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Abstrakt

BK virus je lidsky polyomavirus s vysokou prevalenci v populaci. Obvykle je
pro svého hostitele neskodny, komplikace ptsobi pfi imunosupresi, ¢asto pri
transplantacich ledvin, jelikoz perzistuje v epitelidlnich bunkach ledvin. Exis-
tuji ctyri subtypy BK viru a zda se, ze je dilezité identifikovat, na jaky subtyp
je darce a prijemce ledviny pozitivni. Takové urceni subtypové specifickych pro-
tilatek pomoci jednoduchého testu by mohlo pomoci s eliminaci komplikaci po
transplantaci ledvin. Pti pfedchozim vyzkumu byl vytvoren navrh ELISA testu,
ktery by mohl sérologicky rozlisit hlavni BK virové subtypy (I a IV), ale jeho
vyvoj je komplikovan tim, ze mezi jednotlivymi subtypy BK viru a protilatkami
dochazi ke ktizové reaktivité. Klicem k tspéchu mtze byt modifikace antigenu
pouzivaného pro ELISA test. Proto bylo cilem této diplomové prace zmapovat
vyznamna mista kapsidového VP1 proteinu BK viru, konkrétné ve smyckach EF
a DE, ktera by se mohla podilet na interakci s protilatkami. Toho bylo dosazeno
cilenou mutagenezi v genu pro VP1, v oblasti EF smycky nebo DE smycky, kde
doslo k zaméné nukleotidi pro dvé povrchové aminokyseliny, ve kterych se lisi
sekvence subtypu I a IV. Vysledkem byl gen pro VP1 subtypu IV mutovany tak,
ze sekvence v oblasti EF smycky byla shodna se sekvenci VP1 subtypu I. Stejny
postup byl proveden i pro oblast DE smycky. Takto pfipravené mutanty byly po-
uzity pro produkci mutantnich pseudovirionti v savéim expresnim systému. Byly
otestovany dva zptisoby izolace pseudoviriont, z nichz nejlepsi vysledky prinesla
izolace v dvouvrstvém gradientu chloridu cesného, které predchazi naruseni bu-
nek vytfepavanim pomoci tetrachloroethylenu. Mutantni DE pseudoviriony na
ELISA testu reagovaly stejné, jako nemutované BKV IV ¢éstice. Pseudoviriony
s mutaci v EF smycce témér viitbec nereagovaly s zadnou z testovanych protilatek.
Kromé ELISA testu byl otestovan jesté hemaglutinacné inhibic¢ni test. Bylo zjis-
téno, ze pri pouziti morcecich krvinek o koncentraci 0,5 % a pii kyselém pH lze pri
vyssim fedéni hyperimunizovanych krali¢ich sér odlisit reaktivitu protilatek proti
subtypu I a IV. Efekt jesté umocnuje inaktivace séra pomoci neuraminidazy nebo
pomoci jodistanu draselného s trypsinem. Pro rozliseni reaktivity lidskych sér se
hemaglutinacné inhibi¢ni test ukéazal jako nedostacujici. Pro vyvoj diagnostického
testu a pripadné navrh antigenu, ktery by dokazal spolehlivé rozlisit jednotlivé
subtypy bude potieba dalsi testovani. I tak tento projekt predstavuje vyznamny
prinos pro dalsi diagnosticky vyvoj sérologického priitkazu subtypiit BK viru.

Klicova slova: polyomaviry, BK virus, subtypové specifické protilatky, virim po-
dobné c¢astice, pseudoviriony



Abstract

BK virus is a human polyomavirus which is highly prevalent in the population.
The virus is usually not very dangerous to its host, but it may cause complicati-
ons in immunosuppressed patients. These complications commonly appear after
kidney transplantation because BK virus persists in kidney epithelial cells. There
are four subtypes of BK virus and it might be clinically important to screen for
the identity of subtypes in matched pairs of donors and recipients of the kidney.
This determination of the subtype specific antibodies by simple test could help
to manage complications after the surgery. During previous project the ELISA
test that could serologically differentiate between two main BK virus subtypes
(I 'and IV) was designed, but its development is complicated by the fact that there
is a strong cross-reactivity between the BK virus subtypes and antibodies. The
modification of antigen towards better specificity might be required to succeed.
Consequently, the main aim of this diploma thesis was to map important spots
of major capsid protein VP1 of BK virus, particulary in EF and DE loops, which
could participate in binding of antibodies. This aim was addressed by targeted
mutagenesis of the gene coding VP1 protein in the region of the respective loop.
Nucleotides coding two surface aminoacids which differ between subtype I and
IV of BK virus were changed in the EF loop region. We gained gene for VP1
protein of subtype IV which was mutated in the EF loop region in a way that
the sequence of the EF loop was identical with the sequence of subtype I. The
same process was applied for the DE loop region as well. Mutants prepared this
way were produced in form of mutant pseudovirions in mammalian expression
system. Two types of isolation protocols for pseudovirions were tested and the
best results were obtained using isolation in two-layered gradient of cesium chlo-
ride with disruption of cells using tetrachloroethylene before the isolation itself.
The mutant DE pseudovirions were reacting the same way as non-mutated BKV
IV pseudovirions. Pseudovirions containing mutation in EF loop did not react
with any of tested antibodies. Besides ELISA, hemagglutination inhibition test
was used. It was found that guinea pig erythrocythes diluted to 0,5% in acidic
pH enable us to distinguish subtype specific seroreactivity using rabbit hyperim-
munized sera. The effect is even stronger while using neuraminidase or potassium
periodate with trypsin for inactivation of the sera. Distinguishing subtype specific
seroreactivity was insufficient in human sera. More experiments are surely nee-
ded for developing diagnostic test or an antigen that could distinguish between
particular subtypes. Still, this project represents a meaningful contribution for
further development of BK virus subtype specific serological diagnostics.

Key words: polyomaviruses, BK virus, subtype specific antibodies, virus-like par-
ticles, pseudovirions
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1. Uvod

BK virus patii mezi polyomaviry, coz jsou neobalené DNA viry, s genomem
v podobé dvouvlaknové DNA dlouhé okolo 5 000 bp. Maji ikosahedralni kapsidu
slozenou z majoritniho kapsidového proteinu VP1 a minoritnich proteini VP2
a VP3. BK virus je lidsky virus s vysokou prevalenci v populaci, ktery hostitele
infikuje casto jiz v détském véku, a po obvykle bezptriznakové primarni infekci
nasleduje persistentni infekce epitelidlnich bunék ledvin. Existuji ¢tyti subtypy
BK viru identifikované na zakladé sekvence proteinu VP1. Problémy predstavuje
BK virus pro imunosuprimované pacienty, predevsim po transplantacich ledvin.
Za takovych podminek miize dochazet k reaktivaci viru a naslednym komplika-
cim naptiklad v podobé nefropatii. Tyto komplikace jsou nasledkem nedostatecné
odpovédi neutralizac¢nich protilatek. V soucasné dobé neni k dispozici zadna 1éc¢-
ba, jedinym zpiisobem ochrany pacientil pred rozvojem nefropatii zptisobenych
BK virem, ¢asto vedoucim ke ztraté stépu, je snizeni davky imunosupresivnich
l1é¢iv. S tim se ale poji dalsi rizika, naptiklad vznik darcovsky specifickych proti-
latek mitenych proti Stépu a nasledné odmitnuti stépu. Mozné feseni predstavuje
identifikace prijemcti, ktefi maji vyssi riziko vzniku nefropatie po transplanta-
ci, pripadné parovani darci a prijemcu jiz pred transplantaci. Pacienti s vyssim
rizikem pak mohou byt dikladnéji monitorovani, pripadné jim mtize byt uprave-
na davka imunosuprese presné na miru. Prikaz pritomnosti BK viru se provadi
ovérenim pritomnosti virové DNA v krvi nebo moci a timto zptsobem lze odlisit
i jednotlivé subtypy. Obvykle je ale mnozstvi kopii virové DNA nizké a zvy-
suje se az ve chvili, kdy je pacient imunosuprimovany, proto je tento zptsob
diagnostiky nedostacujici. Vhodnéjsim nastrojem pro urceni prediktivniho znaku
rozvoje nefropatii po transplantaci je sérologicka diagnostika. Ta prokaze, jaké
protilatky a proti jakému subtypu dany pacient ma. Prikaz subtypové specific-
kych protilatek je dulezity proto, Ze protilatky mitené proti jednomu subtypu
nejsou schopny efektivné neutralizovat infekci jinym subtypem. Nyni je hladi-
nu subtypové specifickych neutralizacnich protilatek mozné urcit pouze pomoci

virus-neutralizacniho testu, ktery ale vzhledem k c¢asové a technické slozitosti
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provedeni neni vhodny pro béznou klinickou praxi. Jako skvéla alternativa se jevi
metoda Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), kterda ma ale v sérodia-
gnostice mnoho uskali, napriklad krizova reaktivita jednotlivych subtypt, ktera
ztézuje jasnou interpretaci. Tato diplomova prace se zaméruje na sérodiagnostiku
pomoci ELISA testu. Snahou bylo odstranit limitace ELISA testu tak, aby bylo

mozné jednoduse a spolehlivé rozhodnout o subtypové séropozitivité pacienta.
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2. Literarni prehled

2.1 BK virus

Polyomaviry jsou neobalené viry napadajici hlavné savce a ptaky, s genomem
v podobé dvouvldknové DNA dlouhé obvykle kolem 5 000 part bazi. Genom
chréni ikosahedralni kapsida (Obr.2.1), slozend z majoritniho kapsidového pro-
teinu VP1 a minoritnich kapsidovych proteini VP2 a VP3. Zastupci polyomavira
jsou napriklad mysi polyomavirus (MPyV) a opi¢i polyomavirus (SV40), které
slouzi jako modelové viry pro studium polyomavirti. Zatim bylo identifikovano
13 polyomaviri napadajicich ¢lovéka, mezi nejznaméjsi z lidskych polyomavirt
patii JC virus (JCV), polyomavirus Merkelovych bunék (MCPyV) a BK virus
(BKV) (shrnuto v Gheit et al. (2017)).

Pentamer VP1 VP1 VP2 nebo VP3 DNA

Obrazek 2.1: Kapsida BK viru
Kapsida BK viru tvorend ze 72 pentameru VP1 proteinu. Uvnitr kazZdého

pentameru je minoritni protein VP2 nebo VP3. Upraveno podle Helle et al.
(2017).

BK virus ustavuje ve svém hostiteli asymptomatickou persistentni infekci epi-
telialnich bunék ledvin a mocového traktu. K primoinfekci dochazi obvykle béhem
détského véku (Jin, Gibson, Booth & Clewley 1993), mezi sedmym az devatym
rokem zivota dosahuje séroprevalence svého maxima a to sice 98 % (Stolt et al.
2003). Sérorevalence je obecné v populaci velmi vysokd, podle studie provedené

Sroller et al. (2014) v Ceské republice byla séroprevalence 79,8 %.
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2.1.1 BKV patogeneze a rizika spojena se vznikem

BKVAN

Nejvetsi riziko predstavuje BK virus pro imunosuprimované jedince, konkrétné
pro pacienty po transplantaci ledvin. Nefropatie spojené s BK virovou infekci
jsou druhou nejcastéjsi pricinou poskozeni stépu po transplantaci. BK virémie se
po transplantaci objevi u pfiblizné 20 % piijemct ledviny (Abend et al. 2017).
Neexistuje zadna cilena lécba, jedinym zpiisobem prevence nefropatii je véasna
diagnoza, poté je mozné snizit miru imunosuprese u pacientii s podezienim na
probihajici BK virovou infekei (Sood et al. 2012). Snizeni dévky 1éku podavanych
na imunosupresi sice muze usnadnit eliminaci BKV, ale zaroven zvysuje riziko
odmitnuti stépu. V soucasné dobé se provadi detekce virové DNA v moci nebo
v krevni plazmé, pripadné se zjistuje hladina protilatek v krvi. Pravé rozdil me-
zi hladinou protilatek u darce a prijemce ledviny hraje dilezitou roli z hlediska
vzniku a prubéhu infekce po transplantaci. Predpoklada se, ze urceni hladiny ne-
utralizac¢nich protilatek u darce i prijemce jesté pred transplantaci by mohlo byt
indikatorem nésledného zvyseného rizika moznych komplikaci, kterym by se dalo
bud zcela predchazet parovanim darct a prijemci na zakladé jejich neutralizac-
niho sérostatusu, pripadné alespon vytipovat pary s vysokym rizikem vyvoje BK
infekce a ty po transplantaci intenzivnéji monitorovat, ptipadné prijit s 1é¢ebnymi
strategiemi na miru primo pro dany par dérce a piijemce (Abend et al. 2017).
Nefropatie asociovand s BKV (BKVAN) zptsobuje u prijemct ledviny dysfunkce
az ztratu stépu, a to obvykle v prvnich dvou letech po transplantaci ledviny.
Za pacienty s vyssim rizikem vyvoje BKVAN se oznacuji ti, ktefi maji ve krev-
nim séru vice nez 10 000 kopii virového genomu/ml (Hirsch et al. (2002), Korth
et al. (2019)). Riziko pro rozvoj BKVAN predstavuje podavani imunosupresiv-
nich 1é¢iv pii transplantaci. K vyvoji BKVAN dojde u 1-10 % prtijemct ledviny,
hlavné béhem prvnich dvou let po transplantaci a u vice nez 50 % z nich vede
ke ztraté stépu (shrnuto v Kuypers (2012), Korth et al. (2019)). Pro pfijemce je
tedy v pripadé detekce vétsiho poctu kopii virového genomu v krvi moznost re-
dukce imunosuprese s cilem snizeni replikace virové DNA a tim zabranéni rozvoje

BKVAN. Tento zptusob ale neni dostacujici pro uplnou eliminaci BKVAN a navic
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zvysuje riziko vzniku de novo darcovsky specifickych protilatek, tedy protilatek
ptijemce mifenych proti lidskym leukocytdrnim antigentim (HLA) endotelu stépu.

Jejich vznik je spojen s rizikem ztraty stépu (Willicombe et al. 2012).

2.1.2 Subtypy BK viru

Kapsida BK viru je ikosahedralni a je tvorena 72 pentamery majoritniho kap-
sidového proteinu VP1. Kazdy pentamer uvniti obsahuje monomer minoritniho
kapsidového proteinu VP2 nebo VP3. Sekvence VP3 je shodné se sekvenci VP2,
pouze je na N-konci o 119 aminokyselin kratsi. VP1 protein méa strukturni funkci
a predstavuje hlavni antigen rozpoznavany protilatkami. VP1 protein obsahuje
¢tyfi smycky, BC, EF, DE a HI (Obr. 2.2) (Stehle & Harrison 1996). Gen pro
VP1 protein je dlouhy 1 089 bp a kéduje 362 aminokyselin (Jin, Gibson, Booth
& Clewley 1993).

Smycky VP1 proteinu

BC

HI

Obrazek 2.2: Smycky VP1 proteinu
Vytvorila AlZbéta Hejtmankovd v programu Pymol na zdkladé Stehle € Harrison
(1996).
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Predpokladé se, Ze s receptory interaguje hlavné BC a DE smycka (Stehle
& Harrison (1996), Caruso et al. (2003)). Na zdklad¢ odlisnosti nukleotidové
sekvence VP1 proteinu byly identifikoviny ¢tyfi genotypy BK viru (Obr. 2.3),
oznacovany jako I, II, IIT a IV (ve starsi literatufe se muzeme setkat s nazvy
BKV prototyp (nyni BKV I), BKV SB (= BKV II), BKV AS (= BKV III)
a BKV IV)) (Jin, Gibson, Knowles & Clewley 1993).

Sryiky < B0
BEVl  MAPTRRKGECPGAAPKKPKEPVOVPELUKG G VEVLEVETGEVDATEVECFLNPEMGDPD
BEV-IL MARTKRKGECPG AAPKKPKEPVOVPHLLINGEVEVLEVK TGV DATEVECFLNPCMGDRD
BVl MAPTRRKGECPG AAPKKPKEPVOVPELLIKG GVEVLEVETGVDATEVECFLNPEMGDPD
BEV-IV MAPTERKGECPG ASPKRPKEPYOVPRLUKGGVEVLEVETG VDATEVECFLNPEMGDPD

Srryky B »
BEV-l EMLURGFSLELSAEN DPSSDSPERKMLPCYSTARIPLPNLNEDLTCG MLLMWEAVTVOTEY
BEV-Il DHLRGYSLELTAEN AFDSDSP DRKM LPCYSTARIPLP M LM EDLTCG MLLMWESVTVETEY
BVl DHLRGYSOHLSADN AFDSDSPDRKMLPCYSTARIPLPHLNEDLTCG MLLM W ATV TEY
BEV-IV MDLRGYSLALTAETAFDSDSPDRKMLPCYSTARIPLPMLMEDLTCG NLLMWESVTVETEY

Sy P DE s P £F

BEV-1  MGITSMUNLHAGSOKVHEH GGG KPIGSHFHFFAVGSE DPLEM OGVLM NYRTKYPOGTITR
BEV-I ISITSMLNLHAGSOKVHEN GGG KPYVOGSNFHEFAVG G DPLEM QG VLM N YRTEYPOGE TITE
BEV-I HGITSMUNLH AGSOKVHEN GGG KPYVOGSN FHFFAVG G DPLEMOGEVLMNYRTEYPOGE TITP
BEV-I 15 TSMUNLHAGSOKVH DN GGG KPIGGSHFH FRAVG G DPLEMOGVUMNYRTEYPEG TUTR

Sryiky EF >
BV KNPTACSOVMNTDHKAYLDKNNAYPVECA U PDPSANEN TRYEG TFTGGENVEPYLHVTNT
BEV-I KMPTACSOVMNTDHKAYLDKNNAYPYVECWIPD PSRN EN TRYEG TYTEGE ENVPPVLHVTNT
BEV-Il KMPTAQSCVMNTOHKAYLDKNNAYPVECWIPDPSRNEN TRYFG TYTEG ENVPPVLHVTNT
BEV-IV KNPTACSTVINTDHKAYLDK NN AYPYECWIPDPSE NENTRYEG TYTGGENVE PYLHVTNT
Saryky < HI =

BEV- ATTVLLDECGVGPLOKADSLYVEAAMCGLITNESG TOOWRE LARYFKIRLAKRSVEN PY
BEV-IL ATTVLLDEGGEVGPLOKADSLYVSAADICGLFTNESG TOOWRG LARYFKIRLAKASVEN Y
BEV-II ATTVLLDECGWGPLOKADSLYVSAAMC GLFTNESG TOOWRG LARYFKIRLAKRSVEN PY
BEV-IV ATTVLLDEDG VG PLOKADSLYYSAADICG LFTNSSGE TOOWRELPAYFKIRLAKRSVENPY

Sy

BEV-1 PISFLLSDLINARTORVDG O MYG M ESOVEEVAVFDG TERLPG DPDMIRYID KOG QLOTK
BEV-Il PISFLLSDLINARTOKVDGOP MYGE MESOVEEVRVFDG TEQLPG DP DMIRYID RO QLOTE
BEV-HIl PISFLLSDLINRRTOK VDG OGP MYG MESCVEEVRVEDG TEQLPG DP DMIRYIDROG CLOTE
BEV-IV PISFLLSDUINRRTORYDGOPMYG M ESOVEEVRVFDG TEQLPG DFDMIRYIDRDGE QLOTK

Obrazek 2.3: Sekvenc¢ni alignment VP1 proteinu subtypi BKV
Cervené jsou vyznacené aminokyseliny v povrchovijch smyckdch rozdilné mezi
jednotlivgmi subtypy. GenBank Accession numbers - BKV-1: NC-001538,
BKV-I1I: CAA79596.1, BKV-I1II: AAA46882.1 a BKV-IV: BAG84476

Obecné je v populaci nejbéznéjsi genotyp I (60 %), druhy nejcetnéjsi potom
genotyp IV (30 %). Prevalence genotypu II a IIT je pod 10 %; genotyp II je
vétsinou nachazen u pacientt po transplantaci kostni dfené nebo krevni trans-
fazi, genotyp III potom u téhotnych zen (Jin, Gibson, Booth & Clewley (1993),
Krautkramer et al. (2009)). Fylogeneticka analyza sekvence VP1 proteinu umoz-

nila rozdéleni genotypu I a IV na subtypy la, Ibl, Ib2, Ic a IVal, IVa2, IVbl,
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IVb2, IVcl a IVe2, pricemz pro evropskou a americkou populaci jsou typické sub-
typ IVe2 a Ib2 (Nishimoto et al. (2007), Zhong et al. (2009)). V této diplomové
praci jsou pro veskeré experimenty pouzivany zastupci nejhojnéji se vyskytujicich
genotypu I a IV, konkrétné subtypy Ia (BKV I) a IVe2 (BKV 1V), typické pro
evropskou populaci.

Ve studii provedené Korth et al. (2019) zaznamenali, ze se BKVAN béhem 2
let po transplantaci vyskytla ¢astéji u prijemct pozitivnich na subtyp Il a IV (ur-
¢eno pomoci PCR) nez u pacienttt pozitivnich na subtyp I, tedy nejbéznéjsi sub-
typ. Vysledky mohly byt ovlivnéné nizsim poctem pacientl pozitivnich na subtyp
IT a IV (dohromady bylo na BKV IT a IV pozitivnich 10 pacienti, z toho u 8 doslo
k rozvoji BKVAN). Na subtyp I bylo pozitivnich 46 pacienti a u 17 z nich doslo
k rozvoji BKVAN. Subtyp III nebyl do studie zahrnut, jelikoz zadny z pacientt
ucastnicich se studie nebyl na tento subtyp pozitivni. I tak vysledky naznacuji, ze
subtypu I. Potvrzuji to i vysledky experimentu in vitro na Vero bunkach infiko-
vanych bud BKV I nebo BKV IV. Mira replikace virové DNA obou subtypi byla
stejnd, presto se u bunék infikovanych subtypem IV projevil horsi cytopaticky
efekt nez u bunék infikovanych BKV I (Tremolada et al. 2010).

2.2 Interakce polyomavirt s protilatkami

BK virus se prostrednictvim svych kapsidovych proteini vaze na bunécéné re-
ceptory, coz jsou gangliosidy typu b, které obsahuji alfa-2,8-disialovou kyselinu.
Konkrétné jako receptor pro BKV mohou slouzit gangliosidy GD3, GD2, GD1b
a GT1b. Kyselina sialova je nezbytna pro prichyceni BK viru na povrch bunky.
(Neu et al. 2013). Po vstupu viru do bunky a primoinfekei, ¢asto asymptomatické,
je ustavena persistentni infekce. Replikace viru probiha ve snizené mite, jelikoz
imunitni systém je schopen udrzet virovou replikaci pod kontrolou. Jakmile je
imunitni systém oslaben, dojde k reaktivaci viru, zacne se ve zvysené mire repli-
kovat a nasledné muze dojit k rozvoji problémt zpusobenych virem. Proti BK
viru ac¢inkuje jak bunéénd, tak i protilatkova imunitni odpoved. Pri transplantaci

je ale funkce bunééné imunity umirnéna imunosupresi a proto pri ni ziskava na
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dilezitosti imunitni odpovéd zajisténa neutralizaénimi protilatkami (NAbs) (So-
lis et al. 2018). NAbs predstavuji imunoglobuliny typu G (IgG) a jsou schopny
neutralizovat plisobeni viru. Jeden z nejbéznéjsich mechanismt neutralizace je,
ze se protilatky navazi na epitopy kapsidy viru, které umoznuji prichyceni viru
na bunéény receptor. Vazba protilatek na epitopy viru blokuje interakci s bunéc-
nym receptorem a tim padem i vstup viru do buriky (Pastrana et al. 2013). NAbs
mifené proti BKV kapsidé byly poprvé zminény ve studii tymu Flaegstad et al.
(1986), ktery zjistil, ze titr NAbs koreluje s hemaglutina¢nim titrem protilatek.
Kazdy zminény subtyp vyvolava specifickou protilatkovou odpovéd a tim vzni-
ka sérotyp specificky pro dany subtyp (Pastrana et al. 2013). Takovy sérotyp
predstavuji neutralizacni protilatky specifické pro ten subtyp, kterym byl pacient
infikovan. Jelikoz se ale jednotlivé subtypy mezi sebou cCasto lisi pouze v radu
jednotek aminokyselin, dochazi ¢asto ke kiizové reaktivité protilatek s jednotli-
vymi subtypy, predevsim pak v rdmci subtypu [ a IV (Wunderink et al. 2019).
Bylo ale zjisténo, ze vsechny subtypy genotypu IV patii k jednomu sérotypu, za-
timco jednotlivé subtypy I predstavuji vice sérotypii. Subtyp Ic a Ib2 sice patii
také ke stejnému sérotypu, ale Ib1 a Ib2, jejichz sekvence se od sebe lisi jen o pét
aminokyselin, predstavuji odlisné sérotypy (Pastrana et al. 2013). Parovani darcu
a prijemctu na zakladé jejich neutralizacniho sérostatusu se jevi jako slibny zpt-
sob prevence potransplanta¢nich komplikaci zpiisobenych BK virem. Dulezitym
markerem se jevi predevsim sérostatus darce. Sérostatus prijemce podle Abend
et al. (2017) nema zas tak velky vliv na potransplantaéni komplikace. Vysvétle-
nim muze byt to, ze skrz vnaseny stép se do téla prijemce organu dostava velké
mnozstvi virovych partikuli a vzhledem k tomu, Ze je prijemce imunosuprimo-
vany, jeho neutralizacni protilatky nestaci efektivné zareagovat. Vysokd hladina
neutralizac¢nich protilatek znamena, ze protilatky zvladnou tspésné neutralizovat
de novo infekci BK virem pri transplantaci skrz vnaseny stép. Bylo dokazéano, ze
neutralizac¢ni protilatky maji vyznamny vliv na prabéh chronickych virovych one-
mocnéni zpusobenych naptiklad virem hepatitidy C u pacientti po transplantaci
jater (Fafi-Kremer et al. 2010) a proto se da jejich velky vliv pfedpokladat i u in-
fekce BK virem. Na zakladé titru neutralizacnich protilatek a pomoci urceni kon-

krétniho sérotypu by se mohli dérci a prijemci parovat tak, aby po transplantaci
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nedochéazelo k de novo infekcim. Vyznam neutralizac¢nich protilatek v souvislosti
s BK virem a nefropatii po transplantaci zkoumali Solis et al. (2018) a zjistili, ze
prijemci ledviny s nizkymi titry protilatek nebo ti ptijemci, kteri méli zpozdénou
odpovéd neutralizacnich protilatek, maji mnohem vyssi riziko vyvoje BKVAN.
I tato studie klade diraz na vyznamnost neutralizacniho profilu darce a ptijem-
ce v souvislosti s konkrétnim subtypem BK viru. Pokud mé darce neutraliza¢ni
protilatky proti jinému subtypu nez piijemce, existuje mnohem vyssi Sance, ze se
u prijemce vyvine BKVAN, nez pokud je neutralizacni sérostatus darce a prijemce
stejny. Solis et al. (2018) ve své studii také stanovili titr neutralizacnich protila-
tek vhodny pro predikei problému u piijemce, kdy titr protilatek 4 x logjo ICsq (
1Csg znadi takové fedéni vzorku, kdy doslo k 50% inhibici infektivity pseudovirio-
ni) a nizsi predstavuje piijemce s vyssim rizikem vyvoje BKVAN. U pacienti po
transplantaci, ktefi byli pozitivni na BKV DNA, byla také zaznamenéana casta
zména subtypové specificity neutralizacnich protilatek. Titr neutralizac¢nich pro-
tilatek se u nich zvysil proti tomu subtypu, na ktery byli ptiivodné pozitivni, ale
zaroven i proti dalsim subtyptum (Solis et al. 2018). To podporuje fakt, ze dochazi
k de novo infekci od darce skrz vnaseny stép.

Nefropatie se vyskytuji hlavné u pacientti s pritomnosti protilatek proti vi-
ce subtyptim zaroven. Pritomnost NAbs proti vice subtypiim nastane, pokud
je prijemce séropozitivni na jiny subtyp, nez darce ledviny. Protilatky prijemce
nejsou po vneseni Stépu schopny neutralizovat novy subtyp vneseny se stépem,
nejprve musi vzniknout subtypové specifické protilatky proti Stépem vnesenému
subtypu. Vzhledem k tomu, Ze je pacient po transplantaci imunosuprimovany, je
proces tvorby novych specifickych protilatek znacné komplikovany. A naopak, po-
kud pacienti s jiz vytvorenou imunitou proti jednomu ze subtypti BKV dostanou
ledvinu od déarce, ktery je séropozitivni na stejny subtyp, ma replikace BKV ve
stépu podobny efekt jako posilujici (tzv. booster) vakcina. Booster znamend, Ze
podpoii silnou odpovéd neutraliza¢nich protilatek (Solis et al. 2018). Tento fakt
podporuje teorii o vhodnosti parovani darcti a prijemcu dle jejich neutraliza¢niho
sérostatusu. Jak uz bylo zminéno diive, ze studie Abend et al. (2017) vyplyva, ze
predevsim neutralizacni sérostatus darce ovliviuje rozvoj BKVAN po transplan-

taci u prijemce. Solis et al. (2018) ale na zdkladé svych dat predpokladaji, ze
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rozvoj nefropatii v souvislosti s BK virem je zavisly spise na schopnosti prijemce
rychle vytvorit dostateény titr neutralizac¢nich protilatek specifickych na subtyp,
kterym jsou prijemci de novo infikovani skrz vnaseny stép, pripadné subtyp, kte-
ry je u nich imunosupresi reaktivovan. Obé studie se ale shoduji na vyznamnosti
neutraliza¢nich protilatek a potencialu urcovani neutralizacniho sérostatusu, at
uz darce nebo prijemce, a déleni do skupin s vyssim rizikem vyvoje BKVAN pravée
dle neutralizacniho statusu. Autofi studie Wunderink et al. (2019) postuluji, ze
shoda nebo neshoda u subtypové specifickych protilatek mezi donory a prijemci
stépu nemé vliv na rozvoj BKVAN a nema smysl podle tohoto kritéria parovat
dérce a ptijemce. Studie sice zahrnovala pomérné velké mnozstvi uc¢astniku (386),
ale je spoustu dalsich studii, které naznacuji opak (napt. Pastrana et al. (2012),
Pastrana et al. (2013), Abend et al. (2017) nebo Solis et al. (2018)). V této studii
(Wunderink et al. 2019) byla navic pro prukaz séropozitivity pouzita metoda Lu-
minex. Limitace této metody budou podrobnéji rozebrany v dalsi kapitole, proto
je zde jen kratka zminka, ze vysledek studie mohl byt ovlivnén nepfesnym ur-
¢enim sérotypu darcu a prijemct, jelikoz autory pouzivany rekombinantni fazni
GST-VP1, ktery byl pouzivany jako antigen, mize prezentovat jiné imunogenni
oblasti nez nativni ¢astice a tim padem s protilatkami interagovat zcela jinak.
Piinos sérologického testu pro subtypové specifické neutralizacni protilatky
vyzdvihuji i testy na mysich, jejichz vysledky souhlasi se zjisténim, Ze neutrali-
zacni protilatky jsou pro prevenci BKVAN velmi dulezité. Zaroven je ve studii
provedené Nickeleit et al. (2018) zminéno, ze subtypové specifické neutralizaéni
protilatky by mohly byt pouzity pro terapeutické ucely jako booster imunitni-
ho systému prijemce ledviny pred transplantaci. Pouziti subtypové specifickych
mysich monoklonalnich protilatek (mAbs) jako potencidlni terapie a prevence
BKVAN navrhuji i Randhawa et al. (2009), kdy testovali neutraliza¢ni aktivitu
umeéle vytvorenych protilatek proti BKV. U celkem 9 mAbs z 12 zaznamenali
neutralizacni efekt. Stejnd skupina testovala i komeréné dostupné lidské imuno-
globuliny, konkrétné Privigen (IGIV) a Cytogam (CMVIG), které jsou pacientim
podavany intravendzné pri ruznych imunodeficiencich a po transplantacich. Ty-
to imunoglobuliny maji rizikové pacienty chranit pred reaktivaci viru, Cytogam

konkrétné pred Cytomegalovirem. Zjistili, Ze i tyto komercné dostupné preparaty
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obsahuji neutraliza¢ni protilatky proti vSsem subtypim BK viru (Randhawa et al.
2015). Jako preventivni feSeni do budoucna navrhuji Pastrana et al. (2013) pou-
ziti multivalentni vakciny, ktera by byla schopnéa vyvolat protilatkovou odpovéd
proti vSem subtypim BKV u prijemcii ledviny. Pro uskutecnéni je potreba stu-
die, kterd odpovi na otézku, zda vakcina zalozena na virim podobnych c¢asticich
(VLPs) odvozenych od BKV zvladne vyvolat podobnou protilatkovou odpovéd
i na ostatni subtypy, se kterymi se ockovany jedinec jesté nesetkal. Jedna z moz-
nych verzi takovéto vakciny byla zatim testovana pouze na mysich, u kterych ale

tspésné zvladla vyvolat vznik neutralizacnich protilatek (Pastrana et al. 2013).

2.3 Sérodiagnostika BK viru

2.3.1 Sérologické testy

Momentalné jediny mozny zpusob prukazu subtypové specifickych protilatek
predstavuje virus-neutralizaéni test (VNT). Byl pouzit pro uréeni neutralizac-
niho sérostatusu darce a prijemce i ve difve zminénych studiich (napriklad Solis
et al. (2018), Pastrana et al. (2012), Pastrana et al. (2013)) vyzdvihujicich dulezi-
tost subtypové specifickych neutralizacnich protilatek. Je ale pro béznou klinickou
praxi nevhodny kviili ndroénému provedenti, je totiz nutné mit k dispozici infekéni
virus a ten testovat v bunéénych kulturach, coz je naro¢né na vybaveni, i ¢asové
(infekce trva minimalné 24 hodin) (Wunderink et al. 2019). Proto je snaha pfijit
se specifickym, ale pritom prakticky jednoduse proveditelnym sérologickym tes-
tem. Jako idedlni reseni se jevi ELISA. ELISA je sérologickd metoda, ktera se
obvykle provadi v mikrotitra¢ni 96-jamkové desticce. Na dno desticky se zakotvi
antigen, poté dochézi k blokovani, pak se ptidava primarni protilatka v podobé
testovaného séra. Pak se pridd sekundarni protildtka konjugovand s enzymem,
kterd je namifena proti primarni protilatce. Poté se do reakce pridava substrat,
ktery reaguje s enzymem navazanym na sekundarni protilatce, obvykle za zmény
barvy. Mezi jednotlivymi kroky dochazi k promyvani jamek a princip ELISA tes-
tu spociva ve vazani jednotlivych slozek, které vyusti v barevnou zménu reakce.

V pripadé, ze testované sérum neobsahuje protilatky mirené proti pouzitému an-
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tigenu, vSechny dalsi pridané slozky se postupné v promyvacich krocich odmyji

a zadnd barevnd zména nenastane (Obr.2.4).

Substrat (TMB-0)

(.

Sekundarni protilatka s kfenovou peroxidazou
P

Primarni protilatka
Antigen .
ELISA

Obrazek 2.4: Schéma ELISA testu

Prevzato a upraveno z bluelabservice.it

Na zacatku roku 2019 pfisli Wunderink et al. (2019) s novou metodou séroty-
pizace pomoci technologie Luminex. S pomoci bakteridlnitho expresniho systému
vytvorili rekombinantni glutathion S-transferdza-fizni protein BKV VP1 (GST-
VP1 protein), ktery mél celkem 6 variant, odvozenych od sekvence VP1 proteinu
sesti subtypit BKV. GST-VP1 protein navazany na fluorescen¢ni kulicky byl vy-
uzit jako antigen pro Luminex IgG immunoassay. Tato metoda je velmi podobna
ELISE, lisi se vyhodnocovanim. Luminex je vyhodnocovan pomoci lasert nebo
diod méricich, zda byl detekovan komplex antigenu a protilatky a zaroven oveéruji
silu signalu. Metoda Luminex dle autori byla schopna urcit, na jaky z testova-
nych subtypt je dany pacient séropozitivni. Nevyhodu miize predstavovat pouzity
antigen. U GST-VP1 fazniho proteinu se predpoklada, ze prezentace konformac-
nich epitopit bude jind nez u nativni ¢astice a tim padem miize i zcela jinak
reagovat. Oproti tomu pouziti VLPs nebo pseudovirioni (PsVs) jako antigenu
zajistuje prezentaci epitopt jako v prirozené formé, tudiz je tento typ antigenu
vhodnéjsi. Ve studii Kamminga et al. (2018) porovnévali vysledky séroreaktivity
ziskané pomoci ELISA s vyuzitim BKV VLPs a Luminexu s vyuzitim GST-VP1

BKYV ftazniho proteinu. Hodnoty séroreaktivity namérené obéma metodami byly
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podobné, autori ale nepracovali s jednotlivymi subtypy BK viru, zabyvali se dru-
hové specifickou séroreaktivitou napri¢ polyomaviry. I kdyz jsou vysledky ELISA
a Luminex v tomto pripadé srovnatelné, Luminex pro rozliseni subtypové spe-
cifické séroreaktivity nemusi stacit, to naznacuje studie Bodaghi et al. (2009),
kdy pri porovnavani GST-VP1 BKV a BKV VLPs pomoci ELISA testu autori
zaznamenali vyssi reaktivitu pii pouziti intaktnich VLPs jako antigenu. Poté, co
byly intaktni VLPs denaturovany, doslo k poklesu métenych hodnot. Dalo by se
predpokladat, ze vlivem denaturace dojde k vystaveni vice epitopti, které mohou
protilatky rozpoznavat a tim padem by méla byt hodnota navazanych protilatek
vyssi nez pri pouziti intaktnich ¢astic. Vysledek této studie ukazuje opak. Moz-
né vysvetleni je, ze preferencéné vznikaji protilatky proti konformacénim epitoptim
a ne proti sekvenénim epitoptim, které jsou zpristupnény denaturaci. Je také tie-
ba zminit, Ze v této studii Bodaghi et al. (2009) nebylo pouzito stejné mnozstvi
antigenu, konkrétné 25 ng GST-VP1 BKV a 50 ng BKV VLPs. Je mozné, ze
pouziti stejného mnozstvi antigenu by snizilo hodnotu navazanych protilatek na
VLPs na srovnatelné hodnoty pro GST-VP1.

Tradic¢ni zptisob sérologického testovani uz nékolik desitek let predstavuje he-
maglutinaéné inhibicni test (HIA). Tato metoda vyuziva schopnosti nékterych
virt,, mezi které patii i BK virus (Gardner et al. 1971), vazat kyselinu sialovou
na povrchu cervenych krvinek a tim je aglutinovat. V momenté, kdy se antigen
necha preinkubovat s testovanym sérem a toto sérum obsahuje protilatky proti
antigenu, dojde ke vzniku komplexu antigen-protilatka a nasledné pridané krvin-
ky uz virus neaglutinuje. Vysledek se projevi jako c¢ervena tecka na dné desticky.
V pripadé, ze sérum protilatky neobsahuje, virus krvinky aglutinuje a v jamce lze

vidét zietézené krvinky ve formé ruzového povlaku (Obr. 2.5).
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V soucasnosti se HIA jiz moc nepouziva a prednost dostavaji sérologické me-
tody presnéji méritelné a jednodussi pro rutinni laboratorni provedeni, jako tieba
vyse uvedend ELISA nebo multiplexové metody jako Luminex. Ve studii Hamil-
ton et al. (2000) ziskali titry protilatek proti BKV a JCV vyssi v ELISA testu nez
pri pouziti HIA. Jako antigeny byly pouzity piimo viriony BKV a JCV. ELISA
prokazala podstatné vyssi senzitivitu nez HIA. Pomoci obou metod byly ziskany
srovnatelné vysledky ohledné BKV nebo JCV pozitivity testovaného pacientské-
ho séra, takze specificita obou testi byla témér stejna. Vyssi senzitivita ELISA
se da vysvétlit tak, ze ELISA zachyti i reaktivitu protilatek reagujicich s dalsimi
epitopy nez jen témi, které jsou rozpoznavany pri HIA. Vysledek této studie zna-
¢ici vyssi senzitivitu ELISA testu kontrastuje s vysledkem studie Flaegstad et al.
(1986), ve které senzitivita obou testu vysla srovnatelné. Autofi ale neporovna-
vali hodnoty s reaktivitou JCV, pouzivali pouze BKV. Z praktickych divodu je
uprednostnovana ELISA, u HIA je nutnost zpracovani ¢erstvé krve a kvalita kr-
ve muze dramaticky ovlivnit vysledek. Ze dvou duvodu byl presto HIA v ramci
praktické ¢asti diplomové prace testovan. Zaprvé, Pastrana et al. (2013) ukéza-

li, ze jednotlivé subtypy BKYV interaguji rozdilné pri hemaglutinaci s krvinkami
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pochézejicimi z ruznych zdroju (testovany byly tyto krvinky: lidské O+, lidské
A+, ovéi, osli, kozi, kravské, kufeci a lami). Obecné nejlépe s BKV hemagluti-
novaly lidské krvinky obou krevnich skupin, ze zvitecich hemaglutinovaly nejlépe
kureci a lami krvinky, pricemz kuteci krvinky casto dosahovaly stejnych hodnot
jako lidské. Zbytek krvinek hemaglutinoval az na vyjimky podobné a vyrazné
méné v porovnani s lidskymi krvinkami. Nabizi se tedy moznost, Ze by pomoci
HIA mohlo dochéazet ke snazsimu odliSeni sérotypt nez pomoci ELISA. Zadru-
hé, HIA byl mezi experimenty zatazen na zdkladé publikace Mantyjéarvi et al.
(1972), ze které vyplyvé, ze hemaglutinacni vlastnosti BKV se lisi v zavislosti
na podminkéach reakce a lze tedy testovat, zda rozdily v hemaglutinacni akti-
vité pri zménach podminek hemaglutinac¢ni reakce nejsou subtypové specifické.
Predpokladali jsme, Ze hemaglutinacni vlastnosti BKV-I VLPs se budou lisit od
BKV-IV VLPs v zavislosti na podminkach reakce, konkrétné pti rtizné teploté
a pri razném pH.

Spolehlivou sérologickou diagnostiku komplikuje fakt, ze ¢asto dochézi ke kii-
zové reaktivité protilatek jak mezi subtypy, tak i mezi jednotlivymi polyomaviry,
napiiklad mezi BKV a JCV nebo MCPyV (Sroller et al. 2014). BKV VP1 sdi-
li sekvenéni podobnost 78 % s VP1 proteinem JCV a 48 % s VP1 proteinem
MCPyV (NCBI Blast). Proto se predpoklada, ze by protilatky proti jednomu
z virt mohly krizové reagovat s ostatnimi z téchto virt. Vétsina uméle vytvo-
renych neutralizacnich protilatek proti BKV ve studii Randhawa et al. (2009)
nevykazovala kiizovou reaktivitu s JCV a SV40, jedna z protilatek ale reagovala
s JCV i SV40 a nékteré z protilatek proti JCV a SV40 reagovaly s BKV. Ke
stejnému vysledku dosli i Hejtmankova et al. (2019), v jejichz studii pouze jedno
z testovanych sér vykazovalo vyssi reaktivitu s JCV i BKV. I kdyz protilatky
proti JC viru nékdy krizové reaguji s BK virem a je tfeba s timto faktem pocitat,
jedna se spise o zridka se vyskytujici jev, alesponn co se ELISA testovani tyce
(Hejtmankova et al. 2019). I u nékterych sér testovanych ve studii Kamminga
et al. (2018) byla zaznamendna kiizova reaktivita mezi JCV a BKV. Randhawa
et al. (2009) postuluji, Ze kiizové reagujici epitopy se nachdzeji hlavné uvniti kap-
sidy a jsou zpfistupnény u denaturovanych c¢astic. V pripadé intaktnich partikuli

jsou na povrchu kapsidy vystaveny predevsim specifické epitopy. V této studii se
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jednalo o identifikaci kiizové reaktivity mezi jednotlivymi polyomaviry, ne mezi
BKYV subtypy. Navic existuje moznost koinfekce vice subtypy BK viru zaroven
a takovy jedinec je pak séropozitivni na vice subtypt najednou. Je proto tézké
rozlisit, jestli reaktivita testovaného séra s antigeny zastupujicimi rtizné subtypy
znaci krizovou reaktivitu nebo se jedna o sérum pacienta koinfikovaného vice sub-
typy najednou (Pastrana et al. 2013). Pritomnost jednotlivych subtypu lze ovérit
izolaci DNA z krevniho séra pacienta a naslednou PCR amplifikaci (Korth et al.
2019). Tato nesérologickd metoda je sice rychld, jednoduché a levnd, omezuje ji
ale fakt, ze hladina virové DNA se v krvi nad detekéni limit zvedne az pri de no-
vo infekci nebo reaktivaci viru, pro kterou je obvykle potieba imunosuprese. Pro
vétsinu pacientii tedy v momenté, kdy lze virovou DNA v krvi detekovat, miize
byt jiz pozdé pro prevenci BKVAN. Pritomnost virové DNA urc¢itého subtypu
navic neznamena, ze ma dany jedinec vytvoren dostatecény titr protilatek, proto

je iz tohoto hlediska nezbytné zaradit sérologické testovani.

2.3.2 Typy antigent

Dilezitost volby spravného antigenu vyzdvihuje studie Bodaghi et al. (2009).
Séropozitivita na BKV se ménila v zavislosti na typu pouzitého antigenu a to
tak, ze antigen v podobé intaktnich VLPs poskytoval vyssi hodnoty namétenych
protilatek nez pri pouziti denaturovanych VLPs. Pii pouziti GST-VP1 proteinu
produkovaného v bakterialnim expresnim systému pravdépodobné dochazi k od-
lisné prezentaci imunogennich epitopi nez u virové partikule. To souhlasi i s vyse
uvedenymi poznatky o umisténi nékterych imunogennich epitopti uvniti kapsidy
pristupnych pouze po denaturaci (Randhawa et al. 2009). Pro pfesné sérologické
testovani je idedlni pouziti VLPs nebo PsVs, které maji v obou pripadech na-
tivni konformaci a stejné rozlozeni imunogennich epitopti jako intaktni viriony.
Zaroven nejsou naroc¢né na pripravu a manipulaci. VLPs jsou prazdné kapsidy
produkované pomoci bakulovirového expresniho systému, kdy dochazi k infekci
hmyzich bunék rekombinantnim bakulovirem nesoucim gen pro VP1 protein. VP1
protein se po infekci tvori ve hmyzich bunkach a sam se uspordda do pentamert

tvoricich kapsidu. Pro samousporadani VP1 proteinu do pentamert a jejich na-
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sledné slozeni do kapsidy nejsou potfeba minoritni proteiny VP2 a VP3 (Salunke
et al. 1986). VLPs odvozené obvykle od jediného subtypu BKV (vétsinou BKV
I) jsou nejcastéji pouzivané antigeny pro ELISA testy (Bogdanovic et al. (1998),
Viscidi et al. (2003), Kean et al. (2009) nebo Kardas et al. (2015)). Pfesto by mé-
la byt pro maximalni senzitivitu testu pouzita kombinace antigenti odvozenych
od vicero subtypu zaroven, idealné samoztiejmé od vSech existujicich subtypt. To
dokazuje vysledek studie Hejtmankova et al. (2019), ve které se ukazalo, ze pri
pouziti smési antigenu BKV I a BKV IV reagovalo 62 % vzorki sér od prijemcu
ledviny a 48 % vzorku sér od zdravych dospélych pouze s jednim z testovanych
antigent.

PsVs vznikaji v savéim expresnim systému a pouzivaji se hlavné na VNT,
proto musi obsahovat minoritni kapsidové proteiny a na rozdil od VLPs mu-
si nést uvnitt kapsidy reportérovy gen, naptiklad gen pro zeleny fluorescencni
protein (GFP) nebo gen pro luciferdzu. Toho je dosazeno kotransfekci bunék
plazmidem nesoucim reportérovy gen (Pastrana et al. (2012), Pastrana et al.
(2013)). Pokud jsou takové PsVs pouzivany jako antigen pro ELISA testy, nabizi
se otazka, zda nemuze pritomnost minoritnich proteinii ovlivnit vysledek tes-
tu. Naptiklad Pastrana et al. (2012) pfi pouziti PsVs slozenych i z minoritnich
kapsidovych proteinii zaznamenali s témito ¢asticemi silnou krizovou reaktivitu
protilatek s jednotlivymi subtypy pri pouziti ELISA testu. Minoritni kapsidovy
protein VP2 a jeho kratsi izoforma VP3 se nachazeji uvnitt pentameru slozeného
z majoritniho proteinu VP1, takze se nepredpoklddalo, ze by s minoritnim pro-
teinem nevystavenym na povrchu kapsidy mohla protilatka interagovat. V tomto
ohledu by tedy mohla byt rozhodujici kvalita pripravenych PsVs, respektive po-
dil rozlozeného materialu, ktery by mohl byt pti testech pristupny pro protilatky
proti VP2/3. V dostupné literatute vsak nelze kvalitu pouzitych PsVs dohledat.
O tom, ze protilatky proti minoritnim proteinim mohou byt v testech zachyceny
sveéddt studie provedené u virtt SV40 a JC (Corallini et al. (2012), Lagatie et al.
(2014)). U jinych polyomavirt, KI a WU viru, prokazala studie Kantola et al.
(2010) kiizovou reaktivitu zpusobenou minoritnimi proteiny. Ve studii se také
prokézalo, ze sérum obsahujici IgG proti BKV nereagovalo s VP2 a VP3 proteiny

KI viru a WU viru, avsak role minoritnich proteini v sérodiagnostice subtypovée
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specifickych protilatek BKV nebyla systematicky zkouména.

Pro tcely mé diplomové prace byly PsVs pripravovany bez reportérového genu.
PsVs jsou navic velmi vhodné pro genetické manipulace, pravé diky zpiisobu jejich
pripravy. Pro cilenou mutagenezi staci zavést mutaci do sekvence genu pro VP1
protein na daném vektoru a timto vektorem pak transfekovat bunky. Antigeny
pro testovani mize byt vyhodné modifikovat. Geneticky l1ze upravovat i VLPs. Jiz
v minulosti bylo provedeno velké mnozstvi experimentt zahrnujicich inzerci do
smycCek VP1 proteinu riznych polyomavirti, naptiklad Kojzarova (2011) provedla
substituci v oblasti DE smycky VP1 proteinu MPyV a dokazala, ze tato uprava
nijak nenarusila schopnost samousporadani se do ¢astic ani stabilitu vznikajicich
VLPs. Podobné pripravovali chimerické VLPs kiec¢éiho polyomaviru s vlozenym
epitopem i ve studii Mazeike et al. (2012) nebo ve studii Lasickiené et al. (2012).
I v téchto studiich nemély provedené manipulace vliv na stabilitu nebo strukturu
¢astic. Manipulaci s BC smyckou v nasi laboratori provadéla Sekavova (2017).
Pripravila VLPs odvozené od VP1 MPyV, ale cela sekvence pro BC smycku byla
nahrazena sekvenci BC smycky BKV I nebo BKV IV. Takto pripravené struktury
VP1 mély slouzit jako antigen pro ELISA a cilem experimentu bylo identifikovat
subtypoveé specifické protilatky v sérech hyperimunizovaného kralika i v lidskych
sérech. V tomto piipadé vsak byla negativné ovlivnéna stabilita ¢astic (VLPs
nevznikaly) a reaktivita rekombinantnich struktur byla bohuzel nizka, tudiz se

nepodarilo odlisit subtypové specifickou séroreaktivitu.



26

3. Hypotézy a cile

V diplomové praci jsem testovala dvé hypotézy:

o Pomoci HIA testu bude mozné odlisit protilatky namirené proti subtypum

I a IV BKV snadnéji nez pomoci standardnitho ELISA testu

e Pomoci cilené mutageneze bude mozné ve VP1 proteinu identifikovat misto

diilezité pro specifickou interakci protilatek se subtypy BKV I a BKV IV

Dlouhodobym cilem této prace je prispét k vyvoji sérologického diagnostic-
kého testu umoznujicimu spolehlivé rozliseni subtypti I a IV BKV. Prace ma tri

diléi cile.
Prvni diléi cil diplomové prace navazuje na prvni stanovenou hypotézu:

1. Optimalizovat podminky HIA tak, aby doslo k sérologickému odliseni subtypo-
vé specifickych protilatek v kontrolnich krali¢ich sérech a precharakterizovanych

lidskych sérech.
Druhy diléi cil navazuje na druhou hypotézu:

2. Pomoci cilené mutageneze pozménit VP1 protein subtypu IV tak, aby sekvence
aminokyselin v oblasti DE a EF smycky byla shodna se sekvenci aminokyselin
subtypu I a otestovat reaktivitu téchto ¢astic na souboru precharakterizovanych
lidskych a zvirecich sér. V DE smycce se jedna o zaménu asparaginu za histidin
(N139H), v EF smycce o dvé zamény, kyseliny glutamové za kyselinu aspara-
govou (E175D) a valinu za isoleucin (V178I). Budou tedy pripraveny dva typy
castic, jedny s mutaci v DE smycce a druhé se dvémi mutacemi v EF smycce.
Modifikované c¢astice budou testovany pomoci ELISA testu. Predpoklada se, ze
pri zasahu vyznamného epitopu dojde u modifikovanych ¢astic k poklesu reakti-
vity s monospecifickym sérem obsahujicim protilatky proti BKV IV a pripadné
zacnou byt tyto ¢astice rozeznavany monospecifikym sérem obsahujicim protilat-
ky proti BKV I protilatky. Nemutované c¢astice budou mit se sérem obsahujicim

protilatky proti subtypu IV vyssi reaktivitu, nez mutované ¢astice.

Na zakladé tireti hypotézy byl formulovan treti dil¢i cil nasledovné:
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3. Ovérit, zda je v ELISA testu reaktivita protilatek s pseudoviriony a VLPs
srovnatelna a urcit, zda pritomnost minoritnich proteina reaktivitu ovlivnuje.
Pro naplnéni tohoto cile budou srovnavany VLPs (slozené pouze z VP1) obou
subtyptt s PsVs (slozené pouze z VP1 proteinu nebo z VP1/VP2). Céstice s VP3
pouzité nebyly, jelikoz VP3 protein je shodny VP2, pouze je o 119 aminokyselin
kratsi, takze stac¢i otestovat Castice jen s minoritnim proteinem VP2. Pokud se
pri kiizové reaktivité v ELISA testu mohou vyznamné uplatnovat protilatky na-
mifené proti minoritnim proteintim, ocekavame vyssi reaktivitu polyklonalniho
séra s Casticemi obsahujicimi i minoritni protein nez s ¢asticemi tvorenymi jen

majoritnim proteinem VP1.
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Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Primarni protilatky a séra

Krali¢i protilatka proti BKV I (polyklondlni, fedéna 1:500, pfipravena Ma-

rianou Stancikovou)

Kréli¢i protilatka proti BKV IV (polyklonélni, Rb anti BKV IVc2, fedéna
1:5 000)

Kréli¢i protilatka proti VP1 SV40 (polyklonalni proti SV40 VP1, Abcam
abb3977, fedéna 1:1 000)

Kréli¢i protilatka proti VP2/3 (krdli¢i polyklonalni proti BKV VP2/3,
CKT, fedéna 1:1 000)

Mysi protilatka proti BKV I VP1 (monoklonalni proti VP1 BKV I, pripra-

vena Sandrou Kozmanovou, fedéna 1:5)

Mysi protilatka proti VP1T MPyV (monoklonélni IgG proti MPyV VP1,
fedéna 1:100)

Cytotect®CP Biotest: Lidské IgG proti cytomegaloviru 100U /ml, fedéno
1:400

Precharakterizovand lidsk4 séra (viz Tabulka 4.1)
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Lidské sérum | Precharakteristika (BKV)
6030 IV pozitivni
6029 I pozitivni
6011 neprovedena
M30 negativni

3 I pozitivni

) LIV pozitivni
19 IV pozitivni
30 LIV pozitivni
40 LIV pozitivni
41 negativni

Tabulka 4.1: Precharakteristika lidskych sér
Vsechna lidskd séra byla poskytnuta spolecnosti VIDIA s r.o. a byla
precharakterizovana pomoci ELISA RNDr. Katerinou Roubalovou CSc., cdst
z nich (séra 6030 a 6029) Alzbétou Hejtmdnkovou (Sekavova 2017).

4.1.2 Sekundarni protilatky

o GuRb-Px: Kozi protilatka proti kralicim imunoglobulinim konjugovana

s kfenovou peroxidazou, Fc fragment-specifickd, fedéna 1:1000 (BioRad)

o GuaM-Px: Kozi protilatka proti mysim imunoglobulintim konjugovand s kre-

novou peroxidazou, Fc fragment-specifickd, fedéna 1:1 000 (BioRad)

o GoHu-Px: Kozi protilatka proti lidskym imunoglobulinim konjugovana
s kienovou peroxidazou, Fc fragment-specificka, redéna 1:3 000 nebo 1:6

000

4.1.3 Viry a virtim podobné castice

e Rekombinantni bakulovirus produkujici majoritni kapsidovy protein BK
viru VP1 subtypu Ia (Gardner strain, GenBank ¢islo: NC-001538), pripra-
ven Veronikou Hruskovou a Marianou Stancikovou, pouzivany pro produkci

viraim podobnych ¢astic odvozenych od BKV subtypu Ia (VLPs I)
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Virim podobné ¢astice tvorené VP1 proteinem, odvozené od BKV subtypu
IVe2 (VLPs IV), pripravené Alzbétou Hejtmankovou, pomoci rekombinant-
niho bakuloviru produkujiciho majoritni kapsidovy protein BK viru VP1

subtypu IVe2 (A-66H strain, GenBank ¢islo: BAG84476)

Virim podobné castice tvorené VP1 proteinem mysiho polymomaviru
(MPyV VLPs), BG strain, GenBank ¢islo: AF442959, pripravené Jifinou

Z4ckovou Suchanovou

4.1.4 Roztoky a chemikalie

1x PBS (fosfatovy pufr): 137 mM NaCl (Lachner), 2,7 mM KCl (Lachema),
10 mM NayHPO4O (Penta), 1,8 mM KHyPOy (Lachner), pH 7,4 upraveno
pomoci HCI

10x Pufr B: 10 mM Tris-HC1 pH 7,4 (Serva), 150 mM NaCl (Lachner), 0,01
mM CaCl, (Sigma-Aldrich)

1M Tris-HCI: 30,29 g Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Serva)) ob-
jem doplnén dH5O do 250 ml, pH 7,4 upraveno pomoci HCI

0,5x Tris-boratovy pufr (TBE): 45mM Tris, 45 mM kyselina borita, 1 mM
EDTA-NaOH, pH 8,0

Spodni gel pro SDS-PAAGE (12%): 4 ml 30% akrylamidu (Serva), 4,5 ml
Tris-HCI, pH 8,8 (Sigma), 120 pl 10% SDS (w/v) (Sigma), 3,25 ml ddH,0,
40 pl 10% (w/v) persiranu amonného (Serva), 8,5 ul TEMED (Sigma)

Zaostiovaci gel pro SDS-PAAGE (5%): 0,5 ml 30% akrylamidu (Serva),
0,375 ml Tris-HCI, pH 6,8 (Sigma), 30 ul 10% SDS (w/v) (Sigma), 2,11
ml ddH,O, 20 pl 10% (w/v) persiranu amonného (Serva), 5 ul TEMED
(Sigma)

Running buffer: 25 mM Tris (Serva), 192 mM glycin (Sigma), 0,1% SDS
(w/v), pH 8,3
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Blotting buffer: 25 mM Tris (Serva), 195 mM glycin (Sigma), 20% (v/v)
methanol (Lachema), ph 8,3

5x Laemmliho pufr: 1,25% SDS (w/v) (Sigma), 50 mM Tris-HCI (pH 6,8),
25% B-merkaptoethanol (Serva), 50% (v/v) glycerol (Lachema), 0,005%

bromfenolovd modf (Lachema)

Vyvolavaci roztoky: Smés roztoku A a B v poméru 1:1. Roztok A: 0,1 M
Tris-HCI, pH 8,5 (Sigma), 250 mM Luminol (Sigma), 90 mM kyselina p-
kumarovd (Sigma) v dH2O. Roztok B: 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 (Sigma),
0,02% (v/v) HyOq (Sigma) v dH,O

2% (w/v) BSA (hovézi sérovy albumin, Sigma) v PBS pro ELISA

0,2% (w/v) BSA v PBS pro hemaglutinaci a hemaglutinaéné inhibiéni test
5% (w/v) susené mléko v PBS

10% Triton X-100 (Pierce #28314)

1% (w/v) agaréza (Amresco) v 0,5x TBE

40 % (v/v) glycerol - priprava bakterialnich konzerv

2% kyselina fosfowolframova (PTA), pH 7,3 - ptiprava siték pro elektrono-

vou mikroskopii

Ethidium bromid - vizualizace DNA po elektroforéze

6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific) - barva pro elektroforézu
Imperial Protein Stain (Thermo Scientific) - barveni gelu po SDS-PAAGE
TMB-O - substrat pro ELISA, viz kapitola 4.1.6 (Vidia)

X-Gal (Fermentas), koncentrace 20 mg/ml, pfidavan na agarové plotny pro

selekei bakteridlnich bunék

IPTG (Fermentas), koncentrace 20 mg/ml, pfiddvan na agarové plotny pro

selekei bakteridlnich bunék
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4.1.5 Markery molekulovych vah

o Marker pouzivany pro DNA elektroforézu: GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas, Obr. 4.1)
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Obrazek 4.1: Marker pouzivany pro DNA elektroforézu
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o Marker pro SDS-PAAGE: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific, Obr. 4.2)
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Obrazek 4.2: Marker pouzivany pro DNA elektroforézu
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4.1.6 Komercni soupravy
o Qubit®Protein Assay Kit (Invitrogen) - stanoveni koncentrace proteint

« Q5 Site Directed Mutagenesis Kit (NEB) - cilend mutageneze

 Phusion® Site-Directed Mutagenesis Kit (Thermo Fisher Scientific) - cilend

mutageneze

o GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) - izolace plazmidu
z bakterialni kultury

o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) - izolace plazmidu z bakteridlni kul-
tury

o JetStar 2.0 Endotoxin-free Maxiprep Kit (Genomed) - izolace plazmidu

z velkého objemu bakterialni kultury

. ELISA kit (Vidia)

4.1.7 Software

o itTEM 5.1 (Olympus soft imaging solutions GmbH)

Genb

NanoDrop

PyMol

SnapGene (GSL Biotech)

Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems)

4.1.8 Pristroje

 Aparatura pro horizontélni agarézovou elektroforézu multiSub Mini (Clea-

ver)

» Aparatura pro SDS-PAAGE (Bio-Rad, Hoefer)
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Aparatura pro Western Blot (Bio-Rad)
Centrifuga 3K30 (Sigma)

Centrifuga GS-15R (Beckman)

Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraus Sepatech)
Centrifuga Microfuge® (Beckman)

CO; termostat (Forma Scientific)

DeepFreeze MDF-U5B3V (Sanyo)

ELISA reader (Epoch BioTek)

Elektronovy mikroskop JEOL JEM 1200EX
Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad)
Fluorescen¢éni mikroskop Axio Observer.A1l (Carl Zeiss)
Konfokalni mikroskop Leica TCS-sp

Kultivacni tfepacka Orbital Shaker (Forma Scientific) a Orbi-Safe TS
(Gallenkamp)

Lamindrni box (Forma Scientific)

Lamindrni box (Forma Scientific)

Magnetickd michacka IKA® Big Squid

Mikrocentrifuga® 16 Beckman Microfuge Centrifuge (Beckman Coulter®)
Minicentrifuga Centrifuge C1200 (Labnet)

Mikroskop Leica DMil (Leica)

Mikrovlnna trouba (Vestel)

NanoDrop Spectrofotometr ND-1000 (NanoDrop Technologies)

PCR cykler Mastercycler EP gradient S (Eppendorf)
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pH metr LANGE H138 miniLab™ (Hach)

pH metr S20 SevenEasy (Mettler Toledo)
Qubit® fluorometr (Invitrogen)

Refraktometr ABBE (Carl Zeiss Jena)
Rozebira¢ gradienti (Beckman)

Sonikator Soniprep 150 (Schoeller Pharmacia Praha)
Sonikator QSonica (Q500)

Termobox LBT 165 (Zanussi)

Termoblo¢ek CH-100 (Biosan)

Termoblocek Bio TDB-100 (Biosan)
Termostat TCH100C (Biosan)

Termostat Labtech LIB-080M (Labtech)
Trepacka Duomax 1030 (Heidoplh)

Trepacka Shaker 30 (Labnet)

Ultracentrifuga Optima TM L-90K (Beckman)
UV transluminator (BioLum)

UV transluminator Electronic EAC-20 Dual Light Translluminator (Ultra
Lum)

Véhy - analytické (Ohaus)

Vahy 440-33 (Kern)

Vilber Fusion Fx (BioConsult Laboratories)
Vodni lazen (Grant Instruments)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

Zdroj PowerPac ™ Basic (BioRad)
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4.1.9 Enzymy

Trypsin (Sigma)

Neuraminidéza z Vibrio cholerae (Sigma)
Restrikéni endonukledzy (NEB, Fermentas)
Benzonaza (Sigma-Aldrich)

RN&aza A (Sigma-Aldrich)

DNéza I (Roche)

DreamTaq Polymeraza (Fermentas)

Vent® DNA polymeraza (Fermentas)

4.1.10 Primery pro PCR

Vsechny primery jsou pfipraveny firmou IDT (Integrated DNA Technologies)

e Primery po mutagenezi v EF smycce, purifikace DSL

mut-BKV-IV-EF-Asp-Ille-Fw: 5 ACC ATC ACA CCC AAG AAC CCA
ACC - 3, Tm 65°C

mut-BKV-IV-EF-Asp-Ille-Rv: 5- GCC ATC GGG ATA CTT GGT GCG
ATA G - 3, Tm 63°C

Primery pro mutagenezi v DE smycce, purifikace DSL

mut-BKV-IV-DE-His-Fw: 5 GGT GCA CGA GCA CGG CGG CGG - 3|
Tm 77°C

mut-BKV-IV-DE-His-Rv: 52 TTT TGG CTT CCG GCG TGC AGA TTC
-3, Tm 72°C

Primery po mutagenezi v DE smycce purifikované pomoci PAGE purifikace

mut-BKV-IV-DE-His-Fw-pur: 5 GGT GCA CGA GCA CGG CGG CGG
-3, Tm 70,8°C
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mut-BKV-IV-DE-His-Rv-pur: 5° TTT TGG CTT CCG GCG TGC AGA
TTC - 3 Tm 62,5°C
Primery pro sekvenovani kapsidovych proteini BKV, purifikace DSL
EFla - Fw 52 TCA AGC CTC AGA CAG TGG TTC - 3] Tm 71°C
WPRE - Rv 5 CAT AGC GTA AAA GGA GCA ACA - 3] Tm 67°C
SV40-ori-Fw 5- CCT AAC TCC GCC CAG TTC C - 3, Tm 73°C

EBV -rev: 5- GTG GTT TGT CCA AAC TCA TC - 3, Tm 65°C, navrzeny
pomoci NEBaseChanger

4.1.11 Vektory

pBKV-IV-VP1 - plazmid nesouci gen pro VP1 BKV IV (Obr. A.2), pou-
zit pro produkci pseudovirionti tvorenych VP1 proteinem odvozenych od

subtypu BKV IV (PsVs IV) a jako templdt pro mutagenezi

BKV-D - plazmid nesouci gen pro VP1 protein BKV I (poskytnut RNDr.
Martinou Saldkovou, Ph.D.), pouzit pro produkci pseudoviriont tvorenych

VP1 proteinem odvozenych od subtypu BKV I (PsVs I)

pBKV-IV-VP1/2 - plazmid nesouci gen pro VP1 a VP2 BKV IV (Obr.
A.3), pouzit pro produkei pseudoviriont tvorenych VP1 a VP2 proteinem
odvozenych od subtypu BKV IV (PsVs VP1/2), poskytnut RNDr. Lenkou
Hornikovou, Ph.D.

pmaxGFP - kontrolni plazmid nesouci gen pro GFP (Amaxa)

4.1.12 Bunécéné linie

Sf9 - klonalni linie hmyzich bunék izolovanych z ovarii miry Spodoptera

frugiperda (ATCC No. CRL-1711)

293TT - lidské bunky, odvozené od 293T, které byly ptivodné odvozené od

HEK-293 bunék, coz jsou lidské embryonalni bunky ledvin.
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4.1.13 Expresni systémy

o Bakulovirovy expresni systém pro produkci VLPs s pomoci hmyzich Sf9
bunek: Diky Bac-to-Bac systému byly produkovany virim podobné ¢éstice
tvorené VP1 proteinem BKYV. Princip systému spociva v mistné specific-
ké transpozici plazmidového vektoru do bakmidu v bakteriich. Plazmidovy
vektor obsahuje pozadovany gen (v tomto pripadé gen pro VP1 protein
BKV). Bakmid je bakulovirovy kyvadlovy vektor obsahujici kanamycino-
vou, tetracyklinovou a gentamicinovou rezistenci a gen pro LacZa. V mo-
menté, kdy dojde k tispésné transpozici plazmidového vektoru nesouciho
gen zajmu, je sekvence kodujici LacZa prerusena. To umoznuje identifikovat
rekombinantni bakmidy. Kdyz do média priddme induktor IPTG a chro-
mogenni substrat X-Gal, kolonie s rekombinantnim bakmidem budou bilé,
kolonie bez rekombinace naopak modré. Z bilych kolonii je mozno vyizolo-
vat DNA a infikovat s ni hmyzi bunky. Po infekci bunék dojde k expresi
vlozeného genu (zde pro VP1 protein) v bunikach a VP1 se poté sdm uspora-
da do VLPs. Zaroven je rekombinantni bakulovirus produkovan do média,

které mize byt opétovné vyuzito pro dalsi infekce.

o Savéi expresni systém pro produkci PsVs s pomoci 293TT bunék: Sav-
¢l bunky 293TT jsou odvozené z bunécné linie lidskych embryonalnich
bunék ledvin HEK-293. Bunky HEK-293 byly imortalizovany adenovi-
rem a po transformaci virem SV40 vznikla bunécna linie 293T. Proto-
ze 293T exprimovaly pouze malé mnozstvi velkého T antigenu SV40,
byly transfekovany expresni kazetou a tak vznikla dalsi bunécna li-
nie 293TT. Bunky 239TT obsahuji expresni kazetu s genem pro vel-
ky T antigen SV40 a navic gen kédujici rezistenci na hygromycin (htt-
ps://ccrod.cancer.gov/confluence/display /LCOTF /293TT). Po transfekci
bunék plazmidem obsahujicim pozadovany gen (v tomto pripadé gen pro
VP1 protein) dochazi k expresi tohoto genu, tvorbé proteinu VP1 a jeho

samousporadani do PsVs.
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4.1.14 Kultivacni média
4.1.14.1 Kultivaéni média pro bakterie

o LB médium (Luria-Bertani médium): 1% (w/v) pepton (Imuna), 0,5%
(w/v) kvasni¢ny extrakt (Imuna), 1% (w/v) NaCl

e SOC médium: 2% (w/v) pepton pro bakteriologii (Imuna), 0,5% (w/v)
kvasni¢ny extrakt (Imuna), 10 mM NaCl (Sigma), 2,5 mM KCI (Lachema),
20 mM glukdza (Serva), 10 mM MgCl, (Sigma), 10 mM MgSO, (Sigma)

4.1.14.2 Kultivaéni média pro hmyzi bunky

o Hmyzi médium bez séra: TNM-FH insect medium (Sigma)

o Hmyz{ médium se sérem: TNM-FH insect medium (Sigma), 10% FBS -
fetalni teleci sérum (Sigma), podle potfeby 1/100 objemu smési antibiotik

pro tkanové kultury (viz kapitola 4.1.16)

4.1.14.3 Kultivaéni média pro savcéi bunky

e DMEM médium bez séra: DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(Sigma), 2 mM L-glutamin (Gibco)

e DMEM médium se sérem: DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(Sigma), 2 mM L-glutamin (Gibco), 10% FBS - fetdlni teleci sérum (Sigma),

podle potieby 1/100 objemu smési antibiotik pro tkanové kultury

4.1.15 Antibiotika

o Zeocin™(InvivoGen), koncentrace 50 pg/ml, pro selekci bakteridlnich bunék

o Ampicilin (Biomedika), koncentrace 100 pg/ml, pro selekci bakteridlnich

bunék

« Kanamycin (Biomedika), koncentrace 50 pg/ml, pro selekci bakteridlnich

bunck
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« Smeés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma, Gibco), zdsobni roztok je 100x
koncentrovan, v 1 ml je obsazeno 10 000 jednotek penicilinu, 10 mg strep-

tomycinu a 25 mg amphotericinu B

4.1.16 Bakterialni kmeny

e Topl0 - elektrokompetentni kmen bakterie Fscherichia coli, genotyp: F -
merA 6(mrr-hsdRMS-merBC) @80lacZolacX 74 recAl araD139 6(ara leu)
7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG - pripraveny Janou Véanovou

o Stellar™ (Clontech) - bakteridlni kmen s vysokou u¢innosti transforma-
ce, genotyp: F-, endAl1, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96, phoA, ¢80d
lacZo6M15, &(Lacha-argF) U169, 6(mrr-hsdRMS - merBC), émerA, A-

o NEB 5-aplha Competent Escherichia coli, sou¢ast komercéni soustavy Q5

Site Directed Mutagenesis Kit

4.1.17 Agarové plotny

o Plotny z LB agaru (Luria-Bertani medium with agar): 1% (w/v) pepton
(Imuna), 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt (Imuna), 1% (w/v) NaCl, 1,5%

agar (Imuna)

4.1.18 Mikrotitracni desticky

o Multiwell Immuno Plate, Maxisrop, 96 well. M9410-1CS (Sigma-Aldrich) -
klasické desky pro ELISA

o Microplate 96 well, PS, Half Area, Transparent Microcolon ®, High Binding,
ref: 675061 (Greiner Bio-one) - polovi¢ni desky pro ELISA

o Mikrotitra¢ni desticka U, V400916 (Gama Group a.s.) - desticky pro HA
a HIA
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4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace

Pouzivané roztoky, spicky k pipetdm a mikrozkumavky byly sterilizovany v au-
toklavu po dobu 30 minut, pri 127°C, pri 120 kPA. Chemické nadobi bylo po
uzavreni aluminiovym vickem sterilizovano horkym vzduchem pii 160°C po dobu
t11 hodin. Mikrobiologické hokejky, pinzety a klicky byly sterilizovany opédlenim
v plameni po namoceni v ethanolu. Laminarni box byl desinfikovan vysvicenim

UV svétlem po dobu 30 minut.

4.2.2 P¥iprava ddH,0

Priprava ddH,O (PCR vody) probihala v lamindrnim boxu. Sterilni st¥ikackou
byla nasata demi H,O bez ionti, poté byl na stfikacku nasazen jeden sterilni filtr
o prumeéru 22 pm a jeden o pruméru 0,45 pm. Pres tyto filtry pak byla ddH20

rozplnéna do sterilnich zkumavek.

4.2.3 Prace s bakterialnimi kulturami
4.2.3.1 Kultivace bakterii

Kultivace bakterii probihala na plotnach z LB agaru v termostatu pti 37°C po
dobu 16 hodin, pripadné v tekutém médiu v tfepacce po zaockovani, rovnéz po
dobu 16 hodin pii 37°C a 250 rpm. Do média i ploten bylo ptridavano selekéni
antibiotikum podle toho, jaky gen pro rezistenci nesl plazmid v kultivovanych

bakteriich.

4.2.3.2 Elektroporace

Kompetentni bakterie byly rozmrazeny na ledu. Reakéni smés byla pfipravena
smichdnim 45 ul elektrokompetentnich bakterii s 1 pl plazmidu a inkubovana
1 minutu na ledu. Poté byla smés prevedena do sterilni elektroporacni kyvety
o vzdélenosti elektrod 2 mm a osusena kyveta vlozena do elektroporatoru Gene

Pulser Apparatus (Bio-Rad), kde byl do reakéni smési aplikovan pulz 25 uF, 2,5
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kV, 200 © o délce 4,9 ms. Ke smési byl okamzité pridan 1 ml SOC média a po
resuspendovani smés prevedena do Erlenmayerovy banky. Po inkubaci pri 37°C po
dobu 1 hodiny na t¥epacce (200 rpm) byla bakteridlni kultura vyseta na agarové

plotny se selek¢nim antibiotikem a inkubovana 18 hodin ve 37°C.

4.2.3.3 Priprava bakterialnich konzerv

K suspenzi bakterii narostlych v LB médiu pres noc pri 37°C byl pridan 40%
(v/v) sterilni glycerol (Lachema) v takovém poméru, aby vyslednd koncentrace
glycerolu byla 20% (v/v). Takto pfipravené bakterialni konzervy byly skladovany
pri -80°C.

4.2.4 Prace s DNA
4.2.4.1 Izolace plazmidové DNA

Plazmidovd DNA byla izolovana ze suspenze bunék, ktera byla ziskana ockova-
nim. Kolonie narostlé na agarové plotné byly pomoci sterilniho paratka zaockova-
ny do smési LB média a Zeocinu (pro minipreparaci do 5 ml, pro maxipreparaci
do 100 ml). Nésledovala inkubace na trepacce po dobu 16 hodin pii 37°C pri
200 rpm. Poté byly bunky zcentrifugovany po dobu 20 minut pti 4°C, 4 000x g.
Ziskany pelet byl pak pouzit pro izolaci plazmidové DNA. Pro izolaci plazmidové
DNA byly pouzivany tii druhy komer¢nich souprav, JetStar Endotoxin-free Plas-
mid Purification Kit Maxiprep, GenElute HP Plasmid Miniprep Kit a QIAprep
Spin Miniprep Kit. GenElute a QIAprep slouzily pro minipreparaci plazmidové
DNA, JetStar Endotoxin-free kit slouzil pro maxipreparaci plazmidové DNA bez

endotoxinti. Izolace probihala dle pokynii vyrobce dané soupravy.

4.2.4.2 Meérfeni koncentrace DNA

Meéreni koncentrace DNA probihalo pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-
1000 dle navodu. Koncentrace byla stanovena mérenim absorbance pti vinové dél-
ce 260 nm. Cistota DNA byla kontrolovdna pomoci poméru absorbance 260 /280
a 260/230.
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4.2.4.3 Sekvenace DNA

Sekvenacni reakce byla michana do objemu 8 nl tak, aby obsahovala 5 pmol pti-
slusného primeru a 3 ng/100 bp plazmidové DNA (Tab. 4.2). Primery pouzivané
na sekvenaci: EFla-Fw, WPRE-Rv, SV40-ori-Fw, Ebv-rev. Samotnou sekvenaci

poté provadéla Laborator sekvenace DNA v Biocevu na pristroji MiSeq Illumina.

Pro objem reakce 8 pl | Slozky reakce

3 ng/ 100 bp plazmidovda DNA

0,5 nl primer (10 pM)
ddH,O

Tabulka 4.2: Sekvenacni reakce

4.2.4.4 Horizontalni agarézova elektroforéza

Pro ptipravu 1% (w/v) agarézového gelu pro rozdéleni molekul DNA podle ve-
likosti byl pripraven povarenim agarézy v 0,5x koncentrovaném Tris-bordtovém
pufru (TBE). Do tekutého gelu byl pridan ethidium bromid (EtBr) (Serva) tak,
aby vyslednd koncentrace EtBr v gelu byla 0,5 ng/ml. Takto pfipraveny gel byl na-
lit do sestavené vany se vsunutym hrebinkem pro vytvoreni jamek. Gel tuhnul 30
minut pti RT, poté byl pfenesen do elektroforetické vany, zalit 0,5x koncentrova-
nym TBE a do jamek byly nanaseny vzorky smichané s 1 nl 6x DNA Loading Dye
(Thermo Fisher Scientific). Prvni jamka obsahovala 3 pul markeru (Gene Ruler™
1 kb Plus DNA Ladder, Fermentas). Elektroforetické déleni probihalo za napéti
5 V/cm obvykle 40 minut. Gel byl nésledné vyhodnocovan pod UV transluminé-

torem a vyfocen.

4.2.4.5 Restrikcni stépeni DNA

Pro ovéteni kvality a velikosti vyizolované plazmidové DNA bylo provadéno re-
strikéni stépeni. Restrikéni reakce byla namichana dle Tab. 4.3, v ptipadé potieby
byl pridan 1 pul dalsiho restrikéniho enzymu. Reakce probihala pii 37°C po dobu
1 hodiny. Nasledné byly jednotlivé vzorky nanaseny na agarézovou elektroforézu

pro vizualizaci.
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Pro objem reakce 20 nl

Slozky reakce

1 ng DNA
1l restrikéni enzym
2l 10x pufr

ddH,0O

Tabulka 4.3: Restrikéni reakce

Pro amplifikaci genu pro VP1 protein a zaroven jako soucast protokolu pro cilenou

mutagenezi byla vyuzivina polymerazova fetézova reakce (PCR). Primery byly

fedény ze zasobniho 100nM roztoku na pracovni koncentraci 10 ptM. Reakce byla

namichana dle rozpisu v Tab.4.5 a probihala s nastavenim cyklu popsanym v Tab.

4.4.
Pocet opakovani | Teplota Doba trvani
1x 94°C 3 minuty
94°C 40 vtefin
30x X°C (dle Tm primerti) | 50 vtefin
72°C 1 minuta
1x 72°C 2 minuty

Tabulka 4.4: Nastaveni PCR cyklu
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Pro objem reakce 25 nl | Slozky reakce

200 ng templatova DNA

0,5 nl dNTPs (10 pM)

1nl primer Fw (10 pM)

1l primer Rv (10 pM)

2,5 nl pufr

0,5 ul polymeraza
ddH,0O

Tabulka 4.5: Slozky PCR reakce

4.2.4.7 cPCR

Pro identifikaci pozadovaného fragmentu v narostlych koloniich byla pouzivana
scolony“ PCR (cPCR). Narostlé kolonie byly pfeneseny na novou plotnu a zaroven
byla ¢ast dané kolonie prevedena do 50 ul ddH,O. Takto pripravené vzorky byly
inkubovany 5 minut pii 96°C a po vychladnuti byly zcentrifugovany pri 14500 x
g po dobu 5 minut. Poté byly 3 pl supernatantu pouzity jako templat pro PCR
reakci (o objemu 25 pl).

4.2.4.8 Mutageneze

Cilend mutageneze pro zavedeni mutace do genu pro VP1 v oblasti DE a EF
smycky probihala podle protokolu ke komeréni soupravé Q5 Site Directed Mu-
tagenesis Kit (NEB). Cyklus na PCR cykleru pfi mutagenezi byl nastaven dle
rozpisu v Tab. 4.6.
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Pocet opakovani | Teplota Doba trvani
1x 98°C 3 minuty
98°C 10 vtefin
25Hx 65°C 20 vtefin
72°C pro DE mutaci
3,5 minuty
65°C pro EF mutaci
1x 72°C 2 minuty

Tabulka 4.6: Cyklus pro mutagenezi

4.2.5 Prace s tkanovymi kulturami
4.2.5.1 Pasazovani savcich bunék 293TT

Bunky 293TT byly péstovany v médiu DMEM se sérem a antibiotiky na Petriho
miskdch (PM) o pruméru 10 ecm. Burky byly péstovany v COs inkubatoru s 5%
atmosférou COy pti 37°C. Kdyz byly bunky na misce konfluentni, bylo z PM
odsato médium a bunky byly oplachnuty 2 ml versenu. Po prokyvani byl versen
odsan a k bunkam byl priddn 1 ml trypsinu. Nasledovala inkubace po dobu 5
minut pri 37°C. Po resuspendovani bunék v predehratém médiu byly bunky vy-
sévany na nové misky o pruméru 6 cm do celkového objemu 6 ml v poméru 1:8
az 1:10. Bunky byly obvykle pasdzovany jednou za 3-4 dny v zavislosti na jejich

hustoteé.

4.2.5.2 Transfekce savéich bunék 293TT

Bunky 293TT byly vzdy 24 hodin pted transfekci zpasazovany a vysety na PM
o pruméru 6 cm. Pred transfekci bylo ve zkumavce smichano 600 pl DMEM bez
séra s 6 ng plazmidové DNA a 12 nl TurboFect Transfection Reagens. Po inkubaci
20 minut pri RT byla tato suspenze nakapana na vyseté bunky a po prokyvani
byly misky s bunikami ulozeny do termostatu na 48 hodin (37°C, 5% COs). Za-
roven byla pripravena jedna miska transfekovana plazmidem nesoucim gen pro
GFP. Po 24 hodinach byla kontrolovana ucinnost transfekce na této kontrolni

misce pomoci fluorescencéniho mikroskopu. Poté néasledovalo sklizeni transfekova-
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nych bunék pomoci seskrabani bunék a centrifugace po dobu 7 minut pri 650 x

g. Ziskany bunécény pelet byl zamrazen a pouzit na izolaci PsVs.

4.2.6 Pasazovani hmyzich bunék Sf9

Buriky Sf9 byly péstovany v médiu TNM-FH s 10% FBS na PM o pruméru 10 cm
pii 27°C. Kdyz byly bunky na misce konfluentni, byly seskrabany, resuspendovany
pipetou, odebrany a preneseny na nové misky s médiem obvykle v pomeéru 1:4.

Bunky byly obvykle pasdzovany jednou za 3-4 dny v zavislosti na jejich hustoté.

4.2.6.1 Infekce hmyzich bunék Sf9 rekombinantnim bakulovirem

Konfluentné narostlé bunky Sf9 byly seskrabany ze t¥i PM o praméru 6 cm a pre-
vedeny na PM o priméru 15 cm s 5 ml bezsérového média. Po prokyvani bylo
médium odsato a buniky pomoci 3 ml inokula infikovany. Nasledovala inkubace 1
hodinu pti RT na kyvacce. Po uplynuti inkubacéni doby bylo k bunkadm ptidano
médium s 10% FBS a bunky byly inkubovény pri 27°C. Bunky byly sklizeny 72
hodin po infekci. Byly seskrabany do média, centrifugovany po dobu 7 minut pti
650 x g. Supernatant lze pouzit pro dalsi infekce jako inokulum, pelet byl promyt

PBS a zamrazen pro pozdéjsi izolaci VLPs.

4.2.7 Prace s proteiny
4.2.7.1 SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAAGE)

Vzorky byly dofedény na objem 20 pl pomoci 1x pufru B a smichdny v poméru
1:4 s bx Laemmliho pufrem do celkového objemu 25 pl. Pak byly vzorky povareny
po dobu 5 minut pri 100°C v termoblocku. Poté byly zcentrifugovany 2 minuty
pri 13 000 x g. Aparatura pro pripravu geli pro SDS-PAAGE byla pripravena
vlozenim omytych skel a utésnénim. Poté byl mezi skla nalit 12% spodni gel
(viz kapitola 4.1.4). Po 20 minutach, kdy spodni gel zpolymeroval, byl ptidan
5% zaostfovaci gel (viz kapitola 4.1.4) a vlozen hieben pro tvorbu jamek. Po
dalsich 20 minutach zpolymeroval i zaostrovaci gel a skla s gely byla umisténa
do aparatury na proteinovou elektroforézu (Hoefer). Skla v aparatute byla zalita

Running pufrem (viz kapitola 4.1.4) a do jamek byl nanesen marker ¢i vzorky.
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Elektroforéza bézela po dobu 30 minut pii napéti 80 V a poté po dobu 90 minut pri
140 V. Poté bylo gel mozné nabarvit nebo ho pouzit pro Western blot (viz kapitola
4.2.7.3). Barveni gelu probihalo inkubaci gelu v roztoku barvy Imperial Protein
Stain tak, aby byl gel v barvé ponoren, po dobu 1 hodiny. Poté byl gel presunut
do ddH50 na 1-2 hodiny.

4.2.7.2 Dot Blot

Vzorky (obvykle mnozstvi 1-5 pl) byly nakapany na nitrocelul6zovou membréanu
NC-45 (Serva). Po zaschnuti vzorki byla provedena detekce pomoci protilatek

(viz kapitola 4.2.7.4)

4.2.7.3 Western Blot

Po SDS-PAAGE byly vzorky z polyakrylamidového gelu preneseny na nitroce-
lulézovou membranu NC-45 (Serva) prostfednictvim tzv. blotovactho sendvice.
Ten byl sestaven v nasledujicim poradi: plastova mrizka, molitan, ¢tyti filtracni
papiry, Whatman, polyakrylamidovy gel se vzorky, nitrocelul6zovd membrana,
Whatman, ¢tyri filtra¢ni papiry, molitan a vrchni plastova mrizka. Vsechny ¢asti
byly v pritbéhu sestavovani maceny v Blotting pufru (viz kapitola 4.1.4). Sendvi¢
byl prendén do blotovaci aparatury (BioRad) a nésledné byly proteiny prenaseny
po dobu 2,5 hodiny pii 250 mA. Nasledovala detekce pomoci protilatek (viz ka-
pitola 4.2.7.4).

4.2.7.4 Imunologicka detekce proteinti vizualizovana pomoci chemilu-

miniscence

Nitrocelul6zova membrana se zachycenymi proteiny byla blokovana pil hodiny
v 5% (v/v) roztoku suseného mléka v 1xPBS. Poté byla pridana primarni proti-
latka fedénd v 5% (v/v) mléce a inkubovana s membranou 1,5 hodiny. Membréna
byla promyta 3x po dobu 10 minut v 1xPBS a nasledovalo ptridani sekundarni
protilatky konjugované s kienovou peroxidézou, taktéz fedénou v 5% (v/v) mléce.
Po inkubaci byla membrana promyta 3x po dobu 10 minut v 1xPBS. Poté byla na

membranu nalita smés vyvolavacich roztoktt A a B a po inkubaci 30 vtefin byla
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membrana ze smési roztokil vyjmuta. Na membranu osusenou bunicitou vatou
byl prilozen RTG film na 5-15 vtefin. Zaznam na filmu byl vyvolan postupnym
namacenim filmu do vyvojky a ustalovace.

V piipadé potieby byla chemiluminiscence membrany zhasena inkubaci s 30%
(v/v) HaO4 pfi 37°C po dobu 15 minut. Poté byla membrana dukladné promyta
dH,0 a 1xPBS. Takto zhasend membrana byla znovu blokovéna v 5% (v/v) mléce

a proteiny nanesené na membrané byly detekovany pomoci jiné sady protilatek.

4.2.7.5 Meéreni koncentrace proteint

Koncentrace proteinii byla stanovena pomoci fluorometru Qubit dle navodu od
vyrobce. Pro stanoveni koncentrace byly pouzivany roztoky ze soupravy Qubit

Protein Assay kit (Invitrogen).

4.2.7.6 Izopyknicka centrifugace v gradientu chloridu cesného

Pelet hmyzich bunék ziskany 72 hodin po infekci byl resuspendovan v 5 ml 1x
pufru B. Bunééné stény byly naruseny pomoci sonikace (3-4x 30 vtefin pii 40%
amplitudé s 45 vtefinovymi pauzami mezi jednotlivymi pulsy). Po sonikaci byly
narusené bunky centrifugovany po dobu 30 minut pti 4°C pii 2 600 x g. Ziskany
supernatant byl preveden do ultracentrifugacnich zkumavek a doplnén pufrem B
do 8 g. K obsahu kyvety bylo pridano 3,65 g chloridu cesného a obsah byl promi-
chan. Po promichani se vzorek prevrstvil parafinovym olejem Bayol F, zkumavky
se vzorky byly umistény do ultracentrifugacnich kyvet, vyvazeny proti sobé po-
moci parafinového oleje a umistény do rotoru SW41. Nésledovala centrifugace
po dobu 20 hodin pii 18°C a 151 263 x g. Po centrifugaci byl vzorek rozebran
s vyuzitim rozebirace frakei na zhruba 15 frakci o objemu 0,5 ml. Pomoci refrak-
tometru byl u kazdé frakce zméren refraktometricky index. Na zédkladé hodnot
refraktometrického indexu u proteinti a pomoci Dot Blotu, na kterém byla ovérena
ptritomnost VP1 (pripadné VP2 proteinu) byly frakce spojeny. Néasledovala dia-
lyza do pufru B (viz kapitola 4.2.9.2), méfeni koncentrace proteinu (viz kapitola

4.2.7.5) a priprava elektronovych siték (viz kapitola 4.2.9.3).
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4.2.7.7 Izolace metodou OptiCs

Pelet savéich bunék ziskany 48 hodin po transfekci byl resuspendovan v 1,2 ob-
jemu peletu DPBS obohacené o 9,5mM MgCl,. Po resuspendovani byla pridana
neuraminiddza na koncentraci 2 U/ml. Inkubace s neuraminiddzou probihala 30
minut pti 37°C. Nésledovalo ptidani 1/20 objemu 10% Tritonu X-100, 0,1% ben-
zonazy a 1/40 objemu 1M siranu amonného o pH 9. Takto pfipravena suspenze
byla inkubovana po dobu 2 hodin pti 37°C, béhem inkubace byla nékolikrat jem-
né promichana prevracenim zkumavky. Po inkubaci byl lyzat umistén na led. Po
uplynuti 5 minut bylo k lyzétu pfiddno 0,17 objemu 5M NaCl (tak, aby vysled-
né koncentrace byla 850 mM) a smés se inkubovala 10 minut, stale na ledu. Po
inkubaci byla smés centrifugovana pri 5000x g, pti 4°C po dobu 5 minut. Ziska-
ny supernatant byl preveden do silikonovanych mikrocentrifuga¢nich zkumavek
a pelet byl resuspendovan v 2x objemu pufru B a centrifugovan pti 4°C, 5 000x
g po dobu 5 minut. Ziskany supernatant byl pridan k predchozimu supernatantu
v silikonované zkumavce a spole¢né byly centrifugovany opét po dobu 5 minut pti
4°C, 10 000x g. Supernatant byl poté pripraven k ultracentrifugaci v gradientu
cesium chloridu po dobu 20 hodin v rotoru SW41, 151 263 x g, 18°C. Pripra-
va gradientu CsCl a nasledné rozebirani frakei, dialyza a ovérovani pritomnosti

proteinu probihalo dle protokolu (viz 4.2.7.6).

4.2.7.8 Izolace v dvouvrstvém gradientu chloridu cesného

Pelet savéich bunék ziskany 48 hodin po transfekci byl resuspendovan v 5 ml 1x
pufru B. Bunéénd sténa byla narusena pridanim 5 ml tetrachloroethylenu (TCE).
Smeés TCE, pufru B a vzorku byla promichana dikladnym protiepanim zkumav-
ky. Nasledovala centrifugace pri 650 x g a 18°C po dobu 40 minut. Vznikly dvé
faze, vodna faze byla odebréna a znovu centrifugovana (650 x g, 18°C, 10 minut).
Mezitim byl pripraven gradient CsCl. Do ultracentrifugacni zkumavky bylo pii-
déno 2,5 ml CsCl o koncentraci 1,4 g/ml. Nad néj bylo opatrné navrstveno 2,5
ml CsCl o koncentraci 1,25 g/ml tak, aby se jednotlivé faze nepromichaly. Poté
se do kyvety pridal vzorek v podobé vodné faze ziskané centrifugaci a nasledné

byla zkumavka doplnéna 1x pufrem B az po okraj. Mezi kazdou fazi by mél byt
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rozpoznatelny predél. Zkumavky se vzorky byly presunuty do ultracentrifugac-
nich kyvet, vyvazeny proti sobé pomoci 1x pufru B a centrifugovany pri 151 270
x g, 18°C po dobu 3 hodin v rotoru SW41. Rozebirani frakci po centrifugaci, dia-
Iyza a ovérovani pritomnosti proteinu probihalo dle protokolu (viz 4.2.7.6). Tento
postup byl inspirovan protokolem pouzivanym ve virologické laboratori doktora

Parkera (Cardiff University, UK) pro izolaci rekombinantnich adenoviru.

4.2.7.9 Zakoncentrovani VLPs centrifugaci pres sacharézovy polstar

Vzorek VLPs pod dialyze byl prenesen do ultracentrifugacni kyvety a podvrstven
1,5 em vrstvou 10% (w/w) sachardzy (Serva). Kyvety byly vyvazeny proti sobé
pomoci pufru B a centrifugovany v ultracentrifuze po dobu 3 hodin, pti 4°C a 151
263 x g v rotoru SW41. Poté byl supernatant odsan a pelet byl pii 4°C pfes noc

rozplaven v pufru B.

4.2.7.10 Dialyza

Jednotlivé frakce vzorki obsahujici virové ¢astice byly preneseny do dialyzac¢niho
stfeva (Serva). Dialyza¢ni stfeva byla pfipravena povafenim v dH,O po dobu
10 minut. Jednotlivé frakce byly v dialyzacnim strevé oddéleny svorkou. Takto
pripravena stieva se vzorky byla vlozena do 1,5 litru 1x koncentrovaného pufru
B. Po 30 minutach byl pufr B vyménén za cerstvy a poté byly vzorky dialyzovany

proti pufru B pres noc pri 4°C pro zbaveni se chloridu cesného po izolaci.

4.2.7.11 Elektronova mikroskopie

Pro pripravu mikroskopickych siték byly naneseny kapky v nasledujicim potradi:
jedna kapka 5 pl virové suspenze, dvé kapky 100 pl ddH,O 50 pl, dvé kapky 2%
kyseliny fosfowolframové, pH 7,3. Mikroskopické médéné sitky potazené parlodio-
novou pouhlikovanou membranou byly inkubovany s vzorkem virovych ¢astic 10
minut, poté na kazdé kapce vody 30 vterin a nasledné na kazdé kapce kyseliny
fosfowolframové 1 minutu. Po inkubaci byla ze sitky prebytecna tekutina odsata
filtracnim papirem a sitky se nechaly doschnout pii pokojové teploté. Vzorky na

sitkdch byly vizualizovany pod elektronovym mikroskopem JEOL JEM 1200EX
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za asistence magistry Alzbéty Hejtmankové.

4.2.8 Sérologické testy

Pro ovéreni séropozitivity testovanych sér byla vyuzivana metoda ELISA a he-

maglutinac¢né inhibi¢ni test.

4.2.8.1 ELISA

Nejprve byly na 96-jamkovou mikrotitracni desticku byly pres noc ve 4°C kotve-
ny ¢astice VLPs nebo PsVs fedéné v 1% PBS (obvykle 50 ng/well). Po ukotveni
¢astic byly jamky dvakrat promyty 1% PBS a néasledné bylo pridano 200 pl/well
5% (w/v) suseného mléka v PBS. Nésledovalo blokovani pfes noc pti 4°C. Po blo-
kovani byl obsah jamek odsén, dvakrat promyt 1% PBS a do piislusnych jamek
byla pridéna séra fedénd v 2% (w/v) BSA v PBS. Nésledovala inkubace 1 hodinu
pti RT, poté obsah jamek odsat, dvakrat promyt 1% PBS + 0,1% (v/v) Tween.
Poté byla pridédna sekundérni protilatka redéna v 5% (w/v) suseném mléce v PBS
a nasledovala inkubace 30 minut pri RT. Po inkubaci byl obsah jamek c¢tyfikrat
promyt 1% PBS a néasledné bylo do kazdé jamky priddno 100 ul substratu TMB-
O. Nasledovala inkubace po dobu 15 minut pii RT ve tmé. Po inkubaci doslo
k zastaveni reakce se substrdtem pomoci 2M HySO, (100 pl na jamku) a vy-
hodnoceni pomoci ELISA readeru. Testovani avidity protilatek probihalo vyse
popsanym zpusobem, pouze bylo priddno osetfeni 6M ureou dle Rahbari et al.
(2012). Konkrétné byla deska po inkubaci se sérem promyta 1% PBS + 0,1%
Tween + 6M Urea. Po inkubaci se sekundarni protilatkou byly jamky promyva-
ny 1% PBS bez urey. Testovani rychlosti vazby protilatek probihalo standardné,
pouze byla zkracena doba inkubace se sérem a to misto 1 hodiny na 20 minut.
Testovani za riznych pH (pH 8,8; 7,4 a 5,6) probihalo dle protokolu popsaného
vyse s tim rozdilem, Ze jednotlivé komponenty byly fedény v roztocich o prislus-
ném pH a zaroven byly jamky po inkubaci promyvany roztoky o prislusném pH.
Vychozi fedéni krélicich sér bylo obvykle 1:500 a poté dale fedéno pétkovou radou
( 1:2 500, 1:12 500, 1:62 500, 1:312 500). Vychozi fedéni lidskych sér bylo obvykle
1:100 a poté fedéno dvojkovou fadou (1:200, 1:400, 1:800, 1:1 600).



54 Kapitola 4. Material a metody

Pro ¢éast experimenti s mutantnimi pseudoviriony byly pouzity 1/2 ELISA
96-jamkové desky, kvili nizké reaktivité sér na klasickych deskach. Provedeni
ELISA na 1/2 desce bylo standardni, pouze se pouzival dvakrdt mensi objem
vSech pridavanych komponent. Pouziti 1/2 desky je vzdy uvedeno u daného grafu
ve vysledkové ¢asti. Pokud neni uvedeno jinak, byla pro ELISA pouzita klasicka
deska.

Vysledky byly méreny pomoci ELISA readeru pii vinové délce 450 nm. Jako
pozitivni reakce byla povazovana takova reakce, ktera méla nenulovou hodnotu pri
meéfeni absorbance (OD pri 450 nm) po odecteni absorbance ziskané u adekvatni
negativni kontroly (tj. jamka bez antigenu, kterd prosla inkubaci se stejné fedénou

primarni i sekunddrni protilatkou).

4.2.8.2 Hemaglutinac¢né inhibicni test

4.2.8.2.1 Stanoveni hematokritu

Ze zasobniho roztoku krve bylo odebrano mnozstvi 1,5 ml, které bylo dvakrat
promyto v 5 ml 0,2% (w/v) BSA v PBS pomoci centrifugace pii 4°C, 650 x g po
dobu 4 minut. Supernatant byl vzdy po centrifugaci odsat. Po druhém promyvu
byl pelet krvinek resuspendovan v 1 ml 0,2% (w/v) BSA v PBS a suspenze
byla zatavena do hematokritické kapilary a centrifugovana 5 minut, 650 x g,
4°C. Nakonec byl ur¢en hematokrit: procento, které krvinky tvorily v celkovém
objemu. Na zakladé hematokritu byla pak zasobni krev narfedéna na koncentraci

0,5% v 0,2% (w/v) BSA v PBS.

4.2.8.2.2 Hemaglutinace

Hemaglutinaéné inhibi¢nimu testu (HIA) vzdy predchazela hemaglutinace (HA)
pro ovéreni funkénosti systému a zaroven pro stanoveni hemaglutinac¢niho titru.
Po tvodni optimalizaci bylo rozhodnuto, ze vSechny néasledujici hemaglutinace
a HIA budou probihat v kyselém pH (5,6) pri pokojové teploté s pouzitim mor-
Cecich krvinek nafedénych na koncentraci 0,5% v 1% PBS o urceném pH. Na
96-jamkovou mikrotitra¢ni desticku bylo naneseno 0,2% (w/v) BSA v PBS, 50
nl na jamku. Poté byly naneseny ¢éastice redéné v 1% PBS na koncentraci 0,02

mg/ml, 50 pl na prvni jamku a nésledné fedény dvojkovou radou. Poté bylo pri-
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davéano 50 pl na jamku morcecich krvinek fedénych na koncentraci 0,5% v 0,2%
(w/v) BSA v PBS (pH 5,6). Po inkubaci pfi pokojové teploté zhruba 30 minut
nasledovalo vyhodnoceni. Jako pozitivni kontrola byly pouzivany MPyV VLPs
redéné na ¢=0,02 mg/ml. Negativni kontrola obsahovala pouze 0,2% (w/v) BSA
v PBS a krvinky. Vyhodnoceni probiha vizualné. Pokud je v dané jamce dosta-
teCny pocet virovych céastic, tak tyto ¢astice vazi krvinky prostfednictvim VP1
proteinu pres kyselinu sialovou a aglutinuji je do shluki. To se v jamce projevi
jako ruzovy povlak. Naopak pokud je ¢astic méalo nebo vibec nejsou pritomné,
krvinky nic nevaze a sedaji si na dno jamky. To se projevi jako cervend tecka
na dné jamky. Hemaglutinac¢ni titr byl stanoven z poradi jamky, ve které doslo

k posledni aglutinaci krvinek virovymi ¢dsticemi (n).

4.2.8.2.3 HIA

Pro hemaglutina¢né inhibiéni test bylo nanéseno 25 1l 0,2% (w/v) BSA v PBS na
jamku. Poté byla pridavana séra v riznych fedénich, 25 pl na jamku. Nésledovalo
pridani ¢astic, 25 pl na jamku o koncentraci vypocitané na zakladé predchozi he-
maglutinace. Obvykle se jednalo o nkoncentraci ¢astic 0,156 pg/ml. Po inkubaci
na kyvacce pri pokojové teploté po dobu 1,5 hodiny byly pfidany morceci krvin-
ky o koncentraci 0,5%. Nasledovala inkubace pfi pokojové teploté a po zhruba
30 minutach bylo mozno test vyhodnotit. Jako pozitivni kontrola byly pouziva-
ny MPyV VLPs fedéné na ¢=0,02 mg/ml. Negativni kontrola obsahovala pouze
0,2% (w/v) BSA v PBS a krvinky. Vyhodnoceni probiha vizualné, v ptipadé, zZe
na dné jamky vidime cervenou tecku, znamena to, zZe k doslo k inhibici hemaglu-
tinace a protilatky jsou pritomny v séru. Pokud vidime rizové zretézeni krvinek,

znamena to, ze protilatky se v séru nenachazi.

4.2.8.2.4 Inaktivace sér

Byly otestovany tii rizné zplsoby inaktivace sér. Jeden z alikvétia byl inakti-
vovan 1 hodinu pfi 56°C. Do druhého byla priddna Neuraminiddza V (Sigma
N2876, c=25 U/ml), nafedéna pomoci dH,O na koncentraci 2 U/ml. Poté byly
vzorky s neuraminidédzou inkubovany ptes noc pri teploté 37°C a poté inaktivo-

vany pri 56°C 1 hodinu, dle protokolu od Gardner et al. (1971). Posledni alikvot
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byl inaktivovdn nésledovné: K 1 objemu séra byl pridan 1 objem 0,4% trypsinu
(w/v, fedéno v 1% PBS). Nasledovala inkubace 30 minut pii 56°C, postup dle
Neel et al. (1996). Po vychladnuti byly ke vzorkim ptidany 3 objemy 0,01M jo-
distanu draselného (KIO,). Po inkubaci 30 minut pri pokojové teploté byl KIO,
inaktivovan pfidanim 3 objemu 1% glycerolu (v/v v 1% PBS). Vzorky byly poté
inkubovany 1 hodinu pti 4°C (Kim et al. 2012).
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5. Vysledky

Cilem této prace bylo optimalizovat nové zplsoby testovani subtypové specific-
ké reaktivity protilatek proti BKV a pripravit nové antigeny, které by prispély
k popsani epitopti diilezitych pro vazbu téchto protilatek. Pro optimalizaci sérolo-
gického testovani rozlisujiciho sérotypy BKV I a BKV IV pomoci hemaglutinac-
né inhibi¢niho testu bylo potfeba modifikovat podminky, pti kterych testovani
probiha. Pro analyzu interakci sérovych protilatek s BKV subtypy I a IV byla
provedena cilend mutageneze majoritniho kapsidového proteinu VP1. Vzhledem
k tomu, Ze se v rdmci predchoziho projektu (Sekavova 2017) nepodaftilo odhalit
kritickd mista interakci ve variabilni BC smyc¢ce VP1, zamérila se tato prace na
dvé oblasti proteinu, které nesou aminokyseliny specifické pro dany subtyp: vy-
soce imunogenni DE smycka a EF smycka. VP1 gen subtypu IV byl modifikovan
jen v téchto oblastech a to tak, aby na pozadi VP1 odvozeného od BKV IV sub-
typu byla sekvence aminokyselin v oblasti DE nebo EF smycky byla shodna se
sekvenci aminokyselin subtypu I. Po cilené mutagenezi byly pripraveny dva typy
castic. Jedny s mutaci v DE smycce, konkrétné se zaménou asparaginu za histi-
din na pozici 139 (N139H) a druhé se dvéma zaménami v EF smycce, konkrétné
zaména kyseliny glutamové za kyselinu asparagovou na pozici 175 (E175D) a za-
ména valinu za izoleucin (V178I) (Obr. 5.1). Reaktivita ¢astic s mutaci v EF nebo
DE smycce byla otestovana pomoci ELISA s vyuzitim precharakterizovanych lid-
skych sér a hyperimunnich krali¢ich sér. Mutantni ¢astice byly produkovany jako
pseudoviriony (PsVs) v savéim expresnim systému. Pomoci savéiho expresniho
systému byly pripraveny i PsVs tvorené nemutovanym VP1 proteinem subtypu
I a subtypu IV. Tyto PsVs nenesou zadny reportérovy gen, jako byva casto pri
produkci PsVs zvykem. Soucasti projektu byla i analyza vlivu VP2 proteinu na re-
aktivitu protilatek. Proto byly pripraveny PsVs kombinujici majoritni kapsidovy
protein VP1 (odvozen od subtypu BKV IV) s minoritnim proteinem VP2 subty-
pu IV. PsVs byly pouzivany z divodu rychlejsi produkce ¢astic pomoci savéiho
expresniho systému, jelikoz je mozno savcéi bunky rovnou transfekovat plazmidem
nesoucim pozadovany gen. Pro produkci mutantnich VLPs by bylo potteba pri-

pravit rekombinantni bakulovirus s pozadovanym genem, jehoz priprava je casové
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Vv,

typu BKV IV a zaroven bylo k dispozici inokulum s rekombinantnim bakulovirem
exprimujicim VP1 protein subtypu I. Proto byly pro porovnani reaktivity s PsVs
pouzity dva druhy VLPs (jedny tvorené BKV I a druhé tvorené BKV IV VP1).
Pomoci ELISA testu bylo testovano, zda je reaktivita protilatek s PsVs a VLPs

srovnatelna.

Srvycky < DE > < EF
BKV-l  IGITSMLNLHAGSQKVHEHGGGKPIQGSNFHFFAVGGDPLEMQGVLMNYRTKYPDGTITP
BKV-IV IGITSMLNLHAGSQKVHENGGGKPIQGSNFHFFAVGGDPLEMQGVLMNYRTKYPEGTVTP

1 Aoy
Sryky EF >
BKV-I KNPTAQSQVMNTDHKAYLDKNNAYPVECW\PDPSRNENTRYFGTFTGGENVPPVLHVTNT
BKV-IV KNPTAQSQVMNTDHKAYLDKNNAYPVEC\WIPDPSKNENTRYFGTYTGGENVPPVLHVINT

Obrazek 5.1: Smycky EF a DE VP1 proteinu BKV
Alignment casti VP1 proteinu, cervené jsou vyznaceny rozdilné aminokyseliny
pro subtyp I a IV v EF a DE smycce. Cervengjmi Sipkami jsou oznaceny ty
aminokyseliny, které budou u subtypu BKV IV nahrazeny pomoci mutageneze

za aminokyselinu nachazejici se na daném misté v sekvenci subtypu I.
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p-BKV-IV-VP1
6427 bp

(4400) Nael \

Nael (2167)

MNarl (2404
{2329 .. 3359) WPRE-R d )

(2262) EcoRl EFia-F (2591 .. 2611)
I \1
[

EcoRI (2645)
Narl (2728)

mut_BkW-IV_DE-His_Rv (2084 .. 3107)

(2238 .. 3255) mut_BKV-IV_EF-Asp-llle_Fw mut_BKV-TV_DE-His_Fw (3108 .. 3128)

(2207 .. 2231) mut_Bk\-IV_EF-fsp-Ille_Rv

Obrazek 5.2: Zjednodusena mapa plazmidu pBKV-IV-VP1
Plazmid slouzil jako vstupni materidl pro mutagenezi a jako templdt pro

preklonovani. Vytvoreno v programu SnapGene.
5.1 Izolace plazmidd pro produkci c¢astic

Pro produkci pseudovirionti a zaroven jako templat pro mutagenezi bylo potieba
vyizolovat plazmidy, jejichz identita byla nasledné ovérena restrikénim stépenim
a sekvenaci. Pouzit byl plazmid nesouci gen pro majoritni kapsidovy protein VP1
subtypu BKV IV (pBKV-IV-VP1, Obr. 5.2), plazmid nesouci geny pro VP1 a mi-
noritni protein VP2 subtypu BKV IV (pBKV-VP1/2) a plazmid nesouci gen pro
VP1 protein subtypu BKV I (oznacen jako BKV-D, obdrzen od RNDr. Martiny
Saldkové, Ph.D.). Pro mutagenezi byl jako templat vyuzit plazmid s genem pro
VP1 protein subtypu IV (p-VP1). Na obrézku 5.3 1ze vidét, ze fragmenty ziskané
restrikénim Stépenim pomoci enzymu Nael odpovidaji ocekavanym fragmenttim.

Délka plazmidi byla v poradku a sekvenace pomoci primeri EFla-Fw a WPRE-
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Rv potvrdila, ze plazmid nese cely VP1 protein o spravné sekvenci. Plazmidy tedy

mohly byt pouzity pro transfekci bunék 293TT a jako templat pro dalsi pokusy.

M p-VP1 p-VP1/2 BKV-D

Obrazek 5.3: Restrikéni stépeni plazmidid enzymem Nael
Stépeny byly plazmidy p-VP1 (plazmid nesouci gen pro VPI1 protein subtypu
IV), p-VP1/2 (plazmid nesouci gen pro VP1 a VP2 protein subtypu IV)

a BKV-D (plazmid nesouct gen pro VP1 protein subtypu I). Ocekdvané
fragmenty jsou pro p-VP1 2 233 bp a 4 194 bp, pro p-VP1/2 1 999 bp, 2 233 bp
a 2 514 bp. Pro plazmid BKV-D 2 247 bp a 4 195 bp.

5.2 Mutageneze

Cilem mutageneze VP1 genu bylo zavedeni mutace do oblasti dvou smycek pro-
teinu VP1 tak, aby aminokyseliny na povrchu kapsidy v dané smycce subtypu
IV byly identické se sekvenci aminokyselin subtypu I. Cilena mutageneze probiha-
la pomoci komercéni soupravy Q5 Site Directed Mutagenesis a jako templat byl do
reakce pouzit plazmid nesouci gen pro VP1 protein subtypu IV. Primery byly na-
vrzeny dle pokynti vyrobce a zkontrolovany pomoci software doporucovaného vy-
robcem v navodu k soupraveé. Substituce dvou aminokyselin v EF smycce probéhla

bez problémi, hned pri prvni mutagenezi se podarilo ziskat plazmid odpovidajici
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délky (Obr. 5.4) se spravnou mutaci (ovéfeno pomoci sekvenace a restrikéniho
Stépeni). Zavedeni substituce jedné aminokyseliny v DE smycce bylo problema-
tické. Dochéazelo bud ke vzniku zkracenych plazmidi (Obr. 5.5 a Obr.5.6), které
obvykle nesly pozadovanou mutaci, nebo vznikaly nezkracené plazmidy, které ale

mutaci v DE smycce neobsahovaly (Obr.5.6).

1 500

Obrazek 5.4: Restrikéni stépeni plazmidid enzymem Nael
Stépeni plazmidi p-VP1 a p-EF (plazmid nesouci mutaci v EF smycce)
enzymem Nael. Ocekdvané fragmenty jsou 2 233 bp a 4 194 bp.

Pro detailnéjsi analyzu zkraceného plazmidu s DE mutaci bylo provedeno
restrikéni Stépeni s enzymem Nael a Narl (Obr. 5.7). Na fotce gelu je patrné, ze
plazmid nesouci DE mutaci je opravdu kratsi a fragmenty nejsou identické jako
ty pro p-BKV-IV-VP1, p-BKV-IV-EF a BKV-D, coz by mély byt.

Mutageneze byla nékolikrat netspésné opakovana, proto jsem se chtéla poku-
sit preklonovat ¢ast s mutaci v DE smycce ze zkraceného plazmidu do ptvodniho
plazmidu pBKV-IV-VP1. Pro preklonovani bylo navrzeno vyuziti restrikénich

mist enzymu EcoRI, ktera se v plazmidu nachazeji pred a za genem VP1 (Obr.



62 Kapitola 5. Vysledky

Marker  p-VP1 p-VP1/2  p-EF p-DE  p-BKV-D

5000.“.., -
—

()
1500 2500 bp
Obrazek 5.5: Kontrola nestépenych plazmida
Kontrola délky nestépenyjch plazmidi pouZivaniych pro transfekci a ndslednou
produkci pseudovirioni. Plazmid s mutaci v DE smycce je viyrazné kratsi nez

ostatni plazmidy.

&= 6427 bp

Obrazek 5.6: Kontrola délky plazmidd s DE mutaci
Priklad vizualizace plazmidi ziskanich po izolaci z 8 kolonii vzniklych po
transformaci konstruktu po mutagenezi v oblasti kodujici DE smycku VP1
proteinu. Vzorky v liniich 2-3 obsahovaly zkrdacenou formu plazmidu. Naslednd
sekvenace ostatnich nezkracenych vzorki prokdzala, Ze izoldty poZadovanou

mutaci neobsahuji.

5.2). Timto enzymem byly stépeny oba plazmidy, tedy zkrdceny plazmid s mutaci
v DE smycce a nemutovany plazmid. Ocekavany fragment mél mit délku 1 217
part bazi (Obr. 5.8). Tento fragment byl pfitomen jen u pBKV-IV-VP1, u zkra-
cen¢ho plazmidu ne. To znamenad, ze plazmid byl zkracen jesté ptred restrikénim
mistem pro EcoRI. Jiné restrikéni misto vhodné pro vystépeni a preklonovani

mutovaného tiseku se v plazmidu nenachézi.
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P p-VP1-RE p-EF-RE p-BKV-D-RE
P p-VP1/2-RE  p-DE-RE

- et

b -

v gl
L e

()

p-VP1-RE p-EF-RE p-BKV-D-RE
Dk p-vP1/2-RE  PDERE

Obrazek 5.7: Restrikéni stépeni plazmida
Na horni polovine gelu jsou plazmidy stépené enzymem Nael, na spodni poloviné
plazmidy stepené enzymem Narl. Plazmidy stépené danym enzymem maji
v popisku koncovku RE, nestépené plazmidy tuto koncovku nemaji. Sipkou je
oznaceno stépeni plazmidu s DE mutact, které neodpovidd ocekdvanym
fragmentum a znaci rozdilnou délku plazmidu. Ocekdvané fragmenty pro enzym
Nael s plazmidy p-BKV-1V-VP1, p-BKV-IV-EF mut. a p-BKV-1V-DE mut.
jsou 2 233 bp a 4 194 bp. Pro plazmid p-BKV-1V-VP1/2 byly ocekdvané
fragmenty 1 999 bp, 2 233 bp a 2 514 bp. Pro plazmid BKV-D (nesouci gen pro
VP1 subtypu BKV 1) 2 247 bp a 4 195 bp. Ocekdvané fragmenty s enzymem
Narl jsou pro jednotlivé plazmidy nasledujici: p-BKV-IV-VP1, p-BKV-1V-EF
mut. a p-BKV-IV-DE mut. 334 bp a 6 093 bp, p-BKV-IV-VP1/2 33} bp, 1 478
bp a 4 934 bp a pro BKV-D 348 bp a 6 094 bp.
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Obrazek 5.8: Pokus o preklonovani DE mutace
Pokus o preklonovdni DE mutace ze zkrdceného plazmidu do nemutovaného
nezkraceného templatu. Oba plazmidy stépeny EcoRI. Fragment 1 217 bp by meél

byt pritomny u obou plazmidii.

Po netispésném pokusu o preklonovani mutace v DE smycce byly objednany
nové primery, které byly precisténé (misto puvodnich odsolenych primera byly
objednany primery precisténé pro SDS-PAAGE). Také byla vyuzita efektivnéjsi
metoda pro kontrolu, zda je ve vzorku pritomen amplifikovany tsek z kolonii
vzniklych po mutagenezi a to sice tzv. ,Colony PCR* (cPCR). Tato metoda
umoznila kontrolu plazmidi odebranych z mnoha kolonii bez nutnosti izolace
plazmidu. Pro cPCR byly jako primery pouzity EFla-Fw a WPRE-Rv, které
mély amplifikovat fragment v délce 1 369 parii bazi a primer EFla-Fw nasedal

do mista, které byvalo u zkrdcenych plazmidia obvykle deletovano (Obr. 5.2).
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Spravné dlouhy fragment se podafilo najit u plazmida ze dvou kolonii ¢islo 7 a 9
(Obr. 5.9 — izolaty z kolonii ¢islo 7 a 9). Z téchto kolonii byl nésledné izolovan
plazmid. Dodatecné restrikéni stépeni potvrdilo, ze oba plazmidy maji spravnou
délku (Obr. 5.10), a sekvenace ovérila, ze plazmidy izolované z kolonii 7 a 9 nesou

pozadovanou mutaci v DE smycce.

S 5 000

S 1500 1369 bp

Obrazek 5.9: Colony PCR
Kolonie ¢.7 a 9 maji spravnou délku fragmentu (1 369 bp), amplifikovaného
primery EF1la-Fw + WPRE-Rv.

V momenté, kdy byly k dispozici vsechny potiebné plazmidy, jsem mohla

pristoupit k transfekci bunék 293TT a izolaci ¢éstic.
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Obrazek 5.10: Restrik¢ni stépeni plazmidia po Colony PCR
Restrikend stépend plazmidi izolovanych z kolonii 7 a 9 po colony PCR. Stépeno
enzymem Pstl. Ocekavané fragmenty: Pro nesteépené plazmidy: 6 427 bp, Stepené
PstI: 505 bp, 1 574 bp, 1 774 bp, 2 574 bp. Pro p-VP1/2: nestépeny: 6746 bp ,

Stépeny: 505 bp, 1574 bp, 2093 bp, 2574 bp. Sipkou jsou oznaceny fragmenty,
jejichZ porovnani nas zajimalo a maji byt identické. Jako kontrola slouzi plazmid

p-VPI1.
5.3 Izolace castic

Pro pripravu antigent pro ELISA a HIA byly produkovany dva typy ¢astic. Vi-
rum podobné éastice (VLPs) byly produkovany pomoci bakulovirového expresni-
ho systému a pseudoviriony (PsVs) pomoci savéiho expresniho systému. Z bunék
byly ¢astice izolovany pomoci ti1 metod. VLPs byly izolovany v gradientu CsCl,
pti kterém se pro lyzi bunék pouzivala sonikace (viz metody, kapitola 4.2.7.6).
Touto metodou byly izolovany VLPs tvorené VP1 proteinem BKV I (Obr. 5.12).
VLPs tvorené proteinem VP1 BKV IV (Obr. 5.12) byly v laboratorti jiz k dispo-
zici (izolovany Alzbétou Hejtmankovou). Vzhledem k tomu, Ze tyto ¢astice byly
izolovany protokolem zahrnujicim sonikaci, izolovala jsem VLPs I stejnym proto-

kolem, aby vysledky sérologického testovani s témito dvéma antigeny byly srov-
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natelné. Izolace PsVs odvozenych od BKV nebyla v laboratori zavedena a proto
bylo vyzkouseno nékolik izola¢nich postupt. Publikovany protokol dle Buck et al.
(2004) vyuziva pro purifikaci OptiPrep™ (60% (w/v) roztok iodixanolu ve vo-
dé), ktery podle nasich zkuSenosti nelze efektivné odstranit z preparaci a snizuje
vazbu ¢astic na ELISA desky (Kojzarové, nepublikované vysledky). Proto jsem
se rozhodla modifikovat tento postup podle jiz vyzkouseného pristupu a vyuzi-
la tzv. OptiCs protokol (Sekavova 2017) nebo vyzkousSet izolaci v dvouvrstvém
gradientu CsCl, u které prechazela centrifugaci lyze bunék pomoci tetrachloro-
ethylenu (viz metody, kapitola 4.2.9). P¥i OptiCs metodé jsou buriky lyzoviny
Tritonem-X 100 v kombinaci s neuraminidazou, siranem amonnym a benzonazou
(viz metody, kapitola 4.2.8). Pro ovéreni ptitomnosti proteinu VP1 ve frakcich po
izolaci byl proveden DotBlot. Pro analyzu kvality vyizolovaného materidlu byly
zhotoveny elektronmikroskopické snimky sloucenych frakei po dialyze do pufru B
(pripadné Western Blot, pokud byl dostatek materidlu). Koncentrace materialu
byla zméfena pomoci pristroje Qubit.

1434 5 6 4¢ 9 fh#y W15 4145
’....v

VLPs BKV I
1°Ab: Rb x BKV I VP1

Obrazek 5.11: Izolace VLPs
DotBlot pro ovéreni pritomnosti proteinu VP1 ve frakcich obsahujicich castice

VLPs I. PouZita krdalici protildtka proti BK'V 1.

OptiCs protokol se jiz dfive v nasi laboratori velmi osvédcil pro izolaci BKV
VLPs (Sekavova 2017). Ukézalo se, ze pro BKV PsVs tento postup izolace neni
idealni. Na fotografiich z elektronového mikroskopu bylo nalezeno jen par ¢as-
tic v Tadu jednotek ve dvou vzorcich, zbytek vzorkt obsahoval hlavné rozpadly
protein VP1 a pravdépodobné bunééné proteiny (Obr. 5.13).

OptiCs protokol sice nezajistil izolaci intaktnich castic, ale materialu byl do-
statek, proto bylo mozné provést jako kontrolu Western Blot (Obr. 5.14). Pomoci
krali¢i protilatky proti VP1 SV40 bylo ovéreno, ze VP1 protein je opravdu pri-
tomny.

Vzhledem k neuspokojivvym vysledkim izolace OptiCs byla vyuzita izolace
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Obrazek 5.12: Fotografie VLPs I a VLPs IV

A= VLPs I, frakce ¢.1, produkovdany pomoci bakulovirového expresniho systému,

izolovdny v gradientu CsCl, kterému predchdzela sonikace bunék. PouZivany na

HA, HIA a optimalizaci ELISA; B= VLPs I, frakce ¢.2, produkovdny pomoct
bakulovirového expresniho systému, izolovany v gradientu CsCl, kterému
predchdzela sonikace. PouZivdny na zdverecné testovdni vSech antigeni na

FELISA; C= BKV IV VLPs, frakce ¢.3, pouZiviny na zdverecné testovani vsech

antigent na ELISA. Izoloviny AlZbétou Hejtmdnkovou; D= VLPs IV, frakce

¢.1, pouzivany na HA, HIA a optimalizaci ELISA, izolovany AlzZbétou

Hejtmdnkovou.

ve dvouvrstvém gradientu CsCl. Prvni otestovani probihalo podle postupu uvede-

ném v metodach, kapitola 4.2.7.8. Po vyjmuti z centrifugy byly z kyvety pomoci
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Obrazek 5.13: Fotografie PsVs izolovanych pomoci OptiCs metody
A= PsVs IV; B= PsVs s EF mutaci, OptiCs izolace.

Marker  vp1 VP1/2 EF-1 EF-2 EF-3 BKV-IV-VLPs

=

— s o e s = 45 (D2

1°Ab: Rb x VP1 SV40

Obrazek 5.14: Membrana po Western Blottu
Western Blot po OptiCs izolaci. PouZitd primdrni protildatka: Kralici proti VP1
SV40. VP1= PsVs 1V, 2.frakce, VP1/2 = PsVs VP1/2, 2.frakce, EF= PsVs
s mutaci v EF smycce, vsechny 3 dostupné frakce. U vsech testovanich vzorki by
mel byt signal v miste, kde marker znaci velikost 45 kDa. Jako pozitivni kontrola

slouzily VLPs IV.

injekéni stitkacky vypichnuty a nasaty dva prouzky. Vzhledem k tomu, ze v dol-
nim prouzku byly pfitomny hlavné malé ¢astice (tzv. ,tiny conformation®, Obr.
5.15) a tento protokol byl pro PsVs odvozené od BKV vyuzivan vibec popr-
vé, bylo pro dalsi izolace rozhodnuto prouzky nevypichovat a misto toho pouzit

rozebirac frakei.
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Obrazek 5.15: Izolace PsVs v douvrstvém gradientu CsCl
PsVs IV, produkovany savcim expresnim systémem, izolovdny ve dvouvrstvém
gradientu CsCl, po centrifugaci vypichovdny prouzky. A= materidl nachdazejici
se v hornim prouzku;, B= material nachdzejici se v dolnim prouzku. Modre jsou
oznaceny malé cdstice, tzv. ,tiny conformation® Cervené je oznacena intaktni

castice obvyklé velikosti.

Dalsi izolace v dvouvrstvém gradientu CsCl probihala po centrifugaci dle
protokolu zahrnujictho rozebrani frakei (kapitola 4.2.7.6). Nahrazeni vypichovani
prouzki rozebranim na frakce umoznilo zachytit kromé malych éastic v ,tiny*
konfromaci i klasické velké intaktni ¢astice (Obr. 5.18). P¥itomnost VP1 proteinu
byla ovéfena pomoci DotBlotu (Obr. 5.16 a Obr. 5.17).

1 D 6 7 8 9 10

PR
e :
2F WP P e 3

11 12 13 14 15 PsVs BKV I
1°Ab: Rb x BKV I VP1

Obrazek 5.16: Izolace PsVs v douvrstvém gradientu CsCl
Overent pritomnosti proteinu VP1 ve frakcich po izolaci PsVs I. Jako primdrni

protilatka byla pouzita kralici proti BK'V I, redéna 1:500.
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PsVs BKV IV
1°Ab: smés Rb x BKV I VP1 a Rb x BKV IV VP1

Obrazek 5.17: Izolace PsVs v douvrstvém gradientu CsCl
Ovérent pritomnosti proteinu VP1 ve frakcich po izolact PsVs IV obsahujici
VP1 a VP1/2 protein a po izolaci mutantnich castic. Jako primdrni protildtka
byla pouzita smés krdlicich proti BKV I (tedéna 1:1 500) a BK'V IV (Tedéna 1:5
000), smichdany v poméru 1:1.
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Obrazek 5.18: Izolace PsVs v douvrstvém gradientu CsCl
A=PsVs IV VP1; B= PsVs IV VP1/2; C= PsVs I VP1; D= PsVs s mutaci

v EF smycce E= PsVs s mutaci v DE smycce, redéné 1:10; F= PsVs s mutaci

v DE smycce, neredéné.
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Protoze na fotce neredéného vzorku obsahujictho PsVs s mutaci v DE smycce
bylo ptilis mnoho materialu a nebylo mozno dobte identifikovat ¢astice, byl vzorek
natedén 1:10 (Obr. 5.18, fotky E a F).

Izolace v douvrstvém gradientu CsCl se pro BKV PsVs osvédcila, bohuzel jsou
ale vytézky nizsi, nez pri OptiCs izolaci. Proto nebylo mozné provést Western

Blot, jelikoz bylo prednéjsi vyuzit material pro testovani na ELISA.

Typ castic | Typ izolace Vytézek | Kvalita Typ bunék
Sonikace

VLPs1 500 pg | intaktni ¢astice Sf9
+ CsCl gradient
Sonikace

VLPs IV 468 ng | intaktni ¢astice Sf9
+ CsCl gradient
Tetrachloroethylen intaktni castice

PsVs 1 187 ng 293TT
+ dvouvrstvy CsCl gradient + ,tiny conformation®
Tetrachloroethylen intaktni castice

PsVs IV 162 pg 293TT
+ dvouvrstvy CsCI gradient + ,tiny conformation*

PsVs IV Tetrachloroethylen intaktni castice

207 ng 293TT

VP1/2 + dvouvrstvy CsClI gradient + ,,tiny conformation*
Tetrachloroethylen intaktni Castice

PsVs EF 172 pg 293TT
+ dvouvrstvy CsCl gradient + ,tiny conformation®
Tetrachloroethylen intaktni castice

PsVs DE 330 pg 293TT
+ dvouvrstvy CsCl gradient + ,tiny conformation®

Tabulka 5.1: Prehled pouzivanych antigena

Podarilo se pripravit nékolik typt ¢astic odvozenych od BKV. Prvnim typem
jsou castice VLPs I produkované v bakulovirovém expresnim systému. V savéim
expresnim systému bylo pripraveno nékolik typt PsVs: nemutované PsVs I a PsVs
IV, PsVs IV tvofené kombinaci majoritniho a minoritniho kapsidového proteinu
VP1/2 a dva typy mutovanych PsVs - PsVs s mutaci v EF smy¢ce a PsVs s mutaci

v DE smy¢ce. Prehled pouzivanych c¢astic je shrnut v tabulce ¢. 5.1.
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5.4 Sérologické testovani pripravenych castic

Ziskané castice (Tabulka 5.1) byly otestovany pomoci trech sérologickych testu:
hemaglutinace (HA), hemaglutina¢né inhibi¢niho testu (HIA) a ELISA. Pro vétsi
prehlednost byla zvolena prezentace vysledkia HA a HIA pomoci schémat.
Pouziti metody HIA pro stanoveni subtypové specifické séropozitivity bylo
zafazeno predevsim na zakladé literatury (Méntyjarvi et al. 1972). V této studii
se vysledky HIA ménily v zavislosti na podminkach, ve kterych test probihal
(ruzné teploty, ruzné hodnoty pH). Pouziti HIA pro subtypové specifické testovani
BKYV navic nelze v literature dohledat. Proto nas zajimalo, zda budou subtypy
BKV I a BKV IV reagovat specificky s kontrolnimi kralicimi séry pfi rizném
pH a rtzné teploté. Pro srovnéni reaktivity VLPs a PsVs byla vyuzita metoda
ELISA. Zaroven byly pomoci ELISA otestovany PsVs s mutaci v EF nebo DE
smycce a také PsVs slozené z kombinace majoritniho i minoritniho kapsidového

proteinu za ucelem stanoveni subtypové specifické reaktivity.

5.4.1 Hemaglutinace s VLPs

Pro testovani reaktivity sér s BKV VLPs pomoci HIA bylo nejprve potreba op-
timalizovat provedeni samotné hemaglutinace a poté i HIA. Vstupni koncentrace
¢astic pro hemaglutinaci byla 0,02 mg/ml, déle fedéna fedici fadou s faktorem
dva. Pro HIA byla pouZivana koncentrace 0,156 pg/ml. VSechna séra pouzivana
pro HIA byla inaktivovana po dobu 1 hodiny pii 56°C. Pti optimalizaci hemaglu-
tinace byly testovany dva druhy krvinek, lidské (krevni skupina 04) a morceci.
Zaroven byly testovdny ruzné podminky (teplota, pH), ve kterych hemaglutina-
ce probihala. Hemaglutinace pti teploté 0°C se neosvédcila, krvinky v jamkéach

vytvéarely dtvary, které se nedaly vyhodnotit (Obr. 5.19).

Obrazek 5.19: Hemaglutinace na ledu

Ukdzka nevyhodnotitelnyjch dtvari tvoricich se pri hemaglutinaci na ledu
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Ostatni hemaglutinace uz probihaly pii pokojové teploté. Pri testovani opti-
malni hodnoty pH se ukazalo, ze lidské krvinky hemaglutinuji v neutralnim pH
oba typy VLPs velmi podobné. Morceci krvinky v neutralnim pH hemaglutino-
valy lépe VLPs IV nez VLPs I (Obr. 5.20). Oba typy krvinek hemaglutinovaly
antigen v kyselém pH mnohem vice (Obr. 5.20).

x

8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x |1024x

. . . . . 0 .
VLPs |

lidské krvinky

. . . . . . .
VLPs IV

} pH 7,1
} pH 5,6

VLPs |

morc&eci krvinky

VLPs IV

VLPs |

lidské krvinky
VLPs IV

VLPs |

morceci krvinky

00000000
000000006
| | |

VLPs IV

‘ - Castice hemaglutinuji ® - Castice nehemaglutinuji

Obrazek 5.20: Hemaglutinace v rtiznych pH s riznymi krvinkami
Hemaglutinace, pri které se testovaly dva typy krvinek - lidské a morcect.
Zdroven byly krvinky testovany ve dvou ruznych pH: 5,6 a 7,1. 'V tabulce se
v Taddch stridaji pouzité antigeny VLPs I a VLPs IV, ve sloupcich je redént
antigenu. Vstupni koncentrace antigenu byla 0,02 mg/ml a dale Tedéna redici

radou s faktorem 2.

Jelikoz se v kyselém pH nepodarilo dojit k fedéni c¢astic, kde by k hemaglu-
tinaci nedochazelo, byly pripraveny samostatné desky pro kazdy typ krvinek, jiz
jen v kyselém pH a s vySSim fedénim ¢éstic (¢=0,156 pg/ml, Obr. 5.21). V ky-
selém pH lidské krvinky hemaglutinovaly 1épe VLPs IV nez VLPs I (Obr. 5.21).
Morceci krvinky se chovaly v kyselém pH podobné jako v neutralnim, tedy he-
maglutinovaly 1épe VLPs IV, ale rozdil byl v kyselém pH méné patrny (Obr.
5.21).
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X 2x 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x |1024x
OO0000|O|-|-|-|-]|:
VLPs |
lidské krvinky
OO0000O®|-|-]-
VLPs IV
oo -[-[-[-]-]
VLPs |
morceci krvinky
OO000OO|-|-|-]-
VLPs IV
‘ - ¢astice hemaglutinuji @ - Castice nehemaglutinuji

Obrazek 5.21: Hemaglutinace v kyselém pH
Hemaglutinace probihala v kyselém pH. V tabulce se v raddch stridaji pouzité
antigeny VLPs I a VLPs IV, ve sloupcich je redéni antigenu. Horni polovina
desky predstavuje hemaglutinaci s lidskymi krvinkami, spodni polovina desky

predstavuje hemaglutinaci s morcecimi krvinkami. Vstupni koncentrace antigenu
ve druhgjch dvou raddch byla 0,156 png/ml a ddle Tedéna redici radou s faktorem
2.

5.4.2 Hemaglutinace s PsVs

Nastavené podminky hemaglutinace provadéné v kyselém pH a s morcecimi krvn-
kami byly vyuzity i pro dalsich charakterizaci pseudovirioni izolovanych v kapi-
tole 4.2.7.8. Pro kontrolu byla provedena hemaglutinace s morcecimi krvinkami
v kyselém pH s pseudoviriony tvorenymi majoritnim kapsidovym proteinem sub-
typu I a IV, kombinaci majoritniho proteinu i s minoritnim kapsidovym protei-
nem a i s mutantnimi pseudoviriony (Obr. 5.22). Pro hemaglutinaci bylo pouzito
vzdy stejné mnozstvi proteinového materialu (0,02 mg/ml). VSechny typy PsVs
hemaglutinuji. Mezi subtypy byly pozorovany rozdily v hemaglutinaci, coz bylo
patrné jiz pri pouziti VLPs.
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Obrazek 5.22: Hemaglutinace s PsVs
Hemaglutinace s PsVs s vyuZitim morcecich krvinek, v kyselém pH. V radcich se

stridaji rizné typy antigeni, ve sloupcich je ruzné redént krvinek.

5.4.3 Hemaglutinacné inhibic¢ni test s VLPs

Pro prvni testovani hemaglutina¢né inhibi¢niho testu bylo na zakladé predchozich
vysledkt zvoleno kyselé pH, inkubace pti pokojové teploté a vstupni koncentrace
¢astic 0,156 ng/ml. Byly pripraveny dvé desky, jedna s lidskymi krvinkami (Obr.
5.23) a druhd s morcecimi krvinkami (Obr. 5.24). Na obé desky byla pouzita
hyperimunni krali¢i séra proti BKV I nebo proti BKV IV (viz kapitola 4.1.1), ve
dvou vstupnich fedénich (1:20 a 1:500). Z obrazku 5.23 je patrné, ze HIA s lidsky-
mi krvinkami byl nevyhodnotitelny, jelikoz pozitivni kontrola pro VLPs I nebyla
pozitivni (Obr. 5.23, pozitivni kontrola oznac¢ena modre). Pozitivni kontrola byly
v tomto pripadé castice VLPs I s krvinkami, takze mélo dojit k hemaglutinaci
a vysledek se mél projevit jako aglutinace krvinek (razovy povlak). Namisto toho
krvinky spadly na dno jamky (vytvorily ¢ervenou tecku). To mohlo byt zptisobeno
snizenou kvalitou krvinek po skladovani.

Vzhledem k tomu, Ze uz jsem lidské krvinky krevni skupiny 0+ neméla k dis-
pozici, bylo testovani s HIA nadéle provadéno pouze s morcecimi krvinkami.
Hledalo se takové fedéni, pti kterém sérum proti BKV I neni schopno inhibovat
hemaglutinaci heterologniho BKV IV antigenu, ale inhibuje hemaglutinaci ho-
mologniho antigenu BKV 1. Stejné tak se hledalo takové fedéni séra proti BKV

IV, které neni schopno inhibovat hemaglutinaci heterologniho BKV I antigenu,
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 K
Redéni séra 20x 40x 80x 160x 320x 640x 1280x 2560x 5120x | 10240x | 20480x
VPLs | . . . L] L] L] L] . . . ] . Rb xBKV |
20x
VPLs | . . . . . . . . ° ° . . Rb x BKV IV
20x
VPLs IV . . . . . . . . . . . . Rb x BKV |
20x
VPLs IV . . . . . . . . . . . - Rb x BKV IV
20x
Redéni séra 500x 1000x 2000x 4000x 8000x 16000x | 32000x | 64000x | 128000x | 256000x | 512000x
Rb x BKV |
VPLs | . . . . L] . . . . . . . 500
Rb x BKV IV
VPLs | . . . . L] [} ] . L] . . . 500x
Rb x BKV |
worl | - || OO OO OO OO0
Rb x BKV IV
VPLs IV . . . L) . . . . L) . . . 500
. - neni inhibice HA, protilatky nejsou piitomny v séru @ - inhibice HA, protilatky pfitomny v séru

Obrazek 5.23: HIA s lidskymi krvinkami a krali¢imi séry
HIA se dvéma typy antigeni - VLPs I a VLPs IV o koncentraci 0,156 pg/ml.
HIA probihal v kyselém pH s pouzitim lidskych krvinek. V rddcich se stridaji
antigeny VLPs I a VLPs IV reagujici s kralicimi séry. Kralici séra byla pouZita
proti BKV I a BKV IV, na horni poloviné desky bylo vstupni redéni sér 1:20, na
spodni poloviné desky bylo vstupni redéni sér 1:500 (ve sloupci 1). Ddle bylo
sérum redéno redici tadou s faktorem 2 (sloupce 2-11). Sloupec oznaceny ,K*“
obsahuge kontroly. Modre je oznacena pozitivni kontrola, coZ byl pouze antigen
(VLPs I nebo VLPs IV) s krvinkami, v duplikdtech pro oba antigeny. Kuvili
tomu, Ze na této desce pozitivni kontrola nebyla pro VLPs I pozitivni, je deska
nevyhodnotitelnd. Zbytek sloupce K neoznaceny modre predstavuje negativni

kontrolu, tedy samotné krvinky bez antigenu.

ale inhibuje hemaglutinaci homologniho antigenu BKV IV. Jak je patrné z ob-
razku 5.24, hemaglutinace prestava byt inhibovéana v 11.jamce (fedéni séra v této
jamce je 1:20 480) pii pouziti vstupniho fedéni 1:20 séra proti BKV I u obou
antigent. Sérum proti BKV IV prestava inhibovat hemaglutinci v 7.jamce (Te-
déni séra v této jamce je 1:1 280) pii pouziti heterologniho BKV I antigenu. Pti
pouziti homologniho antigenu se nepodatilo doséhnout redéni séra proti BKV IV,
pti kterém by k inhibici hemaglutinace nedochézelo (a to ani pfi fedéni vstup-
niho séra 1:500, Obr. 5.24). Pokud bylo pro experiment pouzito vstupni fedéni
sér 1:500 (Obr. 5.24), bylo mozno po HIA pozorovat subtypové specifickou re-
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 K
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Obrazek 5.24: HIA s morcecimi krvinkami a krali¢imi séry
HIA se dvéma typy antigeni - VLPs I a VLPs IV o koncentraci 0,156 pg/ml.
HIA probihal v kyselém pH s pouzitim morcecich krvinek. V rddcich se stridaji
antigeny VLPs I a VLPs IV reagujici s kralicims séry. Kralici séra byla pouZita
proti BKV I a BKV IV, na horni poloviné desky bylo vstupni redéni sér 1:20, na
spodni poloviné desky bylo vstupni Tedéni sér 1:500 (ve sloupci 1). Dale bylo
sérum redéno redici tadou s faktorem 2 (sloupce 2-11). Sloupec oznaceny ,K*“
obsahuge kontroly. Modre je oznacena pozitivni kontrola, coZ byl pouze antigen
(VLPs I nebo VLPs IV) s krvinkami, v duplikdtech pro oba antigeny. Zbytek
sloupce K neoznaceny modre predstavuje negativni kontrolu, tedy samotné

krvinky bez antigenu.

aktivitu i u séra proti BKV I (pri fedéni 1:500 byla inhibovana hemaglutinace
u homologniho BKV I antigenu, ale k inhibici nedochézelo u heterologniho BKV
IV antigenu). HIA tedy v tomto prvotnim experimentu odlisoval spolehlivé sub-
typoveé specifické protilatky pouze u séra proti BKV IV. Pro ovéreni byl proveden
dalsi HIA (Obr. 5.25). Vstupni fedéni sér bylo 1:500 a déle fedéno fedici fadou
s faktorem 5. Je patrné, ze v fedénich 1:500 az 1:12 500 bylo u obou sér mozno
pozorovat subtypové specifickou reakci protilatek, kdy pri pouziti kraliciho séra
proti BKV 1 dochézi s ¢asticemi BKV I k inhibici hemaglutinace (to znamen4,
ze jsou pritomny protilatky proti tomuto antigenu) a u stejného séra s ¢asticemi

BKV IV k inhibici nedochazi (protilatky inhibujici HA tedy pritomny nejsou).
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Stejny vysledek plati i naopak, pro krali¢i sérum proti BKV IV,
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Obrazek 5.25: HIA s krali¢imi séry
HIA probihal v kyselém pH s morcecimi krvinkami. Byly pouzity dva typy
antigent - VLPs I a VLPs IV, koncentrace 0,156 pug/ml. V hornich dvou raddch
je kralici sérum proti BK'V I, ve spodnich dvou raddch je kralici sérum proti

BKV IV. Popisky sloupct znaci redéni krdlicich sér.

Jelikoz se HIA s morcecimi krvinkami v kyselém pH s krali¢imi séry osvedcil,
dalsim krokem bylo testovani lidskych sér. Zajimalo nas, zda je mozné dosdhnout
rozliseni subtypové specifické reaktivity i pti fedéni lidskych sér, jako se to povedlo

u krali¢ich sér (Obr. 5.25).

Obrazek 5.26: HIA s lidskymi séry (sérum M30)
Ukdzka nevyhodnotitelngjch utvard tvoricich se pri HIA s pouZitim lidskych sér,

které mohou znacit pritomnost nespecifickych inhibitoru hemaglutinace.

P1i pouziti tepelné inaktivovanych lidskych sér byly na desce patrné nevyhod-
notitelné utvary krvinek na dné jamky (Obr. 5.26). To mohlo znamenat, Ze v séru

jsou pritomny nespecifické inhibitory hemaglutinace. Muze se jednat napiiklad
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o sacharidy, lipoproteiny nebo mukoproteiny, které hemaglutinaci inhibuji (Isaa-
cs & Bozzo (1951), Anders et al. (1990)). Pro eliminaci téchto inhibitort nestaci
klasickd inaktivace sér (1 hodina pri 56°C), kterou séra jiz prosla, ale je tieba
pred samotnou inaktivaci pridat neuraminidézu (Isaacs & Bozzo (1951), Gardner
et al. (1971)) nebo trypsin a jodistan draselny (Hirst (1948), Neel et al. (1996)
a Kim et al. (2012)). Neuraminidéza stépi glykosidické vazby, proto je schopna ze
séra odstranit rtizné sacharidové inhibitory hemaglutinace. Zaroven by ale mohla
stépit glykosidickou vazbu mezi kyselinou sialovou a galaktézou. Kyselina sialo-
va slouzi jako receptor pro vazbu viru na c¢ervenou krvinku a odstépéni kyseliny
sialové by znehodnotilo vysledky HIA, proto se neuraminiddza ptridana do séra
musi tepelné inaktivovat (viz metody, kapitola 4.2.10.2.4). Trypsin je protedza
stépici peptidickou vazbu proteinii. Trypsin a jodistany obecné se osvédcily pro
odstranéni nespecifickych inhibitorti hemaglutinace (Hirst 1948). Byly otestova-
ny tii zpusoby inaktivace sér, jeden zahrnoval pouze tepelnou inaktivaci (56°C, 1
hodina). Tato tepelnd inaktivace sér slouzila jako kontrolni, jelikoz vSechna séra
pouzivana pro HIA vzdy pred testovanim prosla timto zptsobem inaktivace a tu-
diz jsme ocekavali, ze vysledky se budou shodovat s vysledky predchozich HIA.
Druhym zpiisobem bylo pridani neuraminidézy do séra a tfetim pridani trypsinu
a jodistanu draselného (podrobné viz metody, kapitola 4.2.10.2.4). S takto inak-
tivovanymi séry byl proveden HIA (Obr. 5.27 a Obr. 5.28). Sérum M30, které
bylo odebrano miminktm zhruba v Sesti mésicich zivota, kdy jesté nemaji vytvo-
rené vlastni protilatky proti BKV a zaroven by jiz v séru nemély byt pritomny
materské protilatky, mélo slouzit jako negativni kontrola.

Dle vysledkl na obrazcich ¢.5.27 a 5.28 lze vidét, ze inhibitory hemaglutinace
se inaktivaci povedlo odstranit. Inaktivace pomoci trypsinu a jodistanu draselné-
ho navic vyznamné pomohla subtypové specifické reaktivité kralicich sér jiz pri
nizsim fedéni (1:50 - 1:100) neZ pouhd tepelnd inaktivace. Pfi tepelné inaktivaci
bylo mozné subtypové specifickou reaktivitu krali¢tho séra rozlisit az pri redé-
ni 1:2 500. Z tohoto pokusu lze odpovidajici rozdil v reaktivité vidét pro sérum
inaktivované tepelné jiz pri fedéni 1:500. Inaktivace neuraminidazou napomohla
subtypové specifické reaktivité az pti vyssim fedéni (1:500). U lidskych sér vy-

hodnoceni neni jednoznacné, casto se neshoduji duplikaty a navic lidské sérum
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VLPs | Rb x BKV | Rb x BKV IV 6011 M30

[ ] [ ] [ ] [ ... ... ..
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soox| * | ° '...'..xx.

inaktivace | 56°C | NA | KIO4 |56°C | NA | KIO4 |56°C | NA | KIO4 |56°C | NA | KIO«

. - neni inhibice HA, protilatky nejsou pfitomny v séru ® - inhibice HA, protilatky pritomny v séru x - nevyhodnotitelné

Obrazek 5.27: HIA s rtiznymi zptisoby inaktivace sér s VLPs I
Celd tabulka predstavuje reaktivitu sér pouze s jednim antigenem, v tomto
pripadé VLPs I. V taddch jsou tri riznd redéni sér, posledni rada znaci, jakym
zpusobem bylo sérum inaktivovino. KaZdé z testovanych sér bylo inaktivovano
tremi zpusoby (teplota (=56°C), neuraminiddza (=NA) nebo jodistan draselnj
a trypsin (= KI10,). Testovala se celkem ctyri séra, dvé kralici (proti BK'V
I'a BKV 1IV) a dvé lidskd (6011 a M30).

VLPs IV Rb x BKV | Rb x BKV IV 6011

. . ‘I' . . ® . o ‘I'} ‘I'
50x

@] |OOOOOO
100x

OO0 o000 ®
500x

inaktivace | 56°C | NA | KIOs |56°C | NA | KIOs |56°C | NA | KIOs |56°C | NA | KIO4
. - neni inhibice HA, protilatky nejsou pfitomny v séru ® - inhibice HA, protilatky pfitomny v séru
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Obrazek 5.28: HIA s riznymi zptsoby inaktivace sér s VLPs IV
Celd tabulka predstavuje reaktivitu sér pouze s jednim antigenem, v tomto
pripade VLPs IV. V raddch jsou tri ruznad redéni sér, posledni rada znaci, jakym
zpusobem bylo sérum inaktivovano. KaZdé z testovanych sér bylo inaktivovano
tremi zpusoby (teplota (=56°C), neuraminiddza (=NA) nebo jodistan draselns
a trypsin (= KI10,). Testovala se celkem ctyri séra, dve kralici (proti BK'V
I'a BKV IV) a dvé lidskd (6011 a M30).

6011 bylo vybrano proto, ze na ELISA vykazuje reaktivitu s obéma subtypy BKV
I a IV. HIA tedy nepomohl urcit, zda se jedna o subtypové specifické sérum. Sé-
rum M30 by meélo byt negativni, ale na vysledcich na obrazku 5.27 lze vidét,
ze v nékterych pripadech sérum vykazuje reaktivitu, coz lze interpretovat tak,

ze muze mit velky obsah inhibitori HA, které lze inaktivovat pouze jodistanem
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nebo ze sérum obsahuje protilatky proti BKV 1. Je mozné, Ze optimalni redéni
lidskych sér pro HIA se nachazi nékde mezi pouzitymi fedénimi 1:100 a 1:500
a pro pristé by bylo vhodné otestovat vice rfedéni lidskych sér.

Zaveérem lze konstatovat, ze hemaglutinacni experimenty ukézaly, Ze 1ze pro
hemaglutinace BKV VLPs pouzivat morceci krev, kterd je 1épe dostupna nez
krev lidské. Zaroven se podatilo ukazat, ze hemaglutinace miize probihat i¢innéji
v kyselém pH (pH 5,6), coz dovoluje pro testy vyuzivat mensi mnozstvi antigenti.
Nevyhodou tohoto usporadanti je, ze je tieba nové standardizovat proces urcovani
hemaglutinac¢niho titru v laboratori. Pti testovani HIA se podarilo prokazat, ze
tato metoda dokéaze rozlisit experimentédlni hyperimunni krali¢i séra (jiz v redéni
1:500) na zékladé subtypové specifické reaktivity. Pomoci dodateéné inaktivace
sér pro odstranéni nespecifickych inhibitori hemaglutinace se povedlo rozlisit
subtypoveé specifickou reaktivitu jiz pfi nizsim fedéni (v ptipadé inaktivace pomoci
trypsinu a jodistanu draselného to bylo u krali¢ich sér fedéni 1:50). PTi testovani
lidskych sér pomoci HIA byly vysledky obtizné vyhodnotitelné vlivem inhibitort
hemaglutinace a po odstranéni téchto inhibitora hemaglutinaci nebyl z ¢asovych
diivodl otestovan dostatecny pocet lidskych sér v rtiznych fedénich tak, aby bylo
mozno udeélat néjaké zaveéry. I kdyz je nepravdépodobné, Ze by se nékdy HIA

pouzival v klinické praxi, experimentalné se jedna o velmi zajimavy vysledek.

5.4.4 ELISA

Hlavnim dtivodem zatrazeni ELISA testovani bylo, ze metoda ELISA je obecné
velmi populérni a pouzivana sérologickd metoda. Jeji pouziti je navic vhodné pro
klinickou praxi. Doposud ale byla v BKV subtypové specifické sérologii limito-
vana kiizovou reaktivitou. Nasledujici testovani mélo za cil zjistit, zda by nebylo
mozné optimalizovat podminky ELISA tak, aby dochazelo k presnéjsimu rozliseni
subtypoveé specifické reaktivity. Byly testovany rizné podminky, pii kterych ELI-
SA probihala (pH, kratsi inkubace se sérem a promyv s mocovinou) a také byly
testovany mutantni PsVs. Zajimalo nas nejen srovnani reaktivity VLPs a PsVs,
ale pfedevsim porovnani reaktivity nemutovanych PsVs subtypu I a IV s PsVs

nesoucimi mutaci v DE nebo EF smycce. Predpokladali jsme, Ze pokud budou
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mutantni ¢astice reagovat stejné jako nemutované PsVs IV, znamena to, ze mnou
mutované misto neni pro subtypové specifické protilatky vyznamné. Pokud by
ale mutované castice reagovaly jinak, da se predpokladat, ze se mutaci podafilo
zasahnout misto vyznamné pro interakci se subtypové specifickou protilatkou.
Také byla porovnavana reaktivita PsVs IV tvorenych pouze VP1 proteinem s re-
aktivitou PsVs IV tvofenych i minoritnim proteinem VP2 za tcelem zjistit, zda
minoritni proteiny hraji roli pti interakci s protilatkami a mohou tim padem pii-
spivat k subtypové specifické interakci. Jako primarni protilatky byla pouzivana
hyperimunni kréali¢i séra a precharakterizovana lidska séra. Séra pouzivana na
ELISA nebyla inaktivovana, inaktivace sér se pti ELISA nedoporucuje (Crowther
2000).

5.4.4.1 Testovani redéni sér ve standardnim usporadani ELISA
o Testovani fedéni kralicich sér

K dispozici byla kontrolni hyperimunni krali¢i séra (viz kapitola 4.1.1). Nejpr-
ve bylo nutné vytvorit titracni krivky kralicich a lidskych sér, ktera byla k dispozi-
ci, s antigeny VLPs I a VLPs IV. Diky titracnim krivkam jsem ziskala predstavu,
jak je potfeba séra redit a zaroven jsem mohla ziskana data porovnat s jiz drive
ziskanymi vysledky v laboratori (Sekavova 2017). Kralici séra reagovala dle oce-
kavani, tedy sérum proti BKV IV reagovalo vice s antigenem VLPs IV a naopak.
Pro antigen VLPs I jsou rozdily v reaktivité s obéma séry nizsi nez pro VL-
Ps IV (Obr. 5.29). Dle této titracni krivky predpokladame, ze optimélni fedéni
krali¢ich sér bude mezi 1:2 500 - 1:12 500.
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Obrazek 5.29: Titracni krivka krali¢ich sér s antigeny VLPs I a VLPs
v
Na hornim grafu byl pouZit antigen VLPs I, na spodnim VLPs IV. Modra krivka
predstavuje krdlici sérum obsahujici protildtky proti BK'V I, fialovd krivka je
kralici sérum obsahugici protilatky proti BK'V IV. Vstupni redéni séra bylo

1:500, ddle redéno redici Tadou s faktorem 5.

o Testovani fedéni lidskych sér

Titrac¢ni kiivky byly pripraveny i pro lidska séra. Sérum 6030 by meélo byt mo-
nospecifické - BKV IV pozitivni, sérum 6029 by mélo byt monospecifické - BKV
I pozitivni. Sérum M30 by mélo byt BKV negativni a sérum 6011 dosud nebylo
charakterizovano. Hladina protildtek proti BKV u béznych lidskych sér je vyraz-
né nizsi nez hladina specifickych protilatek u hyperimunnich krali¢ich sér, proto
bylo zvoleno fedéni sér v rozmezi 1:100 az 1:6 400. Vysledky testovani jsou na
Obr. 5.30. Jak jsme ocekavali, optimalni fedéni lidskych sér se dle této titracni

krivky jevi jako fedéni mezi 1:100-1:400 ve srovnani s mnohem vyssim fedénim
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hyperimunnich kréli¢ich sér (Obr. 5.29). To znamen4, Ze pochézeji z kralika, kte-
ry byl opakované imunizovan VLPs jednoho subtypu, proto jsou titry protilatek
v hyperimunnim séru mnohem vyssi nez v bézném lidském séru. Navic by ta-
to hyperimunni séra méla reagovat celkem specificky, naopak lidska séra casto
obsahuji protilatky proti vice subtyptim zaroven a proto je dosazeni subtypové
specifické reaktivity mnohem tézsi. Dvé precharakterizovana séra 6029 a 6030 re-
aguji dle ocekdvani. Sérum M30 nevykazuje zadnou reaktivitu. Sérum 6011 bylo
vyhodnoceno jako BKV I/IV pozitivni (Obr. 5.30). Za pozitivni reakci pri ELI-
SA analyze byla v této praci povazovana takova reakce, kterd meéla nenulovou
hodnotu pfi méfeni absorbance (OD pii 450 nm) po odecteni absorbance ziskané
u adekvatni negativni kontroly (tj. jamka bez antigenu, kterd prosla inkubaci se

stejné fedénou primérni i sekundarni protilatkou).
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Obrazek 5.30: Titracni krivka lidskych sér s antigeny VLPs I a IV
Na hornim grafu byl pouzit antigen VLPs I, na spodnim VLPs IV. Cervend
krivka predstavuje sérum 6030 obsahujici protilatky proti BKV IV, zelend krivka
je sérum 6029 obsahujici protilatky proti BK'V I, fialovd krivka sérum M30,
které by mélo byt negativni a modrd krivka je sérum 6011, které nebylo dosud
ocharakterizovano. Vstupni redeni séra bylo 1:100, ddle redéno redici radou

s faktorem 2.
o Testovani optimalniho pH

Pozorovani, ze pri hemaglutinaci dochazi k rozdilné vazbé antigent riznych
subtypt na morceci krvinky v kyselém pH, nés inspirovalo k podobnému testovani
i na ELISA. Podobné byl takovyto ptistup publikovan napiiklad ve studii Kamata
et al. (1996) nebo Doucet et al. (2013). Testovala jsem, zda ruzné hodnoty pH
pomohou rozlisit subtypové specifickou séroreaktivitu. Nejprve probéhla ELISA
pro srovnani neutralniho a kyselého pH. Pouzity byly dva typy antigenii - VLPs
I a IV, a tri ruzna séra. Krali¢i sérum proti BKV I a proti BKV IV, ve dvou
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ruznych fedénich a lidské sérum 6011 v jednom fedéni (1:150). Krali¢i sérum
proti BKV I bylo fedéno 1:1 000 a 1:20 000. Kréli¢i sérum proti BKV IV bylo
fedéno 1:2 500 a 1:300 000. Po porovnéni cerveného a modrého sloupce v grafech
(Obr. 5.31), jsem zjistila, ze se reaktivita v kyselém pH témér neméni, je obecné
nizsi nez v neutralnim pH, ale subtypové specifickou reaktivitu kyselé pH nijak
neovliviiuje. Modry sloupec predstavuje reaktivitu v neutralnim pH a cerveny
sloupec reaktivitu v kyselém pH. Jednotlivé grafy pak ukazuji reaktivitu jednoho

séra v rizném tedéni s jednim typem antigenu.
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Obrazek 5.31: Testovani v kyselém pH
Testovana byla krdalici séra proti BKV I a proti BKV IV. Modré sloupce
predstavuji neutrdlni pH, cervené kyselé pH. Jeden graf vidy predstavuje
reaktivitu jednoho konkrétniho séra ve dvou tedénich (v pripadé lidského séra jen

jedno redént) s jednim antigenem (bud VLPs I nebo VLPs IV).
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Kyselé pH 5,6 neprineslo vyrazné rozdily oproti neutralnimu pH. V nékterych
pripadech byla reaktivita séra v kyselém pH nizsi nez v neutrdlnim (Obr. 5.31,
u sér Rb x IV pfi fedéni 1:2 500 a u séra 6011). U kralicitho séra proti BKV

I kyselé pH zmensuje rozdily mezi subtypové specifickou reaktivitou.
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Obrazek 5.32: Testovani v zasaditém pH
Testovana byla krdlici séra proti BKV I a proti BKV IV. Grafy nalevo ukazuji
vysledky ELISA v zasaditém pH 8,9, grafy napravo ukazuji vysledek pri
standardnim provedent, v neutrdlnim pH 7,1. Horni grafy ukazuji reaktivitu sér
s antigenem VLPs I, spodni grafy ukazuji reaktivitu sér s antigenem VLPs IV.

Vstupni redéni sér bylo 1:500, ddle byla redéna redici radou s faktorem 5.

Kyselé pH 5,6 neptineslo vyrazné rozdily oproti neutrdlnimu pH. Proto bylo
otestovano jesté zasadité pH 8,9. Byly pripraveny titracni krivky pro krali¢i séra
proti BKV I a BKV IV, vstupni fedéni bylo 1:500 a dale fedéno tedici fadou
s faktorem 5. Titracni ktivka séra ziskand v zasaditém pH byla poté porovnana
s titrac¢ni krivkou stejného séra se stejnym antigenem ziskanou v neutralnim pH
(Obr. 5.32). Zasadité pH 8,9 také snizilo reaktivitu sér, obecné ve vsech fedénich
pro obé séra, narozdil od kyselého pH, které reaktivitu snizuje jen v nékterych
pripadech. Zasadité pH také zmensilo rozdily v subtypové specifické reaktivite.

Proto bylo rozhodnuto pokracovat s ELISA v neutrdalnim pH.

o Testovani doby inkubace se sérem
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Byla otestovana i kratsi inkubace se sérem (misto 1 hodiny jen 20 minut). Hypo-
téza byla, ze pri zkracené inkubaci se stihnou navazat pouze subtypoveé specifické
protilatky a k¥izové reagujici protilatky budou odmyty. Tato hypotéza se nepo-
tvrdila, jelikoz i pti zkracené inkubaci dochazi ke kiizové reaktivité ve stejné mite
(Obr 5.33). Byly pripraveny titracni kiivky pro kralici séra proti BKV I a BKV
IV, vstupni fedéni bylo 1:500 a déle fedéno fedici fadou s faktorem 5. Titrac¢ni
kiivka séra ziskand po kratsi inkubaci se sérem byla poté porovnéna s titrac-
ni krivkou stejného séra se stejnym antigenem ziskanou pri klasické inkubaci se

sérem po dobu 1 hodiny v neutrdlnim pH (Obr. 5.33).
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Obrazek 5.33: Testovani kratsi inkubace antigenu se sérem
Testovdna byla kralici séra proti BKV I a proti BKV IV. Grafy nalevo ukazuji
vysledky ELISA se zkrdacenou inkubaci (20 minut), grafy napravo ukazuji vysledek
pri standardnim provedeni v neutrdlnim pH (7,1). Horni grafy ukazuji reaktivitu
sér s antigenem VLPs I, spodni grafy ukazuji reaktivitu sér s antigenem VLPs

1V. Vstupni redeni sér bylo 1:500, ddle byla rTedéna redici radou s faktorem 5.

o Testovani promyvaciho kroku s 6M mocovinou

V literature jsou popsany pripady, kdy lze pomoci promyvaciho kroku s 6M
mocovinou (Ureou) odstranit falesné pozitivni reaktivitu (Wang et al. 2019) nebo
snizit kiizovou reaktivitu protilatek (Tsai et al. 2018). Proto jsem tento krok za-

radila do naseho ELISA testu. Pro stanoveni sily vazby protildtek byla testovana
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ELISA s promyvem v podobé 1xPBS s 6M Ureou. Hodnoty ziskané na ELISA
po promyvu s Ureou byly porovnany s hodnotami ziskanymi na ELISA pfi neut-
ralnim pH. Byly pripraveny titracni kiivky pro krali¢i séra proti BKV I a BKV
IV, vstupni fedéni bylo 1:500 a déle fedéno fedici fadou s faktorem 5. Titrac¢ni
kiivka séra ziskand po promyvu s Ureou byla poté porovnana s titracni kiivkou
stejného séra se stejnym antigenem ziskanou v neutralnim pH bez Urea promyvu
(Obr. 5.34). Promyv s Ureou nijak nepomohl pri rozliseni subtypové specifické
reaktivity, naopak u VLPs I tento rozdil jesté snizil. Obé testovana séra reagovala
témer identicky. U VLPs IV je sice rozdil subtypové specifické reaktivity patrny,
ale trend je velmi podobny tomu pii testovani v neutralnim pH bez Urea promyvu

a navic je reaktivita pti pouziti Urea promyvu nizsi.
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Obrazek 5.34: Testovani promyvaciho kroku s 6M mocovinou
Testovana byla kralici séra proti BKV I a proti BKV IV. Grafy nalevo ukazuji
vysledky ELISA zahrnujici promyvaci krok s 6M mocovinou, grafy napravo
ukazuji vysledek pri standardnim provedeni v neutrdalnim pH (7,1). Horni grafy
ukazuji reaktivitu sér s antigenem VLPs I, spodni grafy ukazuji reaktivitu sér
s antigenem VLPs IV. Vstupni redéni sér bylo 1:500, ddle byla redéna redict

radou s faktorem 5.
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5.4.4.2 Testovani reaktivity riznych typua antigent

Po optimalizaci podminek, pti kterych ELISA probihd, se pristoupilo k testovani
kralic¢ich a lidskych sér se vSemi typy antigenii. Na zédkladé predchozich vysledki
bylo rozhodnuto, ze ELISA bude probihat v neutralnim pH a inkubace s proti-
latkou bude probihat po dobu 1 hodiny. Nejprve bylo potteba otestovat vsechny
dostupné antigeny s co nejvice lidskymi séry v jednom fedéni. Poté mélo byt na
zakladé takového testovani vybrano nékolik zastupct sér, aby bylo mozno udélat
titrac¢ni kiivky téchto sér. Mezi vybranymi séry méla byt séra pozitivni pouze na
jeden subtyp, séra reagujici s obéma subtypy a séra negativni. Pti pokusech s rtiz-
nymi séry v jednom fedéni (1:100), pomoci kterych jsem chtéla tato séra vybrat,
se ale vyskytlo nékolik komplikaci. Prvni komplikace bylo vysoké pozadi (Obr.
5.35, graf vlevo). Nésledovala fada pokust, které pomohly odhalit zdroj vysoké-
ho pozadi. Zdrojem vyssiho pozadi (vysoka reaktivita negativni kontroly, tedy
samotného PBS) muze byt ptilis nizké fedéni sekundarni protilatky. V prubéhu
experimentu totiz dosel stabilizovany roztok predredéné sekundarni protilatky
(kozi proti lidskym IgG) a bylo nutno sekundarni protilatku znova nafedit. Po
otestovani dvou ruznych fedéni sekundarni protilatky (ptvodni pouzivané fedéni
1:3 000 a nové fedéni 1:6 000) jsem dosla k zavéru, ze je nutné protilatku vice
fedit. Redéni 1:6 000 sice mirné snizuje reaktivitu, coz lze vidét p¥i porovnani re-
aktivity vyssiho Tfedéni se sérem 30 oproti nizsimu redéni se sérem 30 (Obr. 5.36,
sérum 30 oznaceno jako PK), ale také snizuje pozadi (Obr. 5.36, zeleny sloupec
NK).

Vyssi pozadi mohlo byt zptisobené i nedostatecnou blokaci po kotveni antige-
nu na dno jamek, proto byly otestovany dva bézné vyuzivané zpusoby blokace.
Doposud byl pouzivan jako bloka¢ni roztok 2% BSA v PBS, zdroven byl jesté
otestovan 5% roztok suseného mléka v PBS. Po vyneseni vysledku do grafu bylo
rozhodnuto pokracovat s blokaci roztokem 2% BSA v PBS, protoze vysledky jsou
velmi podobné a mira pozadi je v obou piipadech témér stejna (Obr. 5.37, zeleny

sloupec NK).
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Obrazek 5.35: Vybrana lidska séra v redéni 1:100
Levy graf zndzornuje reaktivitu lidskych sér s antigeny BKV VLPs I a IV pri
redéni sekunddrni protilatky 1:3 000. Pravy graf predstavuje zmenu reaktivity po

nastaveni jiného redéni sekunddrni protildtky (1:6 000, Obr. 5.36) a otestovani
zptsobu blokace (Obr. 5.37).
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Obrazek 5.36: Riazné redéni sekundarni protilatky
Sekunddrni protilatka kozi proti lidskym IgG byla testovina ve dvou Tedénich,
1:3 000 a 1:6 000. Jako antigeny byly testoviny VLPs I, VLPs IV a jako
negativni kontrola slouZilo pouze PBS bez antigenu. Jednak byla testovina
samotnd sekunddrni protilatka bez primdrni protildatky, a poté klasickd reakce
s pridanim primdrnd protildtky (v grafu oznaceno jako "PK”), kdy bylo jako

primdrni protildtka pridano sérum 30.
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Obrazek 5.37: Rizné zptisoby blokovani
Jako blokovaci roztok bylo testovano 2% BSA v PBS a 5% susené mléko v PBS.
Pro testovani bylo pouzito sérum 30, které by mélo byt BKV I i BKV
1V pozitivni. Jako antigeny byly testoviny VLPs I, VLPs IV a jako negativni

kontrola slouzilo pouze PBS bez antigenu.
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Poté, co bylo ovéreno, ze pouziti 2% BSA v PBS jako bloka¢niho roztoku je
optimalni a zaroven bylo ur¢eno redéni sekundarni protilatky 1:6 000 misto 1:3
000 byla provedena ELISA s vybranymi lidskymi séry. Pozadi se sice podafrilo
minimalizovat, ale obecné byla reaktivita velmi nizka. Graf na obrazku 5.35 po-
rovnava vysledky reaktivity. Vlevo je graf, ve kterém jsou vysledky ELISA pted
zménou fedéni sekundarni protilatky (tedy pii fedéni 1:3 000), vpravo jsou vy-
sledky s vyssim fedénim protilatky (1:6 000). Snizeni reaktivity bylo pfi vyssim
redéni protilatky ocekavané, ovsem po porovnani reaktivity sér z téchto experi-
mentt s reaktivitou sér na drivéjsich ELISA (nepublikovana data RNDr. Kate-
riny Roubalové CSc.) bylo jasné, ze nynéjsi reaktivita je vyrazné nizsi, prestoze
usporadani testu odpovidalo doporuceni z predchozich testi (RNDr. Katefiny
Roubalové CSc.). Rozhodla jsem se pokracovat s 1/2 ELISA deskami (Micropla-
te 96 well, PS, Half Area, Transparent Microcolon ®, High Binding, ref: 675061
(Greiner Bio-one). Tyto desky mayji specidlné upraveny povrch pro lepsi adsorb-
ci. Vyhodné bylo i to, ze se spotfebuje o polovinu méné materialu. Nasledujici

ELISA probihaly vSechny jiz na 1/2 deskéach.
o Titrovani kontrolnich protilatek

Dostupny soubor lidskych sér obsahoval séra s vysokymi titry (vétSinou poché-
zela od pacienti po transplantaci) i séra s nizkymi titry protilatek proti obé-
ma sledovanym subtypim. Jako kontrolni lidské sérum jsem pouzivala komeréni
IgG (Cytotect®CP Biotest: Lidské imunoglobuliny typu G proti cytomegaloviru
100U /ml). Jedna se o zakoncentrované protilatky ziskané ze sér rady lidi, hlavné
proti cytomegaloviru, ale preparat obsahuje i dalsi protilatky proti patogenim
bézné kolujicim v populaci (tedy i proti BKV). Hladinu protilatek v tomto pre-
paratu jsem testovala na VLPs prislusného subtypu (Obr. 5.38). Pro experimenty
jsem pak nasledné pouzivala nejvyssi redéni, které negenerovalo na ELISA testu
pozadi (Obr. 5.38, zelend kiivka NK), tedy fedéni 1:400. V tomto fedéni byla

navic reaktivita s obéma subtypy stejna.
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Titracni kfivka lidskych IgG
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Obrazek 5.38: Titracni krivka lidskych IgG
Titracni krivka komercnich lidskych IgG, které byly pouzZivany jako pozitivni
kontrola, pro urceni spravného redeni téchto IgG. Tato ELISA byla provedena na
1/2 desce. 1S = interni standard, coZ znamend, Ze k antigenu byla pridina pouze
sekunddrni protilatka (kozi proti lidskych 19G). Jako antigeny byly testovdiny
VLPs I a VLPs IV, jako negativni kontrola slouzilo pouze PBS bez antigenu.
Tato ELISA probihala na 1/2 desce.

Po ovéreni fedéni komercnich protilatek bylo potfeba stanovit spravné mnoz-
stvi antigenu pouzivaného pro testovani na ELISA. Bylo testovano 5 rtznych
nanasek vsech dostupnych antigent na jamku (25 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng a 400
ng). Reaktivita se mirné zvysovala spolu se zvysujicim mnozstvim antigenu, ale
pouze u pseudovirioni (Obr. 5.39). U VLPs reaktivita se zvysujicim se mnoz-
stvim antigenu mirné klesala (Obr. 5.39). Protoze se ale nejednalo o vyrazné
rozdily a nemohla jsem si dovolit plytvat antigeny, bylo rozhodnuto pokracovat
se standardni nanaskou a to 50 ng na jamku. Zaroven je patrné, ze VLPs maji
podstatné vyssi reaktivitu nez PsVs (Obr. 5.39).

Po nastaveni spravnych podminek mohlo dojit k ovéfeni reaktivity precharak-
terizovanych lidskych sér s antigeny v podobé mutantnich pseudovirioni. Byla
vybrana c¢tyri séra a pro tato séra byly vytvoreny titracni kiivky se vSemi do-
stupnymi pseudoviriony (Obr. 5.40). Sérum 3 by mélo byt BKV I pozitivni, coz
se testovanim potvrdilo. Sérum 5 by mélo byt BKV I a BKV IV pozitivni. Toto
sérum reagovalo se vsemi antigeny kromé pseudovirioni s mutaci v EF smycce.
Sérum 19 by mélo byt BKV IV pozitivni. PsVs [ s timto sérem nereaguji, coz je
spravné, ale opét s nim nereaguji ani ¢astice s mutaci v EF smycce. Sérum 40 by

meélo byt BKV IV pozitivni, ale navic by mélo obsahovat vysoké mnozstvi kiizové
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Obrazek 5.39: Stanoveni mnozstvi antigenu
Testovani rizniych nandsek antigenid. Testovdny byly vsechny typy antigenai,
které byly k dispozici. Jako negativni kontrola slouzilo PBS bez antigenu. Jako

primdrni protilatka slouZily komercni IgG. Tato ELISA probihala na 1/2 desce.

reagujicich protilatek proti epitopu BKV 1. V tomto pripadé sérum 40 reagovalo
nejvice s antigenem PsVs I, poté s PsVs s DE mutaci, ostatni antigeny reagova-
ly velice nizce a PsVs s EF mutaci opét nereagovaly. Tyto vysledky naznacuji,
ze mutace v EF smycce pravdépodobné zasahla misto vyznamné pro interakci
s protilatkami, jelikoz takto mutované castice na ELISA viibec nereaguji. Nao-
pak ¢astice s mutaci v DE smycce reaguji velmi podobné jako nemutované castice
subtypu IV, ale jesté o néco vice. To by mohlo znamenat, Ze castice s mutaci v DE
smycce prednostné reaguji s kiizovymi protilatkami. Reaktivita castic tvorenych
pouze majoritnim kapsidovym proteinem VP1 se od reaktivity ¢astic nesouci i mi-
noritni kapsidovy protein VP2 piili§ neligila. Céstice s minoritnim kapsidovym
proteinem PsVs VP1/2 reagovaly na ELISA vzdy podobnym trendem, jen trochu
silnéji (Obr. 5.40).

o Ovéreni reaktivity kréli¢ich sér s antigeny odvozenymi od mutovanych pseu-

dovirionu

Pro dodatecné porovnani reaktivity VLPs a PsVs bylo tieba otestovat antigeny

s kréalicimi séry (Obr. 5.41). I toto testovani ukézalo, ze reaktivita VLPs je obecné
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Obrazek 5.40: Titra¢ni krivky vybranych lidskych sér se vSemi typy
PsVs
Testovdany byly vsechny typy PsVs, které byly k dispozici. Jako negativni kontrola
slouzilo PBS bez antigenu. Jako primadrni protilatky byla pouzita lidskd séra,
vstupni redéni 1:100, ddle redeno redici Tadou s faktorem 2. Sérum 3 by mélo byt
BKV I pozitivni, sérum 19 by mélo byt BK'V IV pozitivni, séra 5 a 40 by méla

byt pozitivni na oba subtypy. Tato ELISA probihala na 1/2 desce.

vyssi nez reaktivita PsVs se séry. Také byly pripraveny titracéni k¥ivky pro kralici
séra (Obr. 5.42). Viechny tyto grafy (Obr. 5.41 a Obr.5.42) potvrzuji vysledky
testovani s lidskymi séry (Obr. 5.40). PsVs s mutaci v DE smy¢cce reaguji se
vsemi testovanymi séry z BKV IV antigent nejvice, ¢astice s mutaci v EF smycce
nereaguji témér vibec.

Nereaktivita c¢astic s mutaci v EF smycce byla velmi zajimavym vysledkem,
proto jsem se rozhodla toto pozorovani jesté ovérit pomoci ELISA s vyuzitim mysi
monoklonalni protilatky proti BKV I. Zajimala mé i reaktivita této protilatky se
zbylymi antigeny. I tento vysledek (Obr. 5.43) potvrzuje predchozi zaveéry, ze VL-
Ps reaguji vice nez PsVs. S mysi monoklonalni protilatkou proti BKV I reagovaly
dle oc¢ekavani pouze antigeny subtypu I, ostatni nereagovaly vibec.

Celé ELISA testovani lze shrnout nésledovné. Po ivodni optimalizaci ELISA

byla otestovana krali¢i a vybrana lidska séra. VLPs vykazovaly vyssi reaktivitu
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Obrazek 5.41: Testovani vsech typu antigenti s krali¢imi séry
Testovany byly vsechny typy antigenu, které byly k dispozici. Jako negationi
kontrola slouzilo PBS bez antigenu. Jako pozitivni kontrola slouZilo sérum anti
VP1 SV40. Jako primarni protilatky byla pouZita krdlici séra proti BK'V
I a BKV IV, vidy ve dvou tedénich, 1:500 a 1:5 000. Sipky znact, Ze u VLPs
IV dosdhla reaktivita s témito séry (Rb x BKV IV a Rb x SV40 VP1) prilis
vysoké hodnoty, ktery pristroj nebyl schopny zmérit. Tato ELISA probihala na

1/2 desce.
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Obrazek 5.42: Titraéni krivky kralicich sér s PsVs
Testovdany byly vsechny typy PsVs, které byly k dispozici. Jako negativni kontrola
slouzilo PBS bez antigenu. Jako primdrni protildatky byla pouZita krdlici séra
proti BKV I (graf vlevo) a BKV IV (graf vpravo), vstupni redéni 1:500 a dale
redéno redici radou s faktorem 5. Tato ELISA probihala na 1/2 desce.

nez PsVs. Pritomnost minoritnich proteini v ¢asticich nijak vyrazné neovlivnila
reaktivitu ¢astic se sérem v porovnani s c¢asticemi tvorenymi pouze majoritnim
kapsidovym proteinem. Pti testovani mutantnich ¢astic bylo zjisténo, ze Castice

s mutaci v EF smycce nereaguji s zadnou z testovanych protilatek nebo sér. M-
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Obrazek 5.43: Testovani mysi monoklonalni protilatky proti BKV

I s PsVs

Testovany byly vSechny typy PsVs, které byly k dispozici. Jako negativni kontrola
slouZilo PBS bez antigenu. Jako primdrni protilatka byla pouzita mysi

monoklondlni protilatka proti BKV I, tedénd 1:5. Tato ELISA probihala na 1/2

desce.

ze to znamenat, ze se mutaci podarilo zasdhnout misto vyznamné pro interakci
s protilatkami, tim padem c¢éastice se zménou v tomto misté nejsou protilatkami
rozpoznavany. Céstice s mutaci v DE smy¢ce reaguji velice podobné jako nemu-
tované castice subtypu IV, ale vzdy o néco vice. To znaci, ze by mohly rozeznavat
hlavné kiizoveé reagujici protilatky a v budoucnu by se je dalo vyuzit jako vysy-

covaci antigen.
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Céstice odvozené od virti produkované pomoci expresnich systémi slouzi jako
antigeny pro ruzné sérologické testy, ale napriklad i pro pripravu vakcin. Tato di-
plomova prace vyuzivala dva typy Castic pripravené pomoci dvou typu expresnich
systému praveé pro ucely sérologického testovani. Jednalo se o VLPs produkova-
né bakulovirovym expresnim systémem a PsVs produkované savéim expresnim
systémem.

Potencial VLPs pro pouziti jako antigenu pti ELISA testovani BKV séro-
pozitivity ocenila ve své diplomové praci Alzbéta Sekavova (2017). Cilem jeji
diplomové préace bylo pripravit nékolik typtt VLPs odvozenych od polyomavirt,
mimo jiné i VLPs odvozené od BKV subtypu I a IV a také VLPs tvorené¢ VP1
proteinem MPyV, ktery ma oblast BC smycky zménénou na sekvenci BKV sub-
typu I nebo IV. Tyto VLPs pak byly testovany pomoci ELISA se stejnym cilem
jako v mé diplomové préaci a to rozlisit subtypové specifickou reaktivitu. Stano-
vit subtypové specificky reagujici protilatky se pomoci téchto VLPs nepovedlo,
ale povedlo se ukazat, ze VLPs jsou skvéle pouzitelny antigen pro ELISA, ktery
spolehlivé urcuje séropozitivitu na BKV. Zaroven byl v rdmci diplomové prace
Alzbéty Sekavové navrhnut a optimalizovan protokol pro vysycovani séra pomoci
heterologniho antigenu. Sérum se nejprve nechd inkubovat s heterolognim anti-
genem (napiiklad VL.Ps BKV IV). Tento antigen by mél vysytit kifzové reagujici
protilatky. Po inkubaci se provede klasickda ELISA, v tomto pripadé s antige-
nem v podobé VLPs BKV I, jelikoz bylo sérum vysyceno antigenem VLPs BKV
IV a v séru by mély zistat pouze specifické protilatky proti BKV I. U¢innost
vysycovani séra heterolognim antigenem pred klasickym ELISA testovanim byla
dédle potvrzena i v ¢ldnku Hejtmankova et al. (2019) na precharakterizovanych
sérech. Tento ¢lanek zaroven vyzdvihuje dilezitost pouziti kombinace antigent
odvozenych od riznych subtypti pii testovani séropozitivity na BKV a to z to-
ho dtvodu, ze pokud se v soucasnosti testuje séropozitivita na BKV, testuje se
pouze na nejprevalentnéjsi subtyp, BKV 1. Takové testovani je ale vzhledem k vy-
sledkiim Hejtménkova et al. (2019) i vysledkim této DP nepfesné a je potieba
zaradit i antigeny od dalsich subtypi BKV.
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Pro izolaci virovych ¢astic v nasi laboratori vyuzivame ultracentrifugaci v gra-
dientu chloridu cesného, ktera zajisti purifikaci ¢astic od bunécné debris a deter-
gentii. Chlorid cesny miize ¢astice narusovat a zpusobovat jejich nestabilitu, proto
musi byt po ultracentrifugaci ze vzorku odstranén, k tomu byla vyuzita dialyza
proti pufru B. Pred samotnou ultracentrifugaci je ale potfeba narusit bunky, aby
doslo k uvolnéni ¢astic. Pri izolaci VLPs je pro naruseni bunék pouzivana soni-
kace. Sonikace umoznuje mechanické naruseni bunék a DNA pomoci ultrazvuku.
Dalsi protokoly pro izolaci ¢astic pouzivané v této praci narusuji bunky chemic-
kym zptisobem. Pii OptiCs jsou bunky rozruseny pomoci detergentu Triton-X-
100 a degradaci DNA zajisti benzonéza. U izolace ve dvouvrstvém gradientu CsCl
jsou castice z bunék uvolnény diky pridani tetrachloroethylenu a naslednému pro-
trepani. V ramci diplomové prace Alzbéty Sekavové byly navic testovany rtzné
zpusoby izolace VLPs a nejlepsi byla metoda OptiCs (Sekavova 2017). Proto by-
la OptiCs metoda testovana i pro izolaci PsVs v mé diplomové praci, pro kterou
se ale prilis neosvédcila. Intaktnich PsVs vyizolovanych pomoci OptiCs bylo ve
vzorcich minimum a na elektronmikroskopickych snimcich byl vidét hlavné roz-
padly protein VP1 (Obr. 5.13). Izolace v OptiPrep™testovana nebyla, protoze
podle zkusenosti kolegti z laboratore nelze roztok iodixanolu efektivné odstranit
ze vzorku a snizuje vazbu ¢astic na ELISA desky (Martina Kojzarové, nepubliko-
vané vysledky). Proto byl vyuzit protokol, ktery zahrnuje naruseni bunék pomoci
tetrachloroethylenu a nasleduje izolace v dvouvrstvém gradientu chloridu cesné-
ho. Tento postup byl inspirovan protokolem pouzivanym ve virologické laboratori
doktora Parkera (Cardiff University, UK) pro izolaci rekombinantnich adenovirt.
Pro izolaci pseudoviriontt odvozenych od polyomavirii ho upravila Jana Vanova.
Obvykle jsou po ultracentrifugaci ve zkumavkach vidét prouzky, které se vypi-
chuji, a naptiklad pro MPyV je tento zptusob dostacujici pro izolaci intaktnich
PsVs. Pro BKV PsVs se nejlépe osvédcilo rozebrat gradient na frakce, protoze
vypichovanim prouzkt byly zachyceny pouze castice v ,tiny* konformaci. Diky
rozebiradi frakei byly v nékolika frakcich nalezeny i klasické velké intaktni castice.
Klasickd ¢astice ma prumér 45 nm a je tvofena 72 pentamery, malé ¢astice (tzv.
Ltiny“ konformace, Obr. 5.15) maji prumér zhruba 22 nm a jsou tvofeny z 12

pentameri VP1 proteinu (Mattern et al. 1967). Vyskyt podobnych polymorfismi
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je pri samousporadani VP1 proteinu celkem bézny a jejich vznik se da ovlivnit
naptiklad na zménou pH nebo pridanim vapenatych ionti do média pri produk-
ci ¢astic (Salunke et al. 1989). Mezi pentamery malych ¢astic je jiny uhel (63°)
nez u béznych velkych ¢astic, u kterych je tento thel 25°. Vétsi thel sice miize
zpristupnit nékteré z dalsich epitopii, ale zaroven miize dojit k oddaleni epitopt
bézné rozpoznavanych protilatkami, takze se pak protilatky na malé castice ne-
mohou vazat. To by souhlasilo s mymi vysledky, kdy reaktivita PsVs byla nizsi
nez reaktivita VLPs. Vzhledem k tomu, zZe ve vzorku obsahujicim PsVs byly pri-
tomny castice dvou ruznych velikosti, mohly protilatky rozpoznévat pouze velké
¢astice a to snizilo reaktivitu PsVs v porovnani s reaktivitou VLPs, které byly
vSechny stejné velké (45 nm). Vyhodou VLPs odvozenych od BK viru je pomér-
ale pro ucely mé diplomové prace z hlediska tspory casu bylo snazsi mutova-
nymi plazmidy transfekovat savéi bunéénou linii 293TT nez dlouze pripravovat
rekombinantni bakulovirus pro kazdou mutovanou variantu a poté pripravovat
inokulum, se kterym by pak mohly byt hmyzi bunky infikovany.

Po pripravé antigenti se mohlo pristoupit k sérologickému testovani téchto an-
tigent spolecné s kontrolnimi hyperimunnimi krali¢imi séry a souborem precha-
rakterizovanych lidskych sér. Hyperimunni krali¢i séra byla ziskana tak, ze kralici
byly opakované imunizovani ¢asticemi odvozenymi pouze od jednoho subtypu,
tvorenymi jen VP1 proteinem. Proto by krali¢i séra neméla obsahovat protilatky
proti minoritnim proteiniim, které mohou byt ¢astecné zodpovédné za zkiizenou
reaktivitu u lidskych sér a experimentéalnich zvirat infikovanych piimo viry. Za-
roven maji krali¢i séra diky imunizaci mnohem vyssi titr protilatek nez lidska
séra, proto je potreba je vice fedit. Vzhledem ke specificité protilatek pritom-
nych v kralicim séru je diagnostika jednodussi, nez u lidskych sér, kterd mohou
nasledkem koinfekce obsahovat protilatky proti vice subtyptim a také maji nizsi
titry protilatek nez hyperimunni séra. U krali¢ich sér se podarilo ziskat subty-
pove specifickou reaktivitu pomoci HIA prii fedéni 1:500. Pro lidska séra je také
mozné odstranit nespecifické kiizové reagujici protilatky dostatecnym fedénim
individudlnich sér (Kardas et al. 2015), tento postup ale v klinické praxi neni pro

screeningové vysetieni protilatek pouzitelny.
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Tradi¢ni zptisob sérologického testovani uz nékolik desitek let predstavuje he-
maglutina¢né inhibi¢ni test. V soucasnosti se metoda prilis nepouziva a prednost
dostavaji sérologické metody presnéji méritelné a zaroven snazsi na provedeni
a manipulaci s materidlem, jako tfeba vySe uvedend ELISA, multiplexové me-
tody jako Luminex nebo imunofluorescence. I presto byl HIA v ramci praktické
¢asti diplomové prace testovan. HIA byl testovan proto, ze se masivné pouzival
i v souvislosti s BKV v dobé, kdy se jesté nevénovala subtypové specifické re-
aktivité protilatek pozornost. Nas zajimalo, jestli pomoci HIA detekujeme rozdil
v reaktivité protilatek s jednotlivymi subtypy. Navic jsme na zakladé studie od
Hutson et al. (2003) chtéli otestovat, zda zména podminek HA a HIA ovlivni vy-
sledek a zda pripadné pomtze rozlisit subtypové specifickou reaktivitu. Testovala
jsem dva druhy krvinek, lidské krvinky krevni skupiny 04 a morceci krvinky. Ve
studii provedené Pastrana et al. (2013) byly také testovany ruzné typy krvinek,
véetné lidskych skupiny A a 0 a dalsich zvirecich. Morceci krev nebyla pouzivana.
V této studii zaznamenali rozdily v hemaglutinaci krvinek pochazejicich z riz-
nych zdroju s riznymi subtypy BKV. Ve studii Méntyjarvi et al. (1972) testovali
hemaglutinaci s morceci a lidskou (skupiny 0) krvi BK virem pti pH v rozmezi
5,6 - 8,6 a pri ¢tyfech ruznych teplotach - 0°C, 4°C, pokojova teplota a 37°C.
Zéasadité pH a teplota 37°C zapricinila, ze virus krvinky témér nehemaglutinoval
a proto jsme takové podminky z testovani vyradili. Hemaglutinace BKV s mor-
¢ecimi a lidskymi krvinkami méla velmi podobné vysledky. V této studii ovSem
viibec nepracovali s ruznymi subtypy BKV, jejichz existence byla objevena az
0 20 let pozdéji. V této diplomové praci byla pro HA zvolena inkubace pti poko-
jové teploté, pri inkubaci na ledu krvinky tvorily na dné jamek nevyhodnotitelné
utvary (Obr. 5.19). Stejné jako ve studii Méantyjarvi et al. (1972) méla hemagluti-
nace podobny vzorec pti pouziti lidskych i morcecich krvinek. Kyselé pH znacné
zvysilo fedéni, pri kterém jesté lidské i morceci krvinky hemaglutinuji a proto
bylo zvoleno jako optimalni pH pro dalsi testovani. Vyssi hemaglutinacni titr zis-
kany v kyselém pH znaci, ze kyselé pH znacné zvysuje citlivost a to by mohlo
mit pozitivni vliv na snazsi urceni subtypové specifické reaktivity séra pri HIA.
Dle zkusenosti v laboratori kyselé pH méni konformaci viru a ten se pak mnohem

vice vaze na bunky (tstni sdéleni kolegii z laboratore).
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Jako antigeny pro HA a HIA byly pouzity VLPs odvozené od BKV subtypu
I a IV. Z vysledkt hemaglutinace 1ze vidét, ze VLPs subtypu I a IV prestavaji
hemaglutinovat v riznych jamkach. Mozné vysvétleni je, ze stejné jako rtzné vi-
ry vazi ruzné glykany obsahujici kyselinu sialovou (Neu et al. 2011), mohou byt
i mezi jednotlivymi subtypy BKV odlisnosti v preferenci typu receptoru s kyseli-
nou sialovou. HIA probihaly v kyselém pH s vyuzitim morcecich krvinek, protoze
lidské pozdéji nebyly k dispozici a prvni HIA s lidskymi krvinkami byl nevyhod-
notitelny, kvili neplatné kontrole. P¥i pouziti kontrolnich krali¢ich sér se povedlo
rozlisit subtypové specifické protilatky pri fedéni 1:500. Po inaktivaci séra pomo-
ci trypsinu a jodistanu draselného se fedéni, kdy lze vidét subtypové specifickou
reaktivitu, snizilo na 1:50. Pro lidska séra na HIA chybéla spolehliva negativ-
ni kontrola a vysledky byly nevyhodnotitelné. Hemaglutinace a hemaglutinacné
inhibi¢ni test jsou tradi¢ni sérologické metody, které ale v soucasnosti ztraci na
oblibenosti. Moznym davodem je pravé jejich nekonzistentnost. Hodné zalezi na
kvalité krvinek, coz se potvrdilo i béhem mého diplomového projektu, kdy v jed-
nom obdobi krvinky z nevysvétlitelnych divoda vibec nehemaglutinovaly. HA
a HIA jsou metody citlivé k okolnim podminkam, coz dokazuji i provedené poku-
ve vysledcich. Zaroven muze byt i metodou nejednoznac¢nou pro vyhodnocovani.
HIA s lidskymi séry se nam prilis neosvédcil, potreboval by jisté dalsi optimalizaci
a testovani a vzhledem k jejimu tstupu jsme dali prednost v soucasnosti mnohem
pouzivanéjsi sérologické metodé ELISA.

Pro ELISA testovani byla opét pouzita kontrolni krali¢i séra a precharakte-
rizovand, séra. Uvodni série testovani slouzila k optimalizaci metody a byly pro
ni pouzity jako antigeny VLPs BKV I a BKV 1V. Po optimalizaci byly pridany
i rizné varianty pseudovirioni. Pseudoviriony jako antigen pro ELISA vyuzivala
i Pastrana et al. (2012). Tyto pseudoviriony byly slozeny i z minoritnich protei-
ni a autori pri testovani pomoci ELISA zaznamenali silnou k¥izovou reaktivitu
mezi jednotlivymi subtypy. Je mozné, ze pravé pritomnost minoritnich proteint
pozitivné ovliviiuje kiizovou reaktivitu. V intaktni ¢astici jsou sice minoritni pro-
teiny zanofené uvnitt kapsidy (Obr. 2.1), ale po vstupu viru do bunky dochézi

ke zménam konformace a pri transportu z endozomu do endoplazmatického reti-
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kula dochézi k vystaveni proteinu VP2 na povrch kapsidy (Nelson et al. 2013),
takze se mohou tvorit protilatky proti minoritnim proteinim. Proto nas zajima-
lo srovnani reaktivity pseudovirion slozenych pouze z majoritniho kapsidového
proteinu s reaktivitou pseudovirionti slozenych i z minoritniho kapsidového pro-
teinu. Ukazalo se, ze reaktivita pseudovirioni obsahujicich i minoritni kapsidovy
protein VP2 mé totozny charakter jako pseudoviriony stejného subtypu tvorené
pouze VP1, ale je vzdy mirné vyssi. To naznacuje, ze minoritni proteiny opravdu
mohou byt zapojeny do interakce s protilatkami a tim padem mirné zvysovat
krizovou reaktivity mezi subtypy, pfi testovani v této diplomové praci ale roz-
dil reaktivity nebyl tak vysoky, aby bylo nutné ho dale brat v potaz. Kromé
porovnani reaktivity pseudovirionii obsahujicich minoritni protein s reaktivitou
pseudovirionii bez minoritniho proteinu nas zajimalo porovnani reaktivity ne-
mutovanych cCastic s ¢asticemi obsahujici mutaci v DE a EF smycce. DE a EF
smycka byly pro mutagenezi vybrany, protoze sekvence HI smycky je pro subtyp
[ a IV shodna (Obr. 5.1) a BC smycka naopak obsahuje prilis velké mnozstvi
rozdilnych aminokyselin napri¢ subtypy, takze by jeji mutageneze byla casové
naro¢na. DE smycka obsahuje pouze jednu rozdilnou aminokyselinu, kterda by-
la mutovana. EF smycka obsahuje ¢tyti rozdilné aminokyseliny, mutovany byly
ale jen dvé z nich. Divodem je, Zze dalsi dvé aminokyseliny, které nebyly mu-
tovany, jsou zanotfeny uvnitt kapsidy a nemaji Sanci s protilatkami interagovat
(Obr. A.1). Co se ty¢e mutantnich ¢astic, predpokladali jsme, ze pokud bude mu-
tagenezi zasazen epitop vyznamny pro interakci s protilatkami, dojde u takové
castice k poklesu reaktivity s monospecifickym sérem, tedy sérem, které obsahuje
pouze protilatky proti BKV IV. Zaroven by takové ¢astice mohly byt po mu-
tagenezi rozpoznavany monospecifickym sérem, ktery obsahuje protilatky proti
BKV I. Ke zméné reaktivity mutantnich castic opravdu doslo, ale jinak, nez jsme
piedpokladali. Céstice s mutaci v DE smy¢ce reagovaly podobné jako nemutova-
né castice subtypu IV, ale silnéji. Zda se, ze by tyto ¢astice mohly byt pouzity
jako vysycovaci antigen pro ELISA testovani, ktery odstrani krizové reagujici
protilatky a v séru pak ziistanou pritomny jen subtypové specifické protilatky.
Po zavedeni mutace do oblasti EF smycky castice s touto mutaci zcela prestaly

reagovat s jakymkoliv testovanym sérem nebo protilatkou. To by mohlo zname-
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nat, ze jedna ze dvou mutovanych aminokyselin v EF smycce je vyznamna pro
vazbu subtypové specifickych protilatek a pokud je tato aminokyselina zméné-
na, protilatky misto nerozpoznavaji a nenavazi se. Vysledek je o to zajimavéjsi,
ze dvé aminokyseliny v EF smycce, které byly pomoci mutageneze zavedeny, se
bézné vyskytuji v EF smycce subtypu I. To naznacuje, ze pro vazbu protilatek
je klicova kombinace mutovaného mista v EF smycce spolecné s né¢jakym dalsim
mistem v BC smycce, jelikoz HI smycka je napri¢ subtypy identicka a jedinou
rozdilnou aminokyselinu v DE smycce jsem otestovala. BC smycka obsahuje vel-
ké mnozstvi aminokyselinovych zdmén (Obr. 5.1). Pomoci strukturniho modelu
pentameru VP1 by se ale dala vytipovat mista, kterd vyénivaji na povrch a maji
moznost interagovat s protilatkami. V literature uz navic bylo identifikovano né-
kolik aminokyselin v oblasti BC smycky, které by mohly byt klicové pro interakci
s receptorem a da se tak predpokladat, ze jsou diilezité i pro interakci s protilat-
kami. Vytipovat mista vhodna pro mutagenezi BC smycky by se dalo i pomoci
nastroje BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Napiiklad v ¢lanku
Krautkramer et al. (2009) sekvenovali autofi VP1 protein ziskany ze 45 vzor-
ki od pacientt a nalezli u nékolika vzorkt rizné mutace v BC smycce. Pomoci
BLAST by se daly nalézt existujici kombinace aminokyselin v BC smy¢ce s nami
zavadénymi aminokyselinami v EF smycce a tyto kombinace by potom nebylo
potieba testovat. Fakt, ze se kombinace prirozené vyskytuje v populaci znaci, ze
proti ni bude existovat protilatka. O vyznamnosti nékterych epitopii se zminuje
napiiklad studie Neu et al. (2013), ve které zména lysinu na pozici 68 zménila
specifitu BKV k receptoru. Déle byly jako aminokyseliny vyznamné pro interakci
s receptorem identifikovany aminokyseliny na pozicich 59, 67 a 83. To potvrzuje
¢lanek od Hurdiss et al. (2018) ve kterém autori identifikovali, Ze s receptorem
interaguji aminokyseliny na pozicich 59 a 83. To dokazuje, Ze tyto aminokyseliny
jsou vystavené na povrchu a pristupné interakci s receptorem a tim padem mohou
tyto aminokyseliny nebo nékteré z aminokyselin na sousednich pozicich slouzit
jako imunogenni epitopy.

Mutace v DE smycce na stejné pozici 139 byla mimo jiné zaznamenana i ve
dvou izolatech BKV DNA od pacientii po transplantaci ledvin, konkrétné v jed-

nom vzorku z celkového poc¢tu 45 vzorkt byla zaznamenana mutace H139N u sub-
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typu Ib2 a u jednoho vzorku byla nalezena mutace N139K u subtypu IV (Kraut-
kramer et al. 2009). Mutace, kterou jsem cilené zavadéla byla N139H u BKV
IV subtypu. Na zdkladé programu BLAST ®byly porovnany sekvence mnou mu-
tovanych proteint se sekvencemi proteinti dostupnych v databézi. Vzorek s nejvét-
si shodou (sekvenovan ve studii Zhong et al. (2009), dle studie se jedna o subtyp
Ic2, GenBank ¢islo: BAG84476) obsahoval vSechny tii aminokyseliny, které jsem
pomoci mutageneze zavadéla. Je zajimavé, ze zbytek sekvence tohoto proteinu je
shodny se sekvenci VP1 BKV IV, ale autori presto urcili, ze se jedna o subtyp Ic2.
Vzorek s druhou nejvyssi shodou byl sekvenovan ve studii Tkegaya et al. (2006),
dle studie se jedné o subtyp IV a GenBank ¢islo je BAF03115. Tento vzorek opét
obsahoval vSechny tii aminokyseliny, které byly v rdmci mutageneze zavadény,
navic se v oblasti EF smycky na pozici 215 nachazela aminokyselina typicka pro
subtyp I, tedy misto lysinu zde byl arginin (Obr. 5.1). V databézi vzorka izolo-
vanych z pacientu nebyla nalezena zadna sekvence, kterd by méla 100% shodu
s mnou pripravenymi proteiny s mutaci v EF nebo DE smycce, nalezeny byly pou-
ze sekvence s kombinaci zamén v obou smyckach. To napovida, ze se prirozené
v populaci nevyskytuji subtypy BKV se substituci pouze v DE smyc¢ce na pozici
139 nebo pouze v EF smycce na pozici 175 a 178, ale minimalné kombinace sub-
stituci na vsech trech pozicich. To, zZe by pro interakci s protilatkami mohlo byt
velmi vyznamné misto 175 v EF smycce dokazuje i ¢lanek publikovany v bireznu
letosniho roku (Lindner et al. 2019). Autori ¢lanku izolovali protilatky proti BKV
z pacientil a dale je analyzovali. Pro dukladnou analyzu vybrali panspecifickou
protilatku, ktera dokaze zkrizené neutralizovat vSechny hlavni subtypy BKV. Na
zakladé analyzy pak stanovili predpokladana mista, kam se vybrana protilatka
vaze. Téchto mist bylo oznac¢eno nékolik, pouze dvé z nich se ale lis{ v pritomné
aminokyseliné mezi jednotlivymi subtypy. Jedno z nich je pravé mnou mutované
misto 175 v EF smycce a druhé je misto 61 v BC smycce. Pokud zkombinujeme
vysledky této studie (Lindner et al. 2019) a vysledky této diplomové préce, je
mozné, ze prave substituce aminokyselin na pozicich 61 a 175 v sekvenci VP1
proteinu by mohla byt klicova pro interakci s kfizové reagujicimi protilatkami,
zatimco kombinace aminokyselin v BC, DE a EF smycce mize urcéovat vazbu

protilatek monospecifickych.
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Tato diplomova prace je soucasti dlouhodobého projektu, jehoz cilem je pres-
né sérologicky odlisit subtypy BKV. Dalsi vyzkum by se mél zaobirat predevsim
testovanim reaktivity mutované EF smycky s dalsimi protilatkami a séry a zaro-
ven se zameérit na mapovani BC smycky. Dle literatury by se dala vytipovat mista
v BC smycce vhodna k mutagenezi, napriklad lysin na pozici 68. Predpokladame,
ze protilatky by se mohly vazat na néjaké misto v BC smycce a na mnou mutova-
né misto v EF smycce a je potieba tuto hypotézu otestovat. Zaroven by bylo jisté
zajimavé otestovat ¢astice s mutaci v DE smycce jako heterologni antigen pro vy-
syceni sér pred ELISA. Tento antigen by mohl vysytit kiizové reagujici protilatky
a v séru by ziistaly pritomny jen subtypové specifické protilatky, jejichz pritom-
nost a identitu by potvrdila navazujici ELISA. Pripadné by bylo mozné vyzkouset
i ELISA s ¢asticemi rozlozenymi na jednotlivé pentamery a otestovat, zda diky
rozebrani dojde k vystaveni dalsich epitopi a jak se reaktivita zméni v porovnani
s reaktivitou intaktnich ¢astic. Tento pokus by byl jisté vhodny i vzhledem k ros-
touci popularité pouzivani proteinu VP1 flzovaného s glutathion S-transferazou
jako antigenu pro sérologické metody, jako je jiz zminovany Luminex. Vysledky
by napovédély, zda je pouziti samotného VP1 proteinu neslozeného do pentamerti
a ¢astic vhodné nebo opravdu dochazi k vystaveni jinych epitopli a tim padem

zisku falesné pozitivnich vysledki.
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Dlouhodobym cilem, na jehoz dosazeni se tato diplomova prace podili, je pfi-
spét k vyvoji sérologického dianostického testu, ktery spolehlivé rozlisi subtypy

I aIV BKV.

Prvnim dil¢im cilem této diplomové prace bylo optimalizovat podminky hemaglu-
tinacné inhibi¢niho testu tak, aby bylo mozné odlisit subtypové specifickou re-
aktivitu protilatek. Pouzivana byla kontrolni krali¢i séra a precharakterizovana
lidska séra. U kontrolnich kralic¢ich sér se podarilo nastavit podminky HIA, aby
bylo mozné odlisit subtypoveé specifickou reakci protilatek. U lidskych sér byl
zpusoby inaktivace sér pro odstranéni nespecifickych inhibitori hemaglutinace,
z nichz byl nejlepsi zptusob pro inaktivaci séra pomoci trypsinu a jodistanu drasel-
ného. Inaktivace umoznila rozliseni subtypové specifické reaktivity jiz pri nizsim
redéni u kralic¢ich sér. Vzhledem k ¢asovym duvodum a slozitosti provedeni HIA

neni u lidskych sér optimalizace testu dokoncena.

V ramci plnéni druhého cile byly pro testovani reaktivity pomoci ELISA pripra-
veny riizné antigeny. K dispozici byly BKV VLPs subtypu I a subtypu IV, pro-
dukované bakulovirovym expresnim systémem, a také BKV PsVs subtypu I a IV,
produkované savéim expresnim systémem. Kromé PsVs odvozenych od obou sub-
typu byly k dispozici jesté PsVs tvorené navic minoritnim proteinem VP2 a dveé
mutatni varianty PsVs. Tyto mutanty byly ziskany pomoci mutageneze VP1 pro-
teinu subtypu IV tak, aby sekvence aminokyselin v oblasti DE nebo EF smycky
byla shodna se sekvenci aminokyselin subtypu I. Soubor antigent byl otestovan
pomoci ELISA testu. Pri testovani mutantnich pseudovirioni bylo zjisténo, ze
castice s mutaci v DE smycce reaguji podobné jako nemutované ¢astice subtypu
IV, ale jejich reaktivita je vyssi. Céstice s mutaci v EF smycce nereaguji s zad-
nym z testovanych sér a protilatek. To znaci, Ze mutovana aminokyselina v EF
smycce je vyznamna pro vazbu protilatek a jeji zména zapricini, ze protilatky se

nemohou na tento epitop vazat.
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Tteti dilci cil se zaméroval na zjisténi, zda je v ELISA testu reaktivita protilatek
s pseudoviriony a VLPs srovnatelnd a na urceni prispévku pfritomnost minorit-
nich proteini k celkové reaktivité protilatek s antigeny. Bylo zjisténo, Ze silnéji
interaguji s protilatkami VLPs nez PsVs. Porovnani reaktivity PsVs slozenych
pouze z majoritniho kapsidového proteinu s PsVs slozenymi i z minoritniho kap-
sidového proteinu VP2 nepfineslo vyrazné rozdily. Reaktivita c¢astic obsahujici
VP1 i VP2 protein je jen lehce vyssi nez reaktivita ¢astic bez minoritnich protei-
nu. Byly testovany pouze cCastice s VP2 proteinem, jelikoz VP3 protein je kratsi

izoforma proteinu VP2.
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Vytvoreno v programu PyMol na zdkladé struktury VP1 BKV IV, ziskané
pomoci TM-align.



122 Dodatek A. Prilohy

PBKV-IV-VP1
6427 bp

© &

\é‘-oo \(‘6
g w0 >
TAFD misto NDF \ oS
>

@® (3939 .. 3953) WPRE-R

EFla-F (2551 ..2611) @

@ (2238 .. 3355) mut_BKV-IV_EF-Asp-lle_Fw~ " / / N

A S
@ (3207 .. 3231) mut_BKV-IV_EF-Asp-Ille_Rv e 7 A . S v
(3205 | 3a7) mui_skvr_ertern S/ QI LR S ARLLST (7)o ERVE)

(3204 .. 3224) mut_BKV-1V_EF-Ile_Rv / mut_BKV-IV_DE-His_Fw (2108 .. 3128)
@ (3216 .. 3238) mut_BKV-1V_EF-Asp_Fw mut_BKV-IV_EF-Asp_Rv (3195 .. 3215) @

Obrazek A.2: Mapa plazmidu nesouciho gen pro VP1 protein subtypu
BKV IV

Vytvoreno v programu SnapGene



123 Dodatek A. Prilohy

(53 .. 73) PBABE 3' SVA0pro-F (300 .. 318)
|‘I _Sv4Dpro-F (323 .. 334)

(6067 .. 6086) DER322OH-F\

_EBV-rev (1492 ..1511)
[ pPH-RV (1543 .. 1565)
" SV40pA-R (1546 .. 1565)
pBKV-IV-VP1/2

6746 bp

-
@ (4258 .. 4278) WPRE-R

EFia-F (2910 ..2930) @

(3523 .. 3543) mut_BKV-IV_EF-Ile_Rv mut_BKV-IV_DE-His_Fw (3427 .. 3447)

Obrazek A.3: Mapa plazmidu nesouciho gen pro VP1 a VP2 proteiny
sutypu BKV IV

Vytvoreno v programu SnapGene



124

Obrazek A.4: Poster prezentovany na virologické konferenci v Brati-

Differential serological diagnostics for subtype
specific BK virus infection
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Introduction

BK polyomavirus (BKV) is highly p in human ion and
persists in renal epithelial cells. While the infection is usually

asymptomatic, it can cause i ini pp hosts,
P in kidney pati can be during
ion or p de novo g from the graft

and it remains the second most common reason for the graft failure [1].
There are four subtypes of BK virus (I-1V) with BKV-l and BKV-IV subtypes
being the most prevalent [2]. Since neutralizing antibodies against one
subtype do not protect the patient against other subtypes, simple
serological diagnostic test that could differentiate between BKV-l and
BKV-IV infection in donors and recipients could be useful for kidney

patient by ing into groups according
to their serotype to predict recipients at high-risk and adjust their treatment.

BKV-1 Rbx RbxIV Hu-1 Hu-2
50x e[e e oo |@®|[e]e[@|e]e]®
100x clefe|e |O|[O[e|OD|O[x]|]|O
500x cle e |O|O|O[|O|O[x|x|O
inactivation 56°C| NA [KIO4[56°C| NA |KIOa|56°C| NA |KIO4|56°C| NA |KIOa
BKV-IV RbxI RbxIV Hu-1 Hu-2

50x cle|[Ofe]e|efe]e|OjO|O|O
100x el ||| |Oo]olalolole
500x C|O|O|efe|e|O|0|0[0|O|O
inactivation 56°c| NA [KI04[56°c| NA [K104[56°C| NA [KIOa|56°C| NA [KIOA

X - unclear result

HA, antibod tnsen @ , no antibos

Figure 1 - Hemagg| assay Each table represents
reactivity of sera with different antigen (VLPs BKV-I or BKV-IV). Rbx]
presents sera of a rabbit hyperimmunized with BKV-1 antigen, RbxIV
presents sera of a rabbit hyperimmunized with BKV-IV antigen. Hu-1 and
Hu-2 are human sera. All sera were tested in three dilutions

(1:50, 1:100 and 1:500). Also, we tested three types of inactivation of

sera: inactivation by heat (56°C), i by adding ini (NA)
and inactivation using trypsin and potassium periodate (KIOas).

4 -
Figure 3 - Virus like particles (VLPs), BKV-I (on the right), BKV-IV (on the left)
produced in baculovirus expression system.

Conclusion

Aim

To optimize serological testing of BKV infection to differentiate BKV
subtypes.

Results

We were able to detect specific antibodies against BKV-l and BKV-IV
by using guinea pig ery ytes for inhibition
assay (HIA) in acidic pH (pH=5.6) and sera pre-treated with trypsin
and potassium periodate (Fig.1). Treatment with trypsin and
potassium periodate helped to eliminate the non-specific
hemagglutination inhibi and i i of BKV-I
and BKV-IV specific antibodies in rabbit sera was possible.

The tr with also helped

the subtypes but it was not that successful as the potassium
periodate treatment. ELISA assays need further optimalization,
the result is similar to the results of HIA but the sera tend to
cross-react more on ELISA (Fig.2). Virus like particles (VLPs)
were used as an antigens for serological testing (Fig.3).

BKV-1

Rbx!
RbxIV

Hu-1

Hu-2

A 8 c o E F G H
Dilution of the sera

BKV-IV

Dilution of the sera

Figure 2 - ELISA. Comparison of the same sera, which were used in
Fig.1 for HIA. The entry dilution of rabbit sera was 1:500 in the first
well and then quinarily diluted. The entry dilution of human sera was
1:100 in first well and then it was diluted binarily.

We were able to detect specific antibodies against BKV-1 and BKV-IV in rabbit sera by HIA using guinea pig erythrocytes in acidic pH. Detection of

Although HIA

antibodies in human sera needs more

to be more specific, at least considering rabbit sera, it is inconvenient for

potential use in clinical settings. ELISA is better choice for serological diagnostics in clinical use but it definitely needs further optimization for BKV

ype sp

slavé v tinoru 2019
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