.2.1.5. Skladovani bakteridalnich kultur

Bakterialni kultury kultivované pres noc v tekutém LB médiu pfi 37 °C, 200 rpm byly pro
dlouhodobé skladovani uchovavany v 1,5 ml mikrozkumavkach s 40 % glycerolem (v/v) v
poméru 1:1. Bakteriadlni konzervy byly uchovavany pri-80 °C.
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4.2.2. Prace s DNA
4.2.2.1. Polymerdzova retézovd reakce (PCR)

Pro amplifikaci DNA segmentu byla pouzita Q5® High-Fidelity DNA polymeraza s pfidanim GC
enhanceru. Primery pro amplifikaci byly navrhnuty tak, aby vysledné segmenty obsahovaly
navzajem komplementdarni presahy nutné pro bezesvé klonovani pomoci NEBuilder® HiFi DNA
Assembly Cloning kitu. Seznam primeru je k nahlédnuti v kapitole 4.1.4.

PCR smés o objemu 50 pl obsahovala nasledujici slozky:

Slozka smési Objem (ul)
Templat (5 ng/ul) 2
Forward primer (10 uM) 1,5
Reverse primer (10 uM) 1,5
5X Q5 High GC Enhancer 10
PCR H20O 10
Q5 High-Fidelity 2X Master Mix 25

Tabulka 2: SloZeni PCR reakce s pouZitim Q5® High Fidelity polymerdzy a CG enhanceru na 50 .

PCR reakce probihala podle nasledujiciho programu:

Krok Pocet opakovani Teplota (°C) Cas
Pocatecni denaturace 1 98 30s
Denaturace 98 10s
Naseddni primer( 30 50-72 30s
Elongace 72 30 s/kb
Finalni elongace 1 72 2 min

Tabulka 3: Program pro PRC reakci s pouZitim Q5® High-Fidelity DNA polymerdzy.

JelikozZ jsme pfi amplifikaci plazmidovych fragment( ziskavali nizké vytézky, byla pozdéji pro
jejich amplifikaci vyuZita DNA polymerdza Platinum™ SuperFi™ II. Tato polymerdza dokaze
amplifikovat dlouhé a téice amplifikovatelné sekvence obsahujici cetné GC oblasti.
SuperFi™ Il pufr navic obsahuje stabilizaéni molekuly, které zajistuji pevné a pfesné nasedani
primerd na templat a odstranuji tak nutnost optimalizace teploty nasedani pro kazdy
primerovy par. Oproti Q5® High-Fidelity DNA polymeraze se vyznacuje az pétinasobnou
presnosti syntézy.
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PCR smés o objemu 50 pl obsahovala ndsledujici slozky:

Slozka smési Objem (ul)
Templat (5 ng/ul) 1
Forward primer (10 uM) 2,5
Reverse primer (10 uM) 2,5
5X SuperFi™ Il pufr 10

Platinum™ SuperFi™ Il DNA polymeraza
dNTPs (10 mM)
PCR H,0O 32

Tabulka 4: SloZeni PCR reakce s pouZitim Platinum™ SuperFi™ || DNA polymerdzy na 50 pl.

PCR reakce probihala podle nasledujiciho programu:

Krok Pocet opakovani Teplota (°C) Cas
Pocatecni denaturace 1 98 30s
Denaturace 98 10s
Naseddni primer( 30 60 10s
Elongace 72 30 s/kb
Finalni elongace 1 72 5 min

Tabulka 5: Program pro PRC reakci s pouZitim Platinum™ SuperFi™ || DNA polymerazy.

Velikost PCR produktd byla potvrzena pomoci agardzové DNA elektroforézy.

4.2.2.2. Colony PCR

Pro potvrzeni spravného vloZeni inzertu do plazmidu byla pouZita metoda Colony PCR.
Templat byl ziskan setfenim ¢asti bakteridlni kolonie z pevného média sterilnim paratkem a
prenesenim do 100 pl PCR H,O. Bakterie byly ve vodé resuspendovany a vloZzeny na 5 minut
do termobloku na 96 °C. Bakteridlni suspenze byla nasledné stofena na stolni centrifuze pfi
14 000 x g po dobu 5 minut. Ziskany supernatant byl pouzit jako templat pro nasledujici PCR
reakci zprostfedkovanou OneTaq® DNA polymerdazou.
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PCR smés o objemu 20 pl obsahovala nésledujici slozky:

Slozka reakce Objem (ul)
Templat 2,5
Forward primer (10 uM) 0,6
Reverse primer (10 uM) 0,6
dNTPs (10 mM) 0,4
5X OneTaq® pufr 2
OneTaq® DNA polymeraza 0,2
Triton X-100 2
PCR H,0 11,7

Tabulka 6: SloZeni smési pro colony PCR s pouZitim OneTaq® DNA polymerdzy na 20ul.

PCR reakce probihala podle nasledujiciho programu:

Krok Pocet opakovani Teplota (°C) Cas
Pocatecni denaturace 1 94 30s
Denaturace 94 30s
Nasedani primer( 30 45-68 30s
Elongace 68 1 min/kb
Finalni extenze 1 68 5 min

Tabulka 7: Program pro colony PCR s pouZitim OneTaq® DNA polymerdzy.

Velikost PCR produktd byla potvrzena pomoci agarézové DNA elektroforézy (popsano
v kapitole 4.2.2.4.).

4.2.2.3. Cisténi DNA z PCR smési

Cisténi PCR produktt od ostatnich slozek PCR smési bylo provedeno pomoci kitu GenelJET PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific).

K PCR smési bylo pridano odpovidajici mnozstvi vazebného pufru (Binding Buffer) v poméru
1:1 (tzn. k 50 pl PCR smési pfidam 50 pul pufru). Smés byla promichana pipetou a prenesena
do GenelJET afinitni kolony, ktera jiz byla sestavena se sbérnou tubou. Kolona byla
centrifugovana 1 minutu pfi 14 000 x g a roztok, ktery protekl kolonou, byl odstranén. Do
kolony bylo pfiddno 700 ul promyvaciho pufru (Wash Buffer) a kolona byla opét
centrifugovana za stejnych podminek. Protekly pufr byl odstranén a kolona byla opét
centrifugovana za stejnych podminek, aby se docililo Uplného odstranéni pufru. Kolona byla
premisténa do nové sterilni 1,5 ml mikrozkumavky a bylo na ni naneseno 50 pl elu¢niho pufru
(Elution Buffer). Kolona byla opét centrifugovana za stejnych podminek. Mikrozkumavka
obsahujici precisténou DNA byla uchovana pfti -20 °C.
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4.2.2.4. Agarozovad DNA elektroforéza

Pro kontrolu délky DNA segmentl ziskanych z PCR reakci a kontrolu integrity izolované DNA a
plazmidd byl pouzit 1 % agardzovy gel (w/v). Pro separaci DNA segment( o velikosti mensi 200
bp, které byly ziskdny RT-PCR reakci (vice v kapitole 4.2.3.3.) byl pouZit 1,5 % agardzovy gel
(w/v).

Odpovidajici mnoZstvi agardzy bylo rozpusténo v 0,5 X TBE pufru a rozehrato v mikrovinné
troubé. Gel byl nasledné schlazen pod tekouci vodou na 50-60 °C. Pro vizualizaci DNA po UV
svétlem bylo do gelu pfidano interkalacni barvivo Midori Green Advance DNA Stain (Nippon
Genetics) v mnozstvi 1 pl/25 ml gelu. Gel byl nalit do formy a byl do néj vloZzen hifeben pro
vytvoreni jamek. Gel se ponechal vychladnout a ztuhnout pfiblizné 30 minut. Nasledné byl
zgelu hreben vyjmut, byly odstranény bocni gumové zardzky a gel byl prenesen do
elektroforetické vany. Gel byl zalit 0,5 X TBE pufrem a do vhodné jamky/jamek byl nanesen
marker molekulovych hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder nebo O'RangeRuler
50 bp DNA Ladder, viz kapitola 4.1.6.). Vzorky byly nanaseny do jamek smichané s nandaseci
barvou 10 X Loading Buffer (Takara Bio).

DNA elektroforéza probihala pfi napéti 5 V/cm (tj. 70-100 V) po dobu odvijejici se od velikosti
separovanych segment(l. Nanaseci barva nepresahla 0,5 cm od konce agarézového gelu. DNA
bylo nasledné vizualizovano pod UV svétlem v translumindatoru InGenius 3 (Syngene).

4.2.2.5. Izolace DNA z agarozového gelu

Po agardzové DNA elektroforéze mohla byt separovana DNA z gelu zpét izolovana pomoci
soupravy GenelET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). Nejprve byl Ziletkou opatrné
vyfiznut Usek agardzového gelu, ktery obsahoval ndmi poZzadovanou DNA. Gel byl zvazen
v pfedem zvazené 1,5 ml mikrozkumavce a byla vypocitana jeho hmotnost. Do mikrozkumavky
byl pfidan 1:1 (hmotnost:objem) objemu vazebného pufru (Binding Buffer), tj. na 100 mg gelu
bylo pfidano 100 ul pufru. Smés byla inkubovana pfi 55 °C 10 minut a byla pfilezitostné
promichdna, aby doslo k Uplnému rozpusténi gelu. Nasledné byla smés kratce vortexovana a
nanesena na kolonu vloZzenou do sbérné zkumavky. Smés byla centrifugovdna 1 minutu pfi
14 000 x g a protekly roztok byl ze sbérné zkumavky odstranén. Na kolonu bylo naneseno
100 pl vazebného pufru (Binding Buffer) a kolona byla centrifugovana za stejnych podminek.
Protekly roztok byl odstranén. Poté bylo na kolonu naneseno 700 pl promyvaciho pufru (Wash
Buffer), kolona byla opét centifugovana za stejnych podminek a protekly roztok byl odstranén.
Kolona byla nasledné centrifugovéna za stejnych podminek, aby doslo k Uplnému odstranéni
pufru. Kolona byla nasledné vlozena do nové sterilni 1,5 ml mikrozkumavky a bylo na ni
naneseno 50 pl elu¢niho pufru (Elution Buffer). Kolona byla opét centrifugovana za stejnych
podminek a eluovana DNA byla uskladnéna pfi -20 °C.
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4.2.2.6. Izolace plazmidové DNA

Bakterie, do kterych byl elektroporovan pozadovany plazmid, byly inkubovany v poZzadovaném
mnozstvi tekutého média pfi 37 °C a 200 rpm v orbitdlnim inkubatoru po dobu 16—-20 hodin.
Nasledné byly bakterie peletovany v centrifuze 10 minut na 6000 x g pfi 4 °C a po odstranéni
supernatantu mohly byt takto zmraZzeny na -20 °C pro dlouhodobé skladovani. Takto
pfipravené bakterie poté byly zpracovany podle protokold komerénich souprav GenElute HP
Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) nebo Nucleobond Xtra Midi (Macherey-Nagel) v
zavislosti na poZzadované Cistoté a nasledném pouziti.

e Izolace plazmidové DNA komer¢ni soupravou NucleoBond Xtra Midi

Pfes noc narostla bakterialni kultura (100 ml) byla peletovdna a nasledné resuspendovdna
v 8 ml resuspendacniho pufru (RES) obohaceném o RN&zu A. Nasledné bylo pfiddano 8 ml
lyzacniho pufru (LYS) a smés byla promichdna pomalym preklapénim zkumavky, aby nedoslo
k uvolnéni genomové DNA. Smés byla inkubovana pfi pokojové teploté 5 minut a poté byla
neutralizovana ptridanim 8 ml neutraliza¢niho pufru (NEU). Opatrné bylo zkumavkou opét
prekldpéno, dokud se modra smés Uplné neodbarvila a nedoslo tak k neutralizaci celé smési.

Mezitim byla pfipravena izola¢ni kolona pipetovanim 12 ml ekvalibra¢niho pufru (EQU) na
okraj jiz vlozeného filtru. Pfed nanesenim bunééné smési na filtr byla smés jesté jednou
promichana preklopenim zkumavky. Smés se nechala gravitaci protéct filtrem a kolonou a
aparatura byla nadsledné promyta 5 ml ekvilibraéniho pufru (EQU). Filtr byl poté odstranén a
kolona byla promyta 8 ml promyvaciho pufru (WASH). Zachycend DNA na koloné byla
eluovana 5 ml elu¢niho pufru (ELU) do nové 50 ml falkony. K eluované DNA bylo ptidano 3,5 ml
izopropanolu, smés byla dikladné vortexovana a centrifugovana 30 minut pfi 15000 x g a 4 °C.

Supernatant byl opatrné odstranén a byly pfidany 2 ml 70 % etanolu pokojové teploty. Smés
byla centrifugovana 5 minut na 15 000 x g pfi pokojové teploté a supernatant byl opét
odstranén. Zbyly etanol se nechal volné odpafit po dobu maximalné 15 minut, aby nedoslo k
prilisSnému vysuseni peletu. DNA byla nasledné rozpusténa ve 300 ul TE pufru a uskladnéna
pfi -20 °C.

Koncentrace DNA byla zméfena spektrofotometricky podle postupu v kapitole 4.2.2.8. Takto
¢isténa DNA byla pozdéji pouzita pro transfekci bunécénych kultur.

e |zolace plazmidové DNA komeréni soupravou GenElute HP Plasmid Miniprep Kit

Pfes noc narostld bakterialni kultura (3 ml) byla peletovana a resuspendovana v 200 ul
resuspendacniho roztoku obohaceného o RNazu A. Poté bylo pfidano 200 ul lyzacniho pufru
a zkumavka byla promichana jejim opatrnym pretocenim. Po inkubaci po dobu 5 minut byla
smés neutralizovdna pridanim 350 pl neutralizacniho pufru. Smés byla opét opatrné
promichana pretocenim zkumavky a centrifugovana pti 14 000 x g po dobu 10 minut. Nasledné
byla pfipravena kolona jejim vlozenim do 1,5 ml mikrozkumavky a pipetovanim 500 ul
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ekvilibra¢niho pufru. Kolona byla centrifugovana pfi 14 000 x g 1 minutu a protekly pufr byl
odstranén. Supernatant z bunécné smési byl nanesen na pfipravenou kolonu a byl
centrifugovan pfi 14 000 x g 1 minutu. Nasledné bylo na kolonu naneseno 500 ul promyvaciho
pufru 1 a opét byla kolona centrifugovana pfi stejnych podminkach jako v pfedchozim kroku.
Na kolonu bylo poté naneseno 750 ul promyvaciho pufru 2 a byla opét centrifugovana pfi
stejnych podminkdch. Po odstranéni proteklého pufru byla kolona centrifugovana jesté
jednou, aby doslo k Uplnému odstranéni promyvacich pufri. Kolona byla poté pfenesena do
nové sterilni 1,5 ml mikrozkumavky a izolovana DNA byla eluovana nanesenim 100 pul elu¢niho
pufru. Kolona s mikrozkumavkou byla opét centrifugovana pri 14 000 x g 1 minutu. Izolovana
DNA byla skladovana pfi-20 °C.

Koncentrace DNA byla zméfena spektrofotometricky podle postupu v kapitole 4.2.2.8. Takto
¢isténa DNA byla pozdéji pouzita pro sekvenacni reakce a klonovani dalSich variant plazmida.

4.2.2.7. Gibsonovo klonovdni soupravou NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit

Klonovani vakcinacnich plazmidd bylo provedeno pomoci komeréni soupravy NEBuilder® HiFi
DNA Assembly Cloning Kit (New England Biolabs), ktera funguje na principu Gibsonova
klonovani. Jde o zplsob ,bezesvého” klonovani, kdy vkladany segment Cisté navazuje na
vektor bez pridanych sekvenci neboli Sva.

Nejprve jsou poZzadované DNA segmenty amplifikovany pomoci PCR s pouzitim primerf, které
jsou navrzené tak, aby konce segment( byly vzajemné komplementarni. VeSkeré primery byly
navrzeny pomoci programu NEBuilder Assembly Tool dostupného online na strankach
https://nebuilder.neb.com/#!/.

Primery pro amplifikaci a linearizaci vektord z plazmidu pVAC1-mcs byly kratsi (cca 20 bp) a
jejich pozice na plazmidu zajistila, aby ve vysledném vektoru byly pouze pozadované sekvence.
Primery pro vkldadané genové sekvence byly delsi (cca 40 bp) a obsahovaly 3" komplementarni
a 5" nekomplementdarni ¢ast. Tato 5° nekomplementarni ¢ast ale byla komplementarni ke
koncovym sekvencim vektor(i a slouzila tedy ke spojeni obou segmentli dohromady (viz
obrazek 8).

Po amplifikaci DNA segmentl pomoci PCR a jejich procisténi (viz kapitola 4.2.2.3.) byla
pfipravena samotnad reakéni smés o objemu 20 pl podle tabulky 8.

Slozka reakce Mnozstvi
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix 10 Wl
vektor 100 ng
insert vektor:insert = 1:2
ddH,0 20 — X* ul

* X — objem klonovaci reakce bez pfidané ddH20

Tabulka 8: SloZeni klonovaci smési za pouZiti komercni soupravy NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit.
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Reakéni smés byla poté inkubovana v termobloku o teploté 50 °C po dobu 15 minut. BEhem
této doby doslo ve smési k nékolika reakcim. Nejprve 5 exonukledza odstépila 5" konec DNA
segmentl a vytvofila tim presahujici 3" konce. Tyto odhalené konce byly k sobé navzajem
komplementarni diky specidlné navrienym primerim pouZitym pro jejich predchozi PCR
amplifikaci. DNA polymerdza nasledné prodlouzila 3" konce a vyplnila tak mezeru, ktera zde
zGstala po Stépeni 5° exonukledzou. Nakonec DNA ligdza spojila vldkna DNA dohromady a
vytvorila tim bezeSvy konstrukt obsahujici oba DNA fragmenty. Schéma vSech po sobé
jdoucich reakci je zndzornéno na obrazku 8.

|

., Nasedani komplementérnich koncl

‘v DNA polymeréza prodlouzi 3 "konce

s g

.v DNA ligaza spoji pferuSeni v fetézcich

o ——

Obrdzek 8: Schéma klonovaci reakce za pouZiti NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (Pfevzato a upraveno z

https.//www.neb-online.de/en/cloning-synthetic-biology/dna-assembly/nebuilder-dna-assembly/).

Hotova reakéni smés byla nadale pouZita pro transformaci kompetentnich bakterii E.coli
(viz kapitola 4.2.1.2.).

4.2.2.8. Meéreni koncentrace nukleovych kyselin

Méreni koncentrace vsech DNA vzorkl a kontrola jejich pripadného znecisténi organickymi Ci
anorganickymi latkami byly provedeny na pfistroji NanoDrop® 2000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific) dle navodu vyrobce.

4.2.2.9. Sekvenace DNA

Ze vzork( uréenych pro sekvenaci byly pripraveny sekvenacni smési. Smés se skladala z 1 pl
5uM roztoku sekvenacniho primeru a 150 ng plazmidové DNA. Smés byla poté doplnéna
vodou na objem 8 pl. Pfipravené sekvenacni smési byly odevzdany Laboratofi Sekvenace DNA,
Pramyslova 595, Vestec.
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V pfipadé problémovych vzork(, u kterych sekvenace neprobéhla timto standardnim
zpUsobem, jsme pfistoupili na sekvenaci pomoci Hairpin protokolu. Tento protokol byl
proveden samotnou sekvenacni laboratoti po dodani zasobnich roztok( primeru a plazmida.

4.2.3. Prace s RNA a cDNA
4.2.3.1. Izolace RNA

Virovd RNA ze vzorku infikované krve lososa dodaného firmou Dyntec byla izolovdna pomoci
komercni soupravy NucleoSpin® Virus (Macherey-Nagel).

Do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 5 pl proteinkinazy K, bylo pfidano 200 ul
vzorku a smés byla kratce vortexovana. Do smési bylo pfiddno 200 ul lyzacniho pufru VL a
smés byla opét vortexovana. Do smési bylo pfidano 5,6 pl roztoku nosicové RNA, smés byla
opét vortexovana a ponechana inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 3 minut. Po uplynuti
inkubacni doby bylo do smési ptidano 200 pl etanolu, smés byla vortexovana a inkubovana
5 minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti inkubaéni doby byla sestavena aparatura slozend z
izola¢ni kolony a sbérné mikrozkumavky a smés byla pfenesena na membranu. Smés byla
centrifugovana pfi 4 000 x g po dobu 3 minut a sbérna zkumavka byla vyménéna za novou.
Poté bylo na kolonu naneseno 400 pl promyvaciho pufru VW1 a kolona byla centrifugovana
pfi 11 000 x g po dobu 30 s. Sbérna zkumavka byla vyménéna za novou, na kolonu bylo
naneseno 400 pl promyvaciho pufru VW2 a kolona byla opét centrifugovana za stejnych
podminek. Sbérnd zkumavka byla vyménéna za novou, na kolonu bylo naneseno 200 ul
promyvaciho pufru VW2 a kolona byla opét centrifugovana pfi 20 000 x g po dobu 5 minut.
Sbérna zkumavka byla vyménéna za novou a celad aparatura se nechala s otevienym vickem
vyschnout pfi 56 °C v termobloku po dobu 5 minut. Poté bylo na kolonu naneseno 30 ul ddH,0
zbavené RNaz predehraté na 70 °C a kolona byla inkubovéana pfi pokojové teploté po dobu
3 minut. Pro eluci RNA byla kolona nasledné centrifugovana pfi 20 000 x g po dobu 3 minut.
Koncentrace izolované RNA byla spektrofotometricky zméfena podle postupu v kapitole
4.2.2.8. a poté byla uchovana pfi -20 °C pro dalsi poutziti.

4.2.3.2. Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA (komplementarni DNA) z izolované RNA byla pouzita komerc¢ni souprava
LunaScript® RT SuperMix kit (New England Biolabs). Podle ndvodu vyrobce byla ptipravena
smés o objemu 20 ul obsahujici nasledujici slozky:

Slozka reakce Objem (pl)
RNA (150-200 ng/ul) 1
LunaScript® RT SuperMix (5X) 4
Nuclease-free H.O 15

Tabulka 9: SloZeni smési pro syntézu cDNA za pouZiti komercniho kitu LunaScript® RT SuperMix.
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Smés byla vloZzena do termocycleru a byl spustén nasledujici program:

~

Krok Teplota (°C) Cas
Nasedani primeru 25 2 min
Syntéza cDNA 55 10 min
Teplotni inaktivace 95 1 min

Tabulka 10: Program pro syntézu cDNA za pouZiti komercniho kitu LunaScript® RT SuperMix.

Po skonceni reakce byla smés skladovana pfi -20 °C pro dalSi pouziti.

4.2.3.3. RT-PCR (PCR s reverzni transkriptdzou)

Jednd se o PCR vyuZivajici smés cDNA vytvorenou reverzni transkripci z RNA (popsano vyse
v kapitole 4.2.3.2.) jako templat. PCR smés o objemu 20 pl byla namichdna za pouziti OneTaq®
DNA polymerazy. Vysledna smés méla nasledujici sloZeni:

SloZka reakce Objem (pl)
Templat (cDNA) 1
Forward primer (10 uM) 0,4
Reverse primer (10 uM) 0,4
dNTPs (10 mM) 0,4
5X OneTaq® pufr 4
OneTaq® DNA polymeraza 0,1
PCR H,0 13,7

Tabulka 11: SloZeni smési pro RT-PCR s pouZitim OneTaq® DNA polymerdzy na celkovy objem reakce 20ul.

PCR reakce probihala podle programu pro OneTaq® DNA polymerdzu popsany vyse
(tabulka 7).

4.2.3.4. qPCR (Kvantitativni PCR)

Jednd se o typ PCR, ktery umoznuje urcit mnozstvi specifické RNA ve vzorku pomoci vizualizace
a zaznamenani miry signalu mezi jednotlivymi cykly PCR vredlném case. Pro namichani
reakénich smési byl pouzit gb SG PCR Master Mix (Generi Biotech) a kazda z reakci probéhla
vidy v triplikatech. Vizualizace kopii DNA probéhla diky barvivu SybrGreen obsazeném
v master mixu, které se preferencné vaze na dsDNA, ktera vznika pravé na konci PCR cyklu.

Metoda qPCR je zaloZena na konceptu C: hodnoty (Cycle of threshold, cyklus prahu), kterd
vyjadruje Cislo amplifikacniho cyklu PCR, pfi kterém dojde k prekroceni prahu detekce
fluorescenéniho signdlu nad pozadi. Jinymi slovy se jedna o cyklus PCR, ve kterém je vzorek
mozno poprvé detekovat. C: je tedy nepfimo umérna mnozstvi mRNA ve vzorku. Pro urceni
hodnoty C: testovaného vzorku musela byt nejprve sestavena tzv. kfivka standardu, vici které

44



byl ndsledné testovany vzorek porovnan. Jedna se o DNA o pfedem zndmé koncentraci, ze
které se nejprve vytvoti fedici fada a z vyslednych hodnot C: se vytvori kfivka standardu.

Podle navodu vyrobce byly pfipraveny reakéni smési o objemu 18 ul obsahujici nasledujici
slozky:

Slozka reakce Objem (pl)
gb SG PCR Master Mix 10
Forward primer (10 uM) 0,4
Reverse primer (10 uM) 0,4
PCR H,0O 7,2
Templat (cDNA nebo fedici fada standardu) 2

Tabulka 12: SloZeni smési pro qPCR s pouZitim gb SG PCR Master Mixu (Generi Biotech) na celkovy objem reakce 18 pl.

Jednotlivé reakce byly naneseny na 96-jamkovou qPCR desticku, ktera byla nasledné vlozena
do pfistroje StepOnePlus™ Instrument (Thermo Fisher Scientific). VeSkeré qPCR reakce
probihaly podle nasledujiciho programu:

~

Krok Pocet opakovani Teplota (°C) Cas
Pocatelni denaturace 1 95 5 min
Denaturace 95 15s
Nasedani primer( 40 63 45 s
Elongace 72 1 min/kb
Findlni elongace 1 72 5 min

Tabulka 13: Program pro qPRC reakci s pouZitim gb SG PCR Master Mixu (Generi Biotech).

4.2.4. Prace s bunécnymi kulturami
4.2.4.1. PasdZovdni bunécné linie HEK 293T

Bunécna linie HEK 293T byla kultivovana v termostatu pfi 37 °C a atmosfére CO, udrZzované na
5 %. Linie byla udrZzovana na 60 mm Petriho miskach a byla pasaZzovana 2x tydné v poméru
1:25 nebo 1:30 podle dosazené konfluence. Nejprve bylo odsato médium z misky a bunky byly
opatrné oplachnuty 5 ml roztoku EDTA. Roztok byl poté odsan, na burky bylo pipetovdno
300 pl roztoku trypsinu a buriky se inkubovaly pfiblizné 2 minuty v termostatu. Po Uplném
uvolnéni bunék zpovrchu misky byl trypsin inaktivovan resuspendovanim bunék
v pfedehratém kompletnim DMEM médiu. Buriky byly rozdéleny do novych 60 mm Petriho
misek podle pozadovaného poméru a objem média byl doplnén na 6 ml. Misky s burikami byly
vloZeny zpét do termostatu.

4.2.4.2. PasdaZovdni bunécné linie RTGill-W1

Bunécna linie RTGIll-W1 byla kultivovana v chladové mistnosti v inkubatoru pfi 19 °C
v 100 % vzduchu. Linie byla udrZzovana na 60 mm Petriho miskach a pasazovana 1x tydné
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v poméru 1:4 nebo 1:3 podle dosazené konfluence. Navic bylo bufikdm vyménovano médium
2x tydné. Kultivacni médium bylo odstranéno z misky a buriky byly oplachnuty 5 ml roztoku
EDTA. Pro uvolnéni bunék z povrchu misky bylo na buriky pipetovano 300 ul roztoku trypsinu
Il a buriky byly inkubovany 5—-10 minut pfi pokojové teploté. SloZeni roztoku trypsinu pro tuto
bunécénou linii bylo upraveno od klasického roztoku z diivodu dlouhé inkubace bunék, kdy bylo
potfeba zajistit Setrnost roztoku k burikdm a jejich preziti. S burikami bylo béhem inkubace
zachdzeno opatrné, bez vyrazného nakldnéni a promichavani poklepanim na misku, jelikoz by
buriky poté tvofily pevné, téice resuspendovatelné shluky. Po dplném uvolnéni bunék
z povrchu misky byl trypsin inaktivovan pfidanim kompletniho L-15 média, odpovidajici objem
bunék byl prenesen do novych 60 mm Petriho misek a doplnén médiem na 6 ml. Misky
s burikami byly vloZeny zpét do orbitalniho inkubatoru a jejich médium bylo vyménéno za nové
priblizné po ¢tyrech dnech rlstu.

4.2.4.3.  Priprava bunécnych konzerv

Bunky narostlé do konfluence 80-90 % byly sklizeny a resuspendovany v odpovidajicim
kompletnim médium (podle kapitoly 4.2.4.1. a 4.2.4.2.). Bunky byly pfeneseny do
15 ml falkony, peletovany pfi 200 x g po dobu 10 minut a resuspendovany v kryoprezervacnim
CryoStor® médiu (na pelet z jedné 60 mm Petriho misky bylo pouzit 1 ml média). Bunécna
suspenze byla pozdélena po 1 ml do kryozkumavek, ulozeny do zamrazovaci nadobky
s izopropanolem (NALGENE™ Cryo 1 °C Freezing Container) a uloZeny pfed noc do -80°C.
Druhy den byly kryozkumavky preneseny do tekutého dusiku, kde byly skladovany do dalSiho
pouZziti.

4.2.4.4. Pocitani koncentrace bunék

Vypocet koncentrace bunék v suspenzi byl proveden pomoci Blirkerovy komurky (Marienfeld)
a svételného mikroskopu (Olympus CK40). Pod kryci sklicko bylo pipetovdno 10 pul suspenze a
buniky byly pozorovany svételnym mikroskopem. Nejprve je spoéten pocet bunék ve ¢tvercich
postavenych v obou Uhloprickach mrizky (2 x 12). Schéma mtizky Burkerovy komuarky je mozno
vidét na obrazku 9.

Pfi pocitani se dodrzuje ,pravidlo L, tzn. pokud se buriky nachdazeji na okrajich ctverce,
zapocitavaji se pouze bunky dotykajici se jeho levé a spodni strany (L). Primérny pocet bunék
na Ctverec ziskame vydélenim vysledného poctu bunék poctem ctvercl (tj. 24). Primér
vynasobime 2,5 x 10°, co? je koeficient pro vypocet poctu bunék na 1 ml.

Vysledné vzorce pro vypocet poctu bunék v suspenzi:
n=a/24 N=nx25x10°

N ... pocet bunék na 1 ml suspenze
a ... soucet bunék ve Ctvercich lezicich diagonalné v pocitaci mfizce
n ... primérny pocet bunék na ¢tverec
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Obrdzek 9: Schéma Biirkerovy komiirky. Zelené je vyznacen pocitaci tvereéek, zelené Sipky vyznacuje smér diagondl poéitaci
mfrizZky.

vv _ s

4.2.4.5. Transfekce bunécnych kultur pomoci transfekcnich Cinidel
e Transfekce pomoci transfekéniho €inidla Turbofect

Bunécna linie byla den pred transfekci nasazena na 24-jamkovou desticku tak, aby v den
transfekce dosahla konfluence cca 70 % (tj. pro linii HEK 293T v koncentraci
2 x 10° bunék/jamka, pro linii RTGIill-W1 v koncentraci 1 x 10° bunék/jamka). Pro jednu
transfekéni reakci (tj. jedna jamka) bylo rozpusténo 500 ng plazmidové DNA v 100 pl
bezsérového média odpovidajici pouZité bunécné linii (DMEM pro HEK293T, L-15 pro RTGill-
W1). Transfekcni Cinidlo bylo kratce vortexovdno a nasledné byly pridany 2 ul Cinidla do
rozpusténé DNA. Cela smés byla kratce vortexovana a inkubovana pfi pokojové teploté po
dobu 15-20 minut.

Po uplynuti inkubace bylo 100 ul smési nakapano do odpovidajici jamky obsahujici narostlé
buriky. Desticka byla opatrné naklapéna pro rovhomérné rozprostieni transfekéni smési
v médiu a bunky byly inkubovany v odpovidajicich podminkach (kapitola 4.2.4.1.a 4.2.4.2.) po
dobu 24 az 48 hodin.

V pripadé transfekce bunék na 60 mm Petriho misce byly objemy pouzitych roztok(i, médii a
pocet bunék upraven podle navodu vyrobce.

e Transfekce pomaoci transfekéniho Cinidla ViaFect™

Pro transfekci bunécéné linie RTGill-W1 bylo nadale pouzito i transfekéni inidlo ViaFect™. Den
pred transfekci byly nasazeny bunky na 24-jamkovou desticku v koncentraci
1 x 10° bunék/jamka, aby v den transfekce dosahla konfluence cca 70 %.

Nasledujici postup odpovida jedné transfekéni reakci (tj. jedna jamka). Do 50 ul bezsérového
L-15 média bylo rozpusténo 500 ng plazmidové DNA a 1,5 pl transfekéniho €inidla. Smés byla
okamzité promichdna a ponechala se inkubovat 5—20 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci
bylo na odpovidajici jamku obsahujici narostlou bunécnou linii nakapano 50 ul transfekéni
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smési. Naklapénim desticky bylo médium s transfekéni smési promichano a burky se nechaly
inkubovat v 19 °C ve 100 % vzduchu po dobu 24 aZ 48 hodin.

e Transfekce pomaoci transfekéniho Cinidla Genelet™

Pro transfekci bunécné linie RTGill-W1 bylo naddle pouZito i transfekéni Cinidlo Genelet™. Den
pfed transfekci byly nasazeny bunky na 24-jamkovou desticku v koncentraci
1 x 10° bunék/jamka, aby v den transfekce dosdhla konfluence cca 70 %. Hodinu pfed
transfekci bylo staré kultivaéni médium odstranéno a nahrazeno novym.

Nasledujici postup obsahuje hodnoty pro jednu transfekéni reakci na 24-jamkové desce. Do
dvou sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek bylo pipetovano po 50 ul bezsérového L-15 média.
V prvnim objemu média bylo rozpusténo 1000 ng plazmidové DNA a k druhému objemu média
byly pfidany 3 ul transfekéniho Cinidla. Smési byly kratce vortexovany. Smés média a
transfekéniho Cinidla byla pfiddna do nafedéné DNA a vse bylo promichdano 3—4 natahy
pipetou. Smés byla inkubovédna po dobu 15 minut pfi pokojové teploté a byla poté nakapana
na odpovidajici jamku obsahujici narostlou bunécnou linii. Naklanénim desticky byla
transfekéni smés promichana s médiem a bunky se vlozily zpét do inkubatoru. Pét hodin po
pridani transfekéni smési bylo médium z bunék odstranéno a nahrazeno novym. Burky byly
inkubovany po dobu 24-48 hodin pfi 19 °C a 100 % vzduchu.

e Transfekce pomaci transfekéniho ¢inidla Lyovec™

Pro transfekci bunécné linie RTGill-W1 bylo naddle pouzito i transfekéni Cinidlo Lyovec™. Den
pred transfekci byly nasazeny bunky na 24-jamkovou desticku o koncentraci
1 x 10° bunék/jamka, aby v den transfekce dosahla konfluence cca 70 %.

Na jednu jamku bylo ve sterilni 1,5 ml mikrozkumavce smichano 25 pl transfekéniho ¢inidla
s 250 ng plazmidové DNA. Smés se nechala inkubovat po dobu 15-60 minut pfi pokojové
teploté. Nasledné bylo na jamku nakapano 25 pl smési a naklapénim desticky bylo docileno
rovnomérného rozmisténi transfekéniho Cinidla v médiu. Bunky byly inkubovany v 19 °C ve
100 % vzduchu po dobu 24-48 hodin.

4.2.4.6. Transfekce elektroporaci pomoci pritroje Neon™ NxT

Pomoci pfistroje Neon™ NXT od firmy Thermo Fisher Scientific jsme se pokusili o transfekci
bunécéné linie RTGIll-W1 také timto novym zpUsobem. Jedna se o elektroporaci inovativnim
zplUsobem, ktery omezuje ztraty bunék a sniZzuje mnozstvi spotfebovaného materialu na jednu
elektroporacni reakci. Jelikoz pro tuto bunécnou linii neni dosud ovéreny elektroporacni
program, pouzili jsme sérii optimaliza¢nich programd pro uréeni nejlepSich podminek
elektroporace. Jednalo se 0 23 programu uréenych na 24-jamkovou desticku.
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Nejprve byly buriky sklizeny (kapitola 4.2.4.2.) a byla spocitana jejich koncentrace (kapitola
4.2.4.4.). Odpovidajici objem buné&éné suspenze (celkem 2 x 10° bunék) byl pfemistén do 15
ml falkony a byl centrifugovan pfi 200 x g 10 minut. Vznikly supernatant byl odstranén a
bunéény pelet byl resuspendovan v 259,2 pl resuspendacniho pufru R (Neon™ NxT
Resuspension R Buffer). Do suspenze bylo pfidano 28,8 ul plazmidu o koncentraci 0,5 — 1
ug/ul. Do elektroporacni Spicky bylo nasato 10 pl bunécné smési, pipeta byla vloZzena do
dokovaci stanice obsahuijici kyvetu s elektroporacnim pufrem pro 10 pl reakce (Neon™ NxT
Electrolytic E10 Buffer). Na hlavnim panelu pfistroje byl zvolen pozadovany program a byla
spusténa elektroporace. Ndsledné byla pipeta s elektoporovanymi burikami vyjmuta
z dokovaci stanice a obsah Spic¢ky byl vypustén do predpfipraveného média v 24-jamkové
desce. Cely proces byl opakovdn, dokud nebyly provedeny viechny optimalizacni programy.
Aby doslo k rovhomérnému rozprostreni bunék na dné jamky, bylo deskou lehce naklanéno.
Buriky se nechaly inkubovat v 19 °C ve 100 % vzduchu po dobu 24 hodin.

4.2.4.7. Sklizen transfekovanych bunécnych kultur

Z transfekované bunécné kultury bylo nejprve odebrano 500 ul média do sterilni 1,5 ml
mikrozkumavky a bylo centrifugovdno pfi 200 x g po dobu 10 minut, aby byly z média
odstranény zbylé burky. Supernatant by prepipetovan po 150 ul do 3 sterilnich 1,5 ml
mikrozumavek, které poté byly uskladnény do -20 °C. Médium bylo pozdéji pouzito pro
ovéreni sekrece virovych proteinid metodou Western blot (kapitola 4.2.5.5.). Zbyvajici médium
bylo z bunééné kultury odsato, buriky byly oplachnuty roztokem EDTA, ktery byl ndsledné
odsan. Na buriky byl pipetovan roztok trypsinu a bunky se ponechaly v termalnim inkubatoru
do jejich Uplného uvolnéni z povrchu misky (pfiblizné 2 minuty). Bunky byly nasledné
resuspendovany v kompletnim DMEM médiu, smés byla rozdélena stejnym dilem do dvou
sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek a byla centrifugovana pfi 200 x g 10 minut. Supernatant byl
odstranén a bunécény pelet byl uskladnén pfi -20 °C.

4.2.5. Prace s proteiny
4.2.5.1.  Priprava bunécného lyzatu pomoci RIPA pufru

Z narostlé bunécné kultury (HEK 293T na 60 mm Petriho miskach) bylo nejprve odstranéno
médium a bunky byly oplachnuty roztokem EDTA. Nasledné byly bunky sklizeny pomoci
roztoku trypsinu, resuspendovany ve vhodném objemu kompletniho DMEM média a
preneseny do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky. Bunky byly centrifugovany pti 200 x g 10 minut
a vysledny supernatant byl odstranén. Nasledné byly buriky resuspendovany ve vychlazeném
RIPA pufru s pfidanymi 25x koncentrovanymi inhibitory protedz (cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail, Roche) a smés se nechala inkubovat 30 minut na ledu. Po inkubaci byla smés
centrifugovana pfi 20 000 x g pfi 4 °C, po dobu 20 minut a ziskany supernatant byl prenesen
do Cisté mikrozkumavky. Lyzat byl skladovan pfti -20 °C pro dalsi Gcely.
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4.2.5.2. Izolace membrdnovych proteini pomoci komercni soupravy Mem-PER™ Plus Kit

Bunécné pelety ziskané sklizenim transfekovanych kultur z 60 mm Petriho misky (kapitola
4.2.4.7.) byly resuspendovany v 3 mlpromyvaciho pufru (Cell Wash Solution) komeréni
soupravy Mem-PER™ Plus Kit a byly peletovany pfi 300 x g po dobu 10 minut. Supernatant byl
odstranén, bunky byly opét resuspendovany v 1,5 ml promyvaciho pufru a pfeneseny do
sterilni 2 ml mikrozkumavky. Bunky byly peletovany za stejnych podminek a supernatant byl
opét odstranén. Kbunécnému peletu bylo pfidano 750 pl permeabilizacniho pufru
(Permeabilization Buffer) s pfidanymi inhibitory protedz (25x koncentrované, cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail, Roche) a smés byla dikladné vortexovana. Bunécna suspenze se
ponechala inkubovat 10 minut na ledu za konstantniho michani. Permeabilizované buriky byly
centrifugovany 15 minut pfi 16 000 x g. Supernatant obsahujici cytosolické proteiny byl
opatrné prenesen do nové sterilni 1,5 ml mikrozkumavky, rozdélen do 4 alikvét po 180 ul
(frakce ,,C“) a uchovdn na ledu. Kpeletu bylo pfiddno 500 pl solubilizaéniho pufru
(Solubilization Buffer) s ptidanymi inhibitory protedz, smés byla co nejdikladnéji promichdna
pipetovdanim a ponechala se inkubovat 30 minut pfi 4 °C za stdlého michani. Smés byla
centrifugovana 15 minut pfi 16 000 x g pfi teploté 4 °C. Supernatant, ktery nyni obsahoval
rozpusténé bunécné membrdny a membranové vazané proteiny, byl pfenesen do sterilni
1,5 ml mikrozkumavky a byl nasledné rozdélen do 4 alikvét po 120 ul (frakce ,,M*“). Alikvoty
ziskanych frakci spolu s peletem obsahujici nerozpustné proteiny (frakce ,,N“) byly skladovany
pfi -80 °C pro dalsi pouziti.

4.2.5.3.  Priprava vzorki na SDS-PAGE

Tekuté vzorky ziskané podle postupu v kapitoldch 4.2.4.7. a 4.2.5.2. byly smichany
s Laemmliho pufrem 5x v poméru 1:4. Bunécéné pelety byly nejprve resuspendovany v 60 pl
Laemmliho pufru 1x a nerozpustné frakce ,,Non“ byly resuspendovany v 500 ul Laemmliho
pufru 1x. Smés byla nasledné inkubovana vtermobloku pfi 100 °C po dobu 10 minut.
Nasledovala centrifugace pfi 14 000 x g 5 minut a supernatant byl pfenesen do nové sterilni
1,5 ml mikrozkumavky. Vzorky byly bud' ihned pouzity na proteinovou SDS-PAGE elektroforézu
nebo byly uskladnény do — 20 °C pro pozdéjsi pouziti.

4.2.5.4. Denaturacni proteinova elektroforéza SDS-PAGE

Rozdéleni proteind podle jejich molekulovych hmotnosti probéhlo pomoci metody SDS-PAGE
denaturacni proteinové elektroforézy na zaostfovacim (5 %) a separacnim (10 %)
akrylamidovém gelu. Nejprve byla sestavena aparatura pro vytvoreni polyakrylamidovych
(PAA) gelli (PAGE vertical apparatus Hoefer Mighty Small Il, Hoefer) a jeji tésnost byla ovérena
nalitim destilované vody mezi skla. Po odstranéni vody a vysuseni aparatury byl namichan
separacni 10 % PAA gel podle tabulky 14. Amonium persulfat a TEMED byly pfidany do smési
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jako posledni, smés byla promichana otac¢enim zkumavky a gel byl urychlené nanesen mezi
skla aparatury tak, aby jeho hladina dosahovala cca 0,5 cm od spodni hrany hfebenu. Pro
zamezeni vysychani gelu béhem jeho polymerace bylo na hladinu kazdého gelu naneseno 500
ul isobutanolu syceného vodou. Gel se ponechal 30—40 minut polymerovat. Poté byl
isobutanol slit a jeho zbytky byly opatrné odstranény filtraénim papirem. Byl namichan
zaostfovaci 5 % PAA gel, amonium persulfat a TEMED byly opét pfidany jako posledni, smés
byla promichana otacéenim zkumavky a gel byl urychlené nanesen az po okraj skel. Do gelu byl
nasledné vloZen hreben tvofrici jamky pro nandseni vzorkl a gel se ponechal 30—40 minut
polymerovat.

Po Uplném zatuhnuti gel( byl hfeben z gelu vyndan a skla obsahujici vytvorené gely byla
vloZzena do elektroforetické aparatury. Elektroforeticka vana a zadni strana gell byla zalita
Running pufrem (viz kapitola 4.1.2.).

Hamiltonovou sttikackou byly do jamek naneseny pozadované vzorky (viz kapitola 4.2.5.3.) po
5-25 ul a do jedné jamky byly naneseny 4 pl markeru molekulovych hmotnosti (Color
Prestained Protein Standard, Broad Range). Aparatura byla uzaviena a pripojena do zdroje
stejnosmérného napéti. Separace protein( probihala 30 minut pfi napéti 80 V a poté pfiblizné
1 hodinu pfi napéti 140 V.

Slozka Separacni 10 % gel (12 ml) Zaostiovaci 5 % gel (6 ml)
30 % akrylamid 4 ml 1mil
1M Tris-HCl (pH = 8,8) 4,5 ml
1M Tris-HCI (pH = 6,8) 750 ul
10 % SDS 120 pl 60 ul
ddH.0 3,25 ml 4,22 ml
1% amonium persulfat 40 pl 40 pl
TEMED 8,5 ul 10 pl

Tabulka 14: SloZeni akrylamidovych geltd pro denaturacni proteinovou elektroforézu SDS-PAGE (objem pro 2 gely).

4.2.5.5. Western blot

Transfer proteint z PAA gelu na nitrocelul6zovou membranu (Amersham™ Protran™ 0,45 um
NC Nitrocellulose Blotting Membrane, Cytiva) byl proveden metodou ,semi-dry“ blotu.
PAA gel a byl opatrné vyjmut z elektroforetické aparatury a zaostiovaci gel byl odstranén. Gel,
membrana sestfizend na velikost PAA gelu (tj. 7x 9 cm) a dva 8 mm silné filtracni papiry (Extra
Thick Blot Filter Paper, Bio-Rad) byly namoceny do blotovaciho pufru (viz kapitola 4.1.2.)
vychlazeného na 4 °C na 10 minut.

Na dné transferové kazety (Trans Blot Turbo Transfer Systém, Bio-Rad) byl sestaven blotovaci
,sendvic”, kdy na sebe byly postupné navrstveny nasledujici polozky: filtracni papir,
nitrocelulézovd membrana, PAA gel, filtracni papir. Pfipadné vzduchové bubliny, které by
mohly vadit spravnému prenosu, byly ze ,sendvi¢e” odstranény prejetim valecku. Kazeta byla
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uzaviena a vloZzena do pfistroje (Trans Blot Turbo Transfer Systém, Bio-Rad). Transfer byl
proveden podle prednastaveného programu (Standard SD, 2x mini or 1x midi gel) pfi napéti
25 V po dobu 30 minut. Po dokonceni programu byla kazeta vyjmuta a otevrena, filtracni
papiry a gel byly opatrné odstranény a membrana byla pfenesena do roztoku PBS 1x, kde se
nechala promyvat po dobu 10 minut. Nasledovala imunodetekce proteini pomoci
chemiluminiscence popsané nize v kapitole 4.2.5.7.

4.2.5.6. Dot blot

Na nitrocelulézovozu membranu byly naneseny vzorky o objemu 5 pl a nechali se uschnout
volné na vzduchu. Ndsledné byla prokdzana pritomnost proteind ve vzorku pomoci
imunodetekce (viz kapitola 4.2.5.7.)

4.2.5.7. Imunodetekce proteint na nitrocelulozové membrdné

Nitrocelul6zova membrana s nakapanymi vzorky na dot blot nebo nitrocelulézovd membrana
s pfenesenymi vzorky z SS-PAGE byla nejprve inkubovana v blokacnim roztoku 5 % (w/v)
odtuc¢néného mléka v PBS 1x po dobu 1 hodiny na kyvacce. Ndsledné byla inkubovana v
roztoku 5 % (w/v) odtu¢néného mléka v PBS 1x s nafedénou primarni protilatkou ve spravném
pomeéru (viz kapitola 4.1.8.) opét po dobu 1 hodiny. Poté byla membrana tfikrat proplachnuta
roztokem PBS 1x pokazdé po dobu 10 minut a nasledné inkubovana v roztoku 5 % (w/v)
odtuénéného miléka v PBS 1x obsahujici nafredénou sekundarni protilatku ve spravném
poméru (viz kapitola 4.1.8.) po dobu 30 minut. Po inkubaci byla membrana opét oplachnuta
tfikrat v roztoku PBS 1x pokazdé po dobu 10 minut.

Chemiluminiscencni roztoky A a B (sloZeni viz kapitola 4.1.2.) byly smichany v poméru 1:1
tésné pred vyvolavanim a byly peclivé promichany. Dohromady tvofily vyvoldvaci roztok o
objemu 40 ml, do kterého byla membrana kratce ponorena (pfiblizné 30 sekund). Nasledné
byla membrana vyjmuta, opatrné osusena a vloZena a vyvolana pomoci pfistroje Amersham™
Imager 600 RGB (GE Healthcare Life Sciences). Ziskany detekovany signal byl zdokumentovan.
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5. Vysledky

5.1.  Konstrukce vakcinaénich plazmid(
5.1.1. NavrZeni vakcinacnich plazmidd a specifickych primer( pro klonovdni

Pro uUspésné klonovani vakcinacnich plazmid( bylo nejprve potfeba vytvofit odpovidajici
soubory schémat plazmidd v programu SnapGene Viewer. Schémata vSech plazmid( jsou
k vidéni v pfiloze 1.

Celkové bylo navrzeno 22 plazmidl — 20 vakcinacnich plazmidd a 2 plazmidy slouzici jako
mezistupen pro ptipravu vakcinacnich plazmidd pro antigenni display. Plazmidy obsahovaly
rizné kombinace vlastnosti, které jsou podrobnéji popsany nize.

pVAC1 IHNV - -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS, sekrecni sekvenci IL-2 (Interleukin-2) a kotvici sekvenci PLAP
(Placental Alkaline Phosphatase)
- obsahuje zaklonovany gen pro G protein viru IHNV (infectious
hematopoietic necrosis virus)
- pVAC1 gp64 - -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro glykoprotein gp64 bakuloviru
-  pVAC1EGFP - -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro EGFP
- pVAC1EGFP- +
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a sekreé¢ni sekvenci pro IL-2
- obsahuje zaklonovany gen pro EGFP
- pVAC1EGFP + -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro EGFP
- pVAC1 EGFP IHNV
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 IHNV -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro G protein viru IHNV, za jehoz kotvici sekvenci
byl nasledné vlozen gen pro EGFP
- byl tak vytvoren rekombinantni protein kotvici se v membrané
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pVAC1 EGFP gp64
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 gp64 -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro glykoprotein gp64 bakuloviru, za jehoz
kotvici sekvenci byl nasledné vloZzen gen pro EGFP
- byl tak vytvoren rekombinantni protein kotvici se v membrané
pVAC1S1--
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro protein 1 PRV3
pVAC1S1-+
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a sekrecni sekvenci pro IL-2
- obsahuje zaklonovany gen pro protein o1 PRV3
pVAC1S1 +-
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro protein ol PRV3
pVAC1 S1 IHNV
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 IHNV -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro G protein viru IHNV, za jehozZ kotvici sekvenci
byl ndsledné vloZen gen pro protein o1 PRV3
- byl tak vytvofen rekombinantni protein kotvici se v membrané
pVAC1 S1 gp64
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 gp64 -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro glykoprotein gp64 bakuloviru, za jehoz
kotvici sekvenci byl nasledné vlozen gen pro protein ol PRV3
- byl tak vytvofen rekombinantni protein kotvici se v membrané
pVAC1S3 - -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro protein o3 PRV3
pVAC1S3 -+
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a sekrecni sekvenci pro IL-2
- obsahuje zaklonovany gen pro protein o3 PRV3
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PpVAC1 S3 + -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro protein 63 PRV3
pVAC1 S3 IHNV
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 IHNV -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro G protein viru IHNV, za jehoz kotvici sekvenci
byl nasledné vlozen gen pro protein 63 PRV3
- byl tak vytvoren rekombinantni protein kotvici se v membrané
pVAC1 S3 gp64
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 gp64 -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro glykoprotein gp64 bakuloviru, za jehoz
kotvici sekvenci byl nasledné vloZen gen pro protein 63 PRV3
- byl tak vytvoren rekombinantni protein kotvici se v membrané
pVAC1 M1 - -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro protein p1 PRV3
pVAC1 M1 - +
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a sekrecni sekvenci pro IL-2
- obsahuje zaklonovany gen pro protein pl1 PRV3
pVAC1 M1 + -
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1-mcs
- postrada MCS a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro protein p1 PRV3
pVAC1 M1 IHNV
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 IHNV -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro G protein viru IHNV, za jehoz kotvici sekvenci
byl nasledné vlozen gen pro protein u1 PRV3
- byl tak vytvofen rekombinantni protein kotvici se v membrané
pVAC1 M1 gp64
- plazmid odvozeny od plazmidu pVAC1 gp64 -IL-2 -PLAP
- postrada MCS, sekrecni sekvenci pro IL-2 a kotvici sekvenci pro PLAP
- obsahuje zaklonovany gen pro glykoprotein gp64 bakuloviru, za jehoz
kotvici sekvenci byl nasledné vloZen gen pro protein p1 PRV3
- byl tak vytvoren rekombinantni protein kotvici se v membrané
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Pro lepsi prehled byla vytvorfena tabulka 15, ve které jsou vySe zminéné plazmidy rozdéleny
do péti skupin podle jejich klicovych vlastnosti.

Vektor Gen
ol
Kontrolni skupina pVAC1 — - o3
pl
ol
Sekrece pVACL + — o3
pl
ol
Kotveni v membrdné pVAC1 -+ o3
ul
PVAC1 — —
pVAC1 + —
Fluorescence pVAC1 —+ EGFP
pVAC1 IHNV
pVAC1 gp64
IHNV
pVAC1 — -
gp64
ol
pVAC1 IHNV o3
Antigenni display
ul
ol
pVAC1 gp64 o3
ul

Tabulka 15: Prehled vsech navrZenych vakcinacnich plazmidi rozdélenych do péti skupin podle jejich klicovych vlastnosti.

Pomoci vytvorenych schémat plazmidd a online programu NEBuilder Assembly Tool
dostupného online na strankach https://nebuilder.neb.com/#!/ byly navrieny primery

potfebné pro PCR DNA segmentll a nasledné bezesvé klonovani komerénim soupravou
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit. Pfehled vSech pouzitych primerQ je v tabulce
v kapitole 4.1.4.

5.1.2. PCR vektort a genovych segmentt

Jednotlivé vektory a genové segmenty byly namnoZeny metodou PCR (kapitola 4.2.2.1.)
pomoci odpovidajicich specifickych primeru. Priblizné velikosti PCR fragmentl byly nasledné
zkontrolovany na 1 % agarézovém gelu s markerem molekulovych hmotnosti GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder. PCR produkty byly poté procistény soupravou GenelET PCR Purification
Kit (kapitola 4.2.2.3.) a jejich koncentrace byla zmérena na pfistroji NanoDrop® 2000
Spectrophotometer (kapitola 4.2.2.8.).

Elektroforetogramy jednotlivych PCR produktt jsou vyobrazeny na obrazku 10.
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5.1.3. NEBuilder klonovdni

Z vycisténych PCR produktl byly pfipraveny klonovaci smési podle predpisu popsanym
v kapitole 4.2.2.7. V ptipadé klonovani virového proteinu pl byl pouZit pomér vektor:insert
1:1 kvali jeho vétsi délce. Do kompetentnich bakterii byly elektroporovany 2 ul klonovaci
smési. Bakterie byly ndsledné 1 hodinu kultivovany v SOC médiu a nasledné byly vysety na
agarové misky obsahujici selekéni antibiotikum zeocin.

5.1.4. Colony PCR a izolace vakcinacnich plazmidd z bakteridglnich kolonii

Vysetim elekroporovanych bakterii na tuhé médium obsahuijici antibiotikum zeocin (kapitola
4.2.1.4.) jsme zajistili selekci bakterii, u kterych doslo k uspésnému pfijmuti vakcinaéniho
plazmidu. Veskeré plazmidy obsahovaly také rezistenci proti zeocinu, a tim padem ty bakterie,
které na médiu do druhého dne prezily a vytvorily kolonie, tento plazmid obsahovaly.

Bohuzel ndm tato selekce nezajistila potvrzeni uspésného klonovani genového segmentu do
vektoru. Pro tento ucel jsme pouzili metodu Colony PCR (podrobnéji pospano v kapitole
4.2.2.2.). Ndhodné vybrané monokolonie byly sterilnim paratkem preneseny na novou
agarovou misku obsahujici antibiotikum zeocin a byly ponechany pfes noc narlst. Z takto
narostlych monokolonii byl nasledné vytvoren templat pro colony PCR. Postup této pripravy
je vice popsan vyse v kapitole 4.2.2.2. Jako primery byly pro colony PCR pouZity primery
navrzené pro sekvenaci (pVAC1 seq FW; pVAC1 seq REV), které ohranicuji oblast vkladani
genovych segment(. Timto zplsobem m{zZeme lehce rozeznat Uspésnost vloZzeni genu. Pokud
k vloZzené genového segmentu nedoslo, neziskame Zadny PCR produkt.

Velikosti vyslednych PCR produktd byly ovéfeny DNA elektroforézou na 1 % agarézovém gelu
a jejich vysledky jsou zobrazeny nize na obrazku 11.
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Obrdzek 11: Elektroforetogramy PCR produktii ziskanych metodou colony PCR. Analyza Uspésného klonovdni genového
segmentu do vektoru. KaZdy elektroforetogram obsahuje 5 testovanych bakteridlnich kolonii urcitého typu vakcinacniho
plazmidu.



U elektroforetogram( plazmidl pVAC1 S3 IHNV, pVAC1 M1 IHNV, pVAC1 M1 gp64 a
pVAC1 EGFP IHNV lze pozorovat i PCR produkty dosahujici menSich velikosti, nez bylo u
uspésného vloZené genl predpoklddalo. Ziskané PCR produkty maji velikosti pftiblizné
1 500 bp, coZ by odpovidalo glykoproteinim bakuloviru a IHNV, které jiz byly do vektoru
zaklonovany predtim. Jedna se tedy o neulspésné vloZeni genl PVR-3 do jiz vytvorenych
plazmidd.

Od kazdého typu vakcinacniho plazmidu byla vybrana jedna kolonie s Upésné zaklonovanym
plazmidem (prvni v poradi), byla kultivovana pres noc v tekutém médiu a provedla se izolace
plazmidové DNA pomoci komeréniho kitu NucleoBond Xtra Midi (kapitola 4.2.2.6.). Vysledna
koncentrace plazmidové DNA byla zméfena na pfistroji NanoDrop® 2000 Spectrophotometer
(kapitola 4.2.2.8.). Takto izolovand DNA byla poté pouZita pro ptipravu sekvenacnich reakci
pro ovéreni spravnosti syntézy genovych segmentu pfi PCR.

Po ovéreni kvality vakcinacnich plazmidl byly vybrané kolonie opét kultivovany v tekutém
médiu pres noc a byla z nich izolovana plazmidova DNA tentokrat pomoci komercni soupravy
potfebnd pro ndslednou transfekci bunécnych linii. Pfed samotnou transfekci byla jesté kvalita
plazmidl zkontrolovana pomoci sekvenace (kapitola 4.2.2.9.), aby se predeslo pfipadnym
mutacim a nepresnostem, které mohly vzniknout béhem syntézy PCR segment(, klonovani
nebo replikace v bakteriich E. coli.

Zaroven byly od kazdého typu plazmidu vybrany tfi kolonie (prvni tfi Gspésné v poradi), které
se ponechaly pres noc kultivovat v tekutém médiu (kapitola 4.2.1.3.) a z kazdé z nich byly
vytvoreny dvé bakteridlni konzervy (kapitola 4.2.1.5.) pro dlouhodobé uchovavani.

5.2.  Exprese antigennich proteinl v transfekované bunécné linii HEK 293T

Pro veskeré transfekce bunéénych linii bylo pouzito transfekéni ¢inidlo Turbofect, jehoz pouziti
je podrobnéji popsano vyse v kapitole 4.2.4.5. Jako prvni byly pouzity vakcinaénich plazmidy
obsahujici fluorescenéni protein EGFP, jelikozZ jejich Uspésna transfekce mohla byt jednoduse
pozorovand pod fluorescenénim mikroskopem Olympus IX71 (Olympus).

Obrdzek 12: Ovéreni transfekce bunécnd linie HEK 293T plazmidem pVAC1 EGFP - - pod UV svétlem. Snimek byl pofizen na
fluorescencénim mikroskopu Olympus IX71 (Olympus) 24 hodin po transfekci pri zvétseni 400x.
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Produkce proteinu byla nasledné ovérena také metodami SDS-PAGE a Western blot. PouZitim
vzork( pfipravenych z odebraného média mohla byt rovnou potvrzena Uspésna sekrece
produkovaného proteinu u vakcinacnich plazmid( obsahujici signdlni sekvenci pro sekreci.

Z plazmid( obsahujici sekrecni signalni sekvenci pro IL-2 byla sekrece Uspésné detekovana
pouze u plazmidu pVAC1 EGFP + -. U ostatnich sekrecnich plazmidu bylo u vzork( pfipravenych
z transfekovanych bunék k vidéni vice prouzk(l, nez bylo pfedpokladano (viz obrazek 13).
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Obrdzek 13: Detekce exprimovanych proteini ve vzorcich transfekovanych bunék HEK 293T a jejich kultivacniho média.
(A) Vzorky transfekovanych bunék plazmidy se zaklonovanym genem pro EGFP; (B) Vzorky transfekovanych bunék plazmidy
se zaklonovanycm genem pro o1; (C) Vzorky transfekovanych bunék plazmidy se zaklonovanycm genem pro o3; (D) Vzorky
kultivacnich médii od transfekovanych bunék; M — marker molekulovych hmotnosti (kDa); NK — negativni kontrola

BohuZel ani u jednoho z testovanych plazmidl obsahujici gen pro protein pl se nepodafilo
docilit jeho produkce. Ztohoto dlivodu byly tyto typy vakcinacnich plazmid( z dalSich
experimentl vylouceny.

Po potvrzeni produkce proteinu u ostatnich typl plazmidd byla potreba ovéfit uspésného
kotveni proteinu na membranach. Membrany byly izolovany ztransfekovanych bunék
komerénim kitem Mem-PER™ Plus Kit, jehoZ pouziti je popsano v kapitole 4.2.5.2.

Proteiny ze ziskanych frakci byly opét podrobeny separaci metodou SDS-PAGE, pfeneseny na
membranu metodou Western blot a vizualizovany.
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Obrdzek 14: Detekce exprimovanych proteini ve frakcich ziskanych izolaci bunéénych membrdn transfekovanych bunék.
(A) Vzorky frakci z bunék tranfekovanych vakcinacnimi plazmidy obsahujici gen pro EGFP; (B) Vzorky frakci z bunéek
tranfekovanych vakcinacnimi plazmidy obsahujici gen pro o1, (C) Vzorky frakci z bunék tranfekovanych vakcinacnimi plazmidy
obsahujici gen pro 03; C — cytoplazmatickd frakce; M — membrdnovd frakce; N — nerozpustnd frakce

Pro identifikaci virovych proteind byla pouzita protilatka PentaHis Tag Monoclonal Antibody,
ktera se vaze specificky na histidinovou znacku, kterou jsme vlozili na za¢atek genu. Jedna se
o Sest po sobé jdoucich histidind. Z ddvodu mozného pfirozeného vyskytovani tohoto motivu
v bunkdach byla oc¢ekdvana vétsi mira nespecifity, ktera vskutku mohla byt ¢asto pozorovana.
Prekvapenim pro nas vsak byl zisk cetnych ,zebrick(“ (tzn. detekce Cetnych proteinovych
variant po celé délce akrylamidového gelu) u plazmid( obsahujici gen pro EGFP.

U plazmid( obsahuijici geny pro o1 a 03 bylo moZno pozorovat nespecificky prouzek o velikosti
mezi 55 a 72 bp.

5.3.  Exprese antigennich proteinU v transfekované bunécné linii RTGill-W1

Pomoci transfekcniho Cinidla Turbofect byl proveden pokus také o transfekci bunécné linie
RTGIll-W1, ale bohuZel bez Uspéchu. Tato linie nebyla doposud nikym Uspésné transfekovana.
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Pokusili jsme se tedy o transfekci za pouZiti tfi dalSich transfekénich cCinidel (ViaFect™,
Genelet™ Reagent (Il), Lyovec™). Byly pouzity rizné poméry plazmidové DNA a transfekcnich
¢inidel podle doporuéeni vyrobcll. Zadny z pokust a optimalizaci viak neprokdazal Usp&snou
transfekci.

5.4. Udinnost transfekce bunécéné
Neon™ NxT

inie RTGill-W1 pomoci elektroporacniho pfristroje

Pomoci pfistroje Neon™ NxT od firmy Thermo Fisher Scientific jsme se pokusili o transfekci
bunécné linie RTGIll-W1 také novym inovativnim zplsobem elektorporace. Byl pouzit
prednastaveny optimaliza¢ni program pro nalezeni vhodnych podminek transfekce novych
bunécénych linii. Jednalo se o sérii 23 program( urcenych na 24-jamkovou desti¢ku. Pro
zajisténi vétsich Sanci Uspésnosti transfekce byl pouzit plazmid pmaxGFP™ od firmy Lonza,
ktery je dodavan jako kontrolni plazmid v komercni soupravé Amaxa® Cell Line Nucleofector™
Kit V.

7

U vSech program( doslo Uspésné expresi fluorescencéniho proteinu GFP a jednalo se tak o prvni
uspésnou transfekci této bunécné linie vlibec.
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Obrdzek 15: Ovéreni transfekce bunécné linie RTGill-W1 optimalizacnim program ¢.16. Foceno 24 hodin po transfekci
fluorescenénim mikroskopek Olympus IX71 (Olympus) pfi zvétseni 200x. Zelené je vidét produkce proteinu GFP u Uspésné
transfeokovanych bunék. Spojeni snimku prochdzejiciho svétla (brightfield) a emisi pod UV.

Kazdy z programl dosahoval velmi rozdilné miry transfekce. Jako nejvice Uspésné se jevily
programy ¢. 16, 17 a 18, jejichz podminky elektroporace jsou vypsany nize v tabulce 16.

Tabulka 16: Hodnoty podminek vybranych elektroporacnich programi 16, 17 a 18 elektroporacniho pristroje Neon™ NxT.

Program Napéti (V) Délka (ms) | Pocet pulzi
16 850 30 2
17 950 30 2
18 1050 30 2
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U vySe zminénych nejuspésnéjsich optimalizacnich programi byla ndsledné vypoctena jejich
ucinnost transfekce. Hodnoty a vypocty jsou k nahlédnuti nize v tabulce 17.

Program 16
Snimek 1 2 3 4 5
Celkem bunék 201 366 766 425 434
Transfekované buriky 26 55 136 62 62
Procento transfekovanych bunék 129%| 150%| 17,8%| 14,6 %| 143 %
Priimér 14,9 %
Program 17
Snimek 1 2 3 4 5
Celkem bunék 263 666 630 486 548
Transfekované buriky 47 140 137 88 118
Procento transfekovanych bunék | 17,9% | 21,0% | 21,7% | 18,1% | 21,5%
Primeér 20,1 %
Program 18
Snimek 1 2 3 4 5
Celkem bunék 252 490 137 88 133
Transfekované buriky 81 195 35 43 51
Procento transfekovanych bunék 32,1% | 39,8% | 25,5% | 489% | 38,3%
Primeér 36,9 %

Tabulka 17: Hodnoty transfekovanych a netransfekovanych bunék vybranych elektroporacnich programi 16, 17 a 18
elektroporacniho pristroje Neon™ NxT s vypocitanymi ucinnostmi transfekce.

Jako program s nevyssi ucinnosti transfekce vySel program €. 18, kde ucinnost dosahovala
témer 37 %.

Jelikoz byl elektroporacni pristroj Neon™ NxT zapUjcen pouze na omezenou dobu, pokus byl
proveden pouze v jednom provedeni. Pro budouci Uéely by bylo nutno ovéfit kredibilitu
vysledk( opakovanim pokusu.

5.5. Identifikace a kvantifikace rybiho orthoreoviru ve vzorku krve obdrzeného
firmou Dyntec

Vzorek krve lososa obecného, ktery byl obdrzen od firmy Dyntec, pochazel z oblasti postizené
infekci PRV. Pomoci specifickych primerl ziskanych z predeslé studie (Adamek et al. 2018) bylo
mozno dosahnout identifikace virového subtypu.

Nejprve byla z krve izolovana veskera RNA pomoci komercniho kitu NucleoSpin® Virus a jeji
koncentrace byla zmérena na pfistroji NanoDrop® 2000 Spectrophotometer (obé metody
popsany v kapitolach 4.2.3.1. 2 4.2.2.8.). Nasledné byla syntetizovdana z RNA cDNA komerc¢nim
kitem LunaScript® RT SuperMix (kapitola 4.2.3.2.). Z vytvorené cDNA byly nasledné provedeny
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PCR reakce pokazdé s jinymi DNA primery specifickymi pro jednotlivé subtypy (kapitola 4.1.4.).
Pro PCR byla pouZita Platinum™ SuperFi™ Il DNA polymeraza s odpovidajicim programem
(kapitola 4.2.2.1.).

Byly také provedeny dvé kontroly. Jedna za pouZiti mastermixu pro syntézu cDNA neobsahuijici
reverzni transkriptdzu (,,noRT“). Timto zpisobem mohlo byt vylouceno pfipadné znecisténi
genomovou DNA, ke kterému mohlo dojit béhem izolace RNA. V druhé kontrole byla jako
templat pro PCR pouzita cDNA syntetizovdna z izolované RNA neinfikovaného pstruha.

Jelikoz vysledné PCR produkty mély dosahovat kolem 75 a 170 bp, byl pro naslednou
agardzovou elektroforézu pouzit marker O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder. Vysledky jsou
k vidéni na obrazku 16.

(A) (B)
M RT1 RT2 noRT1 noRT2 M RT1 RT2 noRT1 noRT2
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Obradzek 16: Elektroforetogramy identifikace virového subtypu ze vzorku infikované krve. Separace probihala na 1,5 %
agarézovém gelu. (A) Templdt pro PCR reakce pochdzel ze vzorku infikované krve dodané firmou Dyntec; (B) Templdt pro PCR
reakce pochdzel z krve neinfikovaného pstruha; M — marker molekulovych hmotnosti (bp); RT — mastermix pro syntézu cDNA
obsahoval RT; noRT — mastermix pro syntézu cDNA neobsahoval RT; 1 — primery pro identifikaci PRV-1; 2 — primery pro
identifikaci PRV-3

Pfi pouziti primeru 1 identifikujici virovy subtyp PRV-1 jsme ziskali jasny fragment o velikosti
kolem 75 bp, kery odpovidal nasim oéekdvanim. Potvrdili jsme tim, Ze nas vzorek byl infikovan
subtypem rybiho orthoreoviru PRV-1.

Pti pouziti primer( 2 pro identifikaci subtypu PRV-3 lze vidét jasné fragmenty o velikosti
priblizné 170 bp, coZ by na prvni pohled odpovidalo oéekdvanym fragmentim pro infekci
timto subtypem. JelikozZ jsou ale viditelné i pfi pouZiti mastermixu neobsahujici RT, nemUze se
jednat o virovou DNA, protoZe ta by v tomto pripadé nebyla viibec prevedena na cDNA a
primery 2 by neméli kam nasedat. Stejné fragmenty byly detekovatelné i u PCR za pouziti
primerd 2 a cDNA vytvorené z krve neinfikovaného pstruha. Jednd se tedy pravdépodobné o
DNA kontaminaci v primerech 2 a mohlo by se jednat o jeden znami pripravovanych
vakcinacnich plazmid( obsahujici gen pro protein 03, ktery tyto primery pravé detekuji.

Pro efektivnéjsi identifikaci infekce virem PRV-1 a urceni virové naloZe pro pfipadné rutinni
testovani byla zavedena metoda qPCR (kapitola 4.2.3.4.). Pilotni experiment pro kvantifikaci
PRV-1 byl proveden ve firmé Dyntec sidlici v Tereziné (Dyntec spol. s.r.o., Prazska 328, 411 55
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Terezin). Reakéni smési byly namichany pomoci gb SG PCR Master Mixu (Generi Biotech) a
kazda z reakci probéhla v triplikatech.

Nejprve musel byt pfipraven templat pro PCR v podobé cDNA syntetizované z RNA izolované
ze vzorku. Pro jeho pfipravu se postupovalo podle postupu v kapitole 4.2.3.2. Byla pfipravena
také redici rada standardu a jednalo se o zakoupeny synteticky pfipraveny DNA segment
obsahujici gen pro virovy protein A1 o velikosti 3911 bp. Ze zasobniho roztoku o koncentraci
50 ng/ul byl nejprve pfipraven roztok obsahujici 107 kopiii genového segmentu na 1 pl, ze
kterého byla nasledné vytvorena Fedici fada v pofadi 107, 108, 10°, 104, 103, 10%, 10! a 10°
kopii.

Pro veskeré reakce byly pouZity primery vyzkouSené z predchoziho experimentu pro
identifikaci virového subtypu PRV-1.

C: vzorku infikované krve dosahovala hodnoty 21,97. Ve 2 ul cDNA vytvorené z virové RNA
izolované z 200 pl vzorku krve bylo zjisténo 2 319,69 kopii odpovidajici virovému segmentu
L3.

Za idedlnich podminek by se mélo mnoZstvi cDNA béhem kazdého cyklu zdvojit. Tato situace
by odpovidala 100 % ucinnosti amplifikace (Efficiency, E), podle které jde poté vypocitat
idedlni sklon ktivky standardu (Slope: -3,322). Z fedici fady ndm vysla E: 119,336 % a Slope: -
2,932. Urcuje se také koeficient determinace (R?), ktery ndm fikd, s jakou pfesnosti koreluje
nas vzorek s kfivkou standardu. Cim vice se hodnota bli#i 1, tim lépe vzorek odpovidd kFivce
standardu. Koeficient determinace naseho vzorku dosahoval R%: 0,979. Teoreticky limit
detekce (Y-intercept), ktery vyjadfuje hodnotu C;, pfi kterém je mozno detekovat minimalni
mozny pocet kopii cilového segmentu, byl vypocitan jako 33,114.

Povedlo se nam tak ukazat, Ze pouzité primery lze pouzit pro kvantifikaci viru PRV-1 ve vzorku
lososi krve. Kfivka standardu spolu s vyzna¢enym testovanym vzorkem krve je mozno vidét na
obrazku 17.

66



Hodnoty C;
ES

ar o2 1 23458 W 2B 00 200 1000 L] 100000 1000000 10000200 OO
Kvantita (kopie)

Obrdzek 17: Kfivka standardu — genu pro virovy protein A3. Redici Fada standardu je zndzornéna $edé. Vzorek infikované krve
je zndzornén cervené.

5.6.  Pomnozeni viru infekci pstruht duhovych

Jelikoz hlavni cil replikace PRV jsou erytrocyty, donedavna nebylo mozino mnozit virus in vitro,
pouze v krvi hostitele in vivo. S nejnovéjsi metodou, jak kultivovat virus v laboratofi ex vivo,
priSel Wessel a jeho skupina. Z infikované krve byly zhotoveny lyzaty, které nasledné slouzily
jako PRV inokulum pro infekci naivnich erytrocytl, které byly izolovany z krve a
resuspendovany v kompletnim kultivaénim L-15 médiu. Takto infikované erytrocyty byly
nasledné kultivovany pfi 15 °C v rotacnim inkubdatoru az po dobu 21 dni (Wessel, Olsen, et al.
2015). Tato metoda je ale stdle technicky a ¢asové narocnd, a proto jsme pfistoupili ke
klasické metodé amplifikace viru in vivo v hostitelich.

Diky spolupraci s firmou Dyntec se nam podafilo zajistit sddku mladych pstruhl duhovych,
které jsme mohli za kontrolovanych podminek v prostorach spadajicich do kategorie BSL-2
(biosafety level 2) a za dohledu veterinarl infikovat jiz dfive obdrzenym vzorkem nakazené
krve. Infikovand krev jim byla injikovana do dutiny bfisni. Mladi pstruzi (stafi 4 tydny) byli 3
tydny pred infekci drzeni v aklimatizaci pfi 12 °C za hlidani hladiny kysliku a dusiku.

Jednalo se o 7 pstruhd, kterym byla postupné odebirana krev ve tfech po sobé jdoucich dnech.
Dva dny po infekci (dpi, days post infection) byla odebrana krev pstruhtim €. 1 a 2. Pstruhtm
¢. 3 a 4 byla krev odebrdna 3 dpi a pstruhdim €. 5, 6 a 7 byla krev odebrana 4 dpi.
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Z odebrané krve byla izolovana veskera RNA a byla podle ni syntetizovdna cDNA, ze které byly
nasledné zhotoveny PCR reakce za poufiti jiz ovéfenych primer( 1 pro identifikaci subtypu
PRV-1. Velikost PCR produktl byla ovérena pomoci agarézové DNA elektroforézy, jejiz
vysledky jsou k vidéni na obrazku 18.

M 1 2 3 4 5 6 7 NK

1000

Obradzek 18: Elektroforetogram kontroly uspésnosti infekce 7 pstruhi duhovych vzorkem krve infikované PRV-1; M — marker
molekulovych hmotnosti (bp); Cisla oznacuji jednotlivé pstruhy v sddce; NK — negativni kontrola, neinfikovany pstruh

Vysledkem byly velmi slabé Zebticky nespecifickych fragmentl neodpovidajici oc¢ekavané
velikosti. Infekce a namnozZeni viru tedy bylo nelspésné. Prestoze vzorek krve obsahoval
subtyp viru PRV-1, virus byl pravdépodobné neaktivni a nemohl tedy naivni pstruhy infikovat.
S nejvétsi pravdépodobnosti doslo k inaktivaci viru béhem prepravy vzorku z Norska.
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6. Diskuze

PfestoZe jsou DNA vakciny stdle povazovany za novinku v oblasti vakcinaci, v sou¢asné dobé
se stdvaji stdle zadanéjsi formou vakcinace predevsim ve veterindrnim primyslu. Infekce
virem PRV-3 predstavuje v poslednich letech stale akutnéjsi problém v rybarském primyslu,
kde zplsobuje vysoké ekologické i ekonomické ztraty. Vyvstala tedy nutnost protekce pred
timto onemocnénim.

6.1. Navrzeni vakcinac¢nich plazmidd

Jako cilové virové proteiny pro konstrukci vakcinacnich plazmid( byly vybrany proteiny o1, 03
a ul. Jeden z hlavnich dlivodu jejich volby byl fakt, Ze jsou tyto proteiny soucasti vné;jsi kapsidy
viru PRV, a tedy maji nejvyssi Sanci byt ucinnym a ptistupnym cilem pro neutralizujici
protilatky, které by po vakcinaci plazmidem obsahujici pfislusné geny vznikly. U viru MRV bylo
potvrzeno, Ze tyto protilatky zamezuji nasednuti viru na membranu buriky, uvolnéni viru
z endozomu nebo degradaci vrchni vrstvy virové kapsidy (Tyler et al. 1993).

Ve studii Haatveita et al. 2018, kde se snaZili otestovat moznou DNA vakcinu pro lososy obecné
proti PRV-1, byly vakcina¢ni plazmidy konstruovany pomoci genl pro proteiny uNS a ol. Pfi
podani plazmidu obsahujici kombinaci obou gen(, bylo dosazeno zvysené exprese marker(
pro lymfocyty ve sleziné (Haatveit et al. 2018). Protein uNS se podili predevsim na tvorbé viral
factories (tzv. virové tovarny) v bunécné cytoplazmé, kde dochazi ke skladani novych virovych
Castic a jejich maturaci. PfestozZe se tedy tento protein miZe zdat jako ne pfilis vhodnou volbou
pro cil specifickych protilatek, u reovirli byla potvrzena role nestrukturnich protein( jakozto
cil cytotoxickych CD8+ T-lymfocytl (Jones et al. 1996).

Nasim cilem ale bylo zaméfrit se predevsim na prezentaci antigent pres komplexy MHCII a
tvorbu specifickych protildtek, a ne na imunitu bunéénou. U ostatnich rybich onemocnéni,
jako jsou napft. ISAV nebo IPN, byla pozorovana zavislost ochrany proti vypuknuti onemocnéni
na mife neutralizacnich protilatek (Lauscher et al. 2011; Munang’andu et al. 2013). Toto
potvrzuje dllezitost aktivace protilatkové imunitni odpovédi u ryb pfi vyvoji vakcin. Z tohoto
dlvodu nebyl protein uNS do ndami testovanych virovych protein( zarazen.

U studie Haatveita et al. (2018) byla navic pozorovdna aktivace vrozené protivirové imunity
(RIG-I, Mx, PKR, Viperin a IFN-y) bez zavislosti na zaklonovaném genu. Toto tedy poukazuje na
dilezitost samotného plazmidu v aktivaci a posileni adekvatni imunitni reakce (Haatveit et al.
2018).

Jednou z mozZnosti Upravy imunogenicity vakcinacnich plazmidd je navic vloZeni genl pro
posileni aktivace imunitni reakce a docileni lepsi efektivity vakcinace. Mohou se vyuzit
napfiklad CpG motivy, cozZ jsou sekvence sekvence cytosinu a guaninu, které jsou malo nebo
vUibec metylované. Tato nizka mira metylace je oproti obratlovcim bézna u vétsiny skupin virQ
a bakterii a slouZi tedy jako PAMP. Dale se do plazmidu mohou zaklonovat geny pro rlizné
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cytokiny (napf. IL-2, IFN-y, IL-12 nebo IL-15), jejichZ produkce poté moduluji vzniklou imunitni
odpovéd (Hglvold, Myhr a Dalmo 2014).

Plazmid pVAC1 je specialné pfipraven pro vyvoj DNA vakcin, ktery po intramuskularnim podani
(tzn. do svalu) stimuluje humoralni imunitni odpovéd. Navic tento plazmid obsahuje sekvence
pro modifikaci exprese proteinu (signalni sekre¢ni sekvence IL-2 a kotvici sekvence PLAP), coz
korelovalo s nasimi cili pro vyvoj vakcinacnich plazmid(i se zamérenim na humoralni imunitu.

PfestozZe se plazmid pVAC1 svymi vlastnosti zdal jako idedlni volba, pfi pfipravé vakcinacnich
vektorl PCR reakcemi jsme dosahovali malych koncentraci (az 20 ng/ul), které mnohdy
nemohly byt dale pouzZity napf. pro pfipravu klonovacich smési. S podobnych problémem jsme
se setkali i u sekvenaci jiz zkonstruovanych a izolovanych vakcina¢nich plazmidu. Sekvenacni
reakce za béinych podminek neprobéhly a po konzultaci s Laboratofi sekvenace DNA
v BIOCEVu (Priimyslova 595, Vestec) jsme museli pfistoupit k sekvenaci pres Hairpin protokol.

Za témito neuspéchy je moiné zamotdni vakcinaéniho plazmidu ve formé negativnich
nadobratek, které mohly vzniknout béhem jejich replikace v bakteriich. Plazmid v této podobé
nasledné nedovoluje idedlni nasedani primerd na jejich komplementarni misto jak pfi PCR, tak
pfi sekvenacnich reakcich.

6.2.  Produkce virovych protein v bunéénych liniich

Exprese antigend po transfekci bunécné linie HEK 293T byla potvrzena u 15 vakcinacnich
plazmidd. U plazmidd obsahujici gen pro virovy protein pul bohuZel nedoslo k produkci
protein(l ani po opakovani experiment(l. Jeden z dlivodu nedspéchu mohl byt fakt, Ze se jedna
o dlouhy gen (2088 bp), coz ztézuje jeho expresi. Problém s produkci proteinu by mohl
souviset i s faktem, Ze je protein ul post-translacné autolyticky Stépen na dva fragmenty,
mensi N-termindlni p1N a vétsi C-terminalni p1C. Toto Stépeni je za normalnich okolnosti
dllezité pro penetraci endozomdlni membrany a Uniku virionu do cytoplazmy (lvanovic et al.
2008). Jelikoz byla znacka pro jeho detekci (His-tag) pfipojena na jeho N-konec, vznikly
fragment u1N (4 kDa) (Nibert et al. 1991) byl pftili§ maly na to, aby mohl byt detekovan pfi
separaci na 10 % PAA gel metodou SDS-PAGE a za poutziti markeru molekulovych hmotnosti
Color Prestained Protein Standard, Broad Range (New England Biolabs), podle kterého lze
odhadnou velikost proteind vétsich nez 10 kDa.

Pro detekci takto malého proteinu by tedy musely byt uéinény adekvatni optimalizace
v podobé zvyseni koncentrace PAA gelu a pouziti jiného markeru, ktery by byl uzplisoben na
odhadnuti velikosti mensich proteind.

U sekrecnich vakcinacnich plazmid( jsme vidy po separaci protein(i detekovali vice velikosti
antigenu, neZ jsme predpokladali. Ziskali jsme vidy 2-3 nespecifické prouzky. Jednou
z moZnosti tohoto Ukazu mlZe byt pfipadna post-translacni modifikace proteinu, ke které
mohlo dojit béhem sekrecni drahy proteinu v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu.
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V nasi laboratofi molekularni virologie se béZzné pouziva bunécna linie HEK 293T, na které byly
také exprese antigenu testovany. Jedna se ale o lidskou bunécnou linii. Abychom se tedy pfi
testovani produkce virovych antigenu v transfekovanych burikdch mohli co nejvice pfiblizit
situaci, kdy se bude antigen produkovat v hostiteli po vakcinaci, byla potizena rybi buné¢na
linie RTGill-W1. Jedna se o linii izolovanou z Zaber pstruha duhového, které by potenciondlné
mohli byt branou pro vstup viru do téla hostitele (Collet 2014).

Po vakcinaci DNA plazmidem obsahujici glykoprotein G viru IHNV byly v zZabrach pstruht
duhovych detekovany zvysené hodnoty gen( souvisejicich s aktivaci interferon( typu 1. Toto
zjisténi posiluje teorii vyznamnosti Zaber pfi virovych infekcich u ryb (Purcell et al. 2006).

Tato bunécéna linie navic nepotifebuje kromé nizké teploty (19 °C) pfi jeji kultivaci Zadné dalsi
specialni podminky. Oproti ostatnim dostupnym kulturdm izolovanym ze pstruha, které
potfebuji navic upravenou atmosféru na 5 % CO,, tato bunécna linie se kultivuje pfi bézné
atmosfére, coz bylo v nasi laboratofi mozné zajistit.

vv v

Prestoze tato bunécénad linie nebyla doposud Uspésné transfekovdna, bylo ndm na tuto linii od
firmy Promega doporuceno transfekcni Cinidlo ViaFect™. Tato transfekce bohuzel ale nebyla
Uspésna. Ani zadné dalsi z nami testovanych transfekénich cinidel nevedlo ke zdarnému
vysledku.

Pomoci pfistroje Neon™ NXT od firmy Thermo Fisher Scientific jsme se pokusili o transfekci
bunécné linie RTGill-W1 také novym inovativnim zplsobem elektroporace. Provedli jsme sérii
optimalizacnich programu pro identifikaci nejvhodnéjsSich podminek pro transfekci nové
bunécné linie. JelikoZ byl pfistroj pouze zapGjceny, stihl se udélat pokus pouze v jednom
provedeni a pouze s kontrolnim plazmidem zkomercni soupravy Amaxa® Cell Line
Nucleofector™ Kit V.

Do budoucna by bylo nutno pokus stimto pfistrojem opakovat, aby mohl byt s jasnou
prakaznosti vybran nejvhodnéjsi program a podminky transfekce. Nasledné by bylo také
zahodno otestovat produkci antigent vakcinacnich plazmid( i v této bunécéné linii.

6.3.  Pomnozeniviru a kvantifikace virové infekce

Jako dalsi potfebny krok pro testovani ucinnosti vakcinacnich plazmid( a pfipadné klinické
studie na pstruzich, bylo potfeba zajistit dostatek infekéniho viru. Jelikoz se virus nelze
kultivovat v bunéénych kulturdch, a jediny dodnes zndmy zpuUsob amplifikace viru
v erytrocytech ex vivo (Wessel, Olsen et al. 2015) je pro nasi laboratof technicky narocny,
pristoupili jsme ke zpisobu amplifikace viru infekci Zivych pstruhG duhovych.

Od firmy Dyntec jsme obdrzeli vzorek infikované krve z oblasti s podezifenim na infekci PRV-3.
Po identifikaci virového subtypu, za pouziti specifickych primert drive zverejnénych ve studii
Adamka et al. 2018, jsme vsak zjistili, Ze se jedna o subtyp PRV-1.

PfestoZe byly naSe vakcinacni plazmidy vytvoreny proti subtypu PRV-3, v dfivéjsi studii byla
porovndvana mira protekce proti subtypu PRV-1, kterou vytvofila podand inaktivovana
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vakcina proti PRV-1 a drivéjsi infekce subtypy PRV-3 a PRV-2 zvlast. Po infekci PRV-3 byly
vskutku pozorovany protilatky, které ndsledné reagovali proti proteinu o1 PRV-1 a chranili tak
lososy pred infekci. Predchozi infekce PRV-2 pouze redukovala zavainost priznak
onemocnéni HSMI. U subtypl PRV-1 a PRV-3 tedy pravdépodobné dochazi ke zkfizené reakci
protilatek (cross-reactivity) (Malik, Teige et al. 2021). Ztohoto dlvodu jsme se nakonec
rozhodli k amplifikaci viru PRV-1 pfistoupit.

Infekce pstruhli duhovych probéhla injekci infikované krve do dutiny bfisni v prostorach
spadajicich do kategorie BSL-2 a za dohledu veterinarli ve firmé Dyntec sidlici v Tereziné.
Usp&%na infekce ale bohuZel neprobéhla ani pfi opakovani experimentu. S nejvy3si
pravdépodobnosti byl tedy virus v obdrzeném vzorku krve jiz neinfekcni. Virus PRV je pomérné
stabilni pfi vysokych teplotach, pH i na UV svétle. PrestoZe byla vétSina experiment(
provadéna na purifikovanych partikulich, inaktivace teplem byla testovana i na infikované krvi.
Byl tim testovan pfipadny protektivni vliv erytrocytl proti teplotni inaktivaci virovych partikuli.
Vysledky se vsak od purifikovanych viriona nijak vyznamné nelisily (Wessel et al. 2020).

Za jakych podminek byl ndmi obdrZeny vzorek krve odebran a nasledné skladovan pred
doru¢enim nemlzZeme s jistotou potvrdit. Béhem cesty z Norska mohlo dojit kjeho
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni, které mohlo virus ponicit a snizit tak jeho titr. Podobny
vliv byl pozorovan napf. u viru IPNV, kde se titr viru sniZzoval predevSim pfi rozmrazeni a
nasledném zamrazeni na -80 °C (Mortensen et al. 1998).

Pro uspésnou amplifikaci by tedy bylo potfeba pokusy opakovat s novym vzorkem krve
s infekénim virem. Dodavka nového infekéniho materidlu je jiz domluvena a nasledné infekce
budou probihat na lososech obecnych, u kterych byla Uspésna infekce jiz potvrzena.

Pro pfipad uspésné infekce pstruht duhovych nebo lososli obecnych byla jiz predpfripravena
metoda RT-gPCR pro kvantifikaci viru v pstruzich a hodnoceni virové infekce. Pfestoze se nam
nepodarilo virus amplifikovat, rozhodli jsme se metodu vyzkouSet alespon na vzorku
infikované krve. Jednalo se tedy pouze o pilotni pokus a zavedeni metody pro pfipadné
nasledné testovan virové infekce.

Hodnoty ucinnosti amplifikace byly vyssi, nez by mélo byt na idedlniho stavu moziné
(E: 119,336 %), tzn. cDNA ve vzorku by se musela béhem jedno cyklu amplifikovat vice nez
dvakrat. Nejpravdépodobnéjsim dlvodem tohoto fenoménu je nepresné pipetovani pri
pfipravé roztok( redici rady. Mohlo také dojit k inhibici polymerdzy v podobé kontaminaci
templatem, Ci jinymi roztoky, které byly pouzity pfi pfipravé cDNA. To ma poté za nasledek
posunuti hodnot C: a sklonu krivky standardu (https://biosistemika.com/blog/qpcr-efficiency-
over-100/). Co se koeficientu determinace tyle, za pfijatelné se povazuje R?> 0,980. Na3
vysledek R%: 0,979 je tedy hrani¢ni.

Pro pfipadné rutinni testovani by ale bylo potfeba pokus jesté opakovat a provést jeho
optimalizaci. Kredibilita metody by také mohla byt navySena kvantifikaci transkriptQ
nékterého z referencnich genl. Nejcastéji se vyuZivaji tzv. provozni neboli housekeeping geny,
jejichz exprese by méla byt ve vSech vzorcich stejna a pomohly by nam tim padem odhalit
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pfipadné odchylky ¢i chyby. Bylo by nutné také zajistit standardni podminky pfi izolaci RNA,
reverzni transkripci a qPCR.

Soucasti budouciho testovani ucinnosti vakcinacnich plazmid( a jejich schopnosti vytvofit
specifické protilatky by mohl byt multiplexni imunotest zaloZeny na kuli¢ckach, ktery byl
navrzen na detekci specifickych IgM a byl popsdn v pfedchozi studii (Teige et al. 2017). Tato
metoda dosahuje vysoké citlivosti a je schopna detekovat nékolik protilatek i v malém vzorku
plazmy nebo séra.
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7. Souhrn

Vysledky diplomové prace se daji shrnout do nasledujicich bod:

1. Byl proveden prlzkum a napldnovani presného postupu ptipravy vakcinacnich
plazmidU a vSech materiadll nutnych k jejich konstrukci
a. Byly vybrany nejvhodnéjsi cilové virové proteiny a byly navrieny typy
vakcinacnich plazmidl obsahujici riznou kombinaci vlastnosti.
b. Byla vytvorena schémata vSech typU vakcinacnich plazmid( v programu
SnapGene Viewer a byly navrieny veskeré potifebné primery pro konstrukci
vakcinacnich plazmidd.

2. Byla provedena Uspésna konstrukce vSech 22 navrzenych vakcinacnich plazmidd.
a. Prubéh konstrukce plazmid( byl doprovazen kontrolou PCR segment( pomoci
DNA elektroforézy. Uspé&$nost klonovani byla zkontrolovana metodou Colony
PCR a naslednou sekvenaci, aby byla potvrzena presnd podoba vakcinacnich
plazmidd a mohly byt odhaleny ptipadné mutace ¢i nesrovnalosti, které by
mohly ovlivnit kvalitu plazmidd.

3. Byla testovana produkce virovych proteint v bunécné linii HEK 293T.
a. Byly provedeny transfekce pomoci transfekéniho cinidla Turbofect vSech
20 vakcinacnich plazmidd.
b. Produkce virovych protein byla Uspésné potvrzena u 15 vakcinacnich
plazmidld. U plazmidd obsahujicich gen pro virovy protein pl se ani po
optimalizacich nepodafrilo dokazat expresi proteinu.

4. Byla zakoupena rybi bunééna linie RTGill-W1 pro zajisténi lepsi pfedstavy o produkci
proteind a fungovani DNA vakcinacnich plazmidd v kone¢ném recipientovi.
a. Byl proveden pokus o transfekci bunécné linie RTGill-W1 celkem c¢tyrmi
transfekénimi ¢inidly. Zadny z pokust véak nebyl Gspésny.
b. Za pouziti zapujéeného nového typu elektroporacniho pftistroje Neon™ NxT se
nam podafilo dosdahnout produkce fluorescensniho proteinu a Uspésné
transfekce této doted nefrasfekovatelné bunécné linie.

5. Virovy subtyp ve vzorku infikované krve, ktery byl obdrzen firmou Dyntec, byl pomoci
metody PCR a specifickych primer( identifikovan jako PRV-1.

6. Proidentifikaci a kvantifikaci viru PRV-1 v infikovanych jedincich byla zavedena metoda

RT-qPCR a byl proveden pilotni pokus se vzorkem infikované krve obdrzenym firmou
Dyntec.
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Byl proveden pokus o namnoZeni viru PRV-1 obdrZeny jako vzorek infikované krve
vsedmi pstruzich duhovych. Krev infikovanych pstruhl byla odebrdna v rGznych
casovych intervalech po infekci, ale ani u jednoho z nich nebylo zaznamendno

namnozeni viru.
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