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Electron microscopy in analysis of mouse polyomavirus interactions with

cellular structures.

ABSTRACT:

The mouse polyomavirus (PyV) is a small non-enveloped tumorogenic DNA virus. Its

genome encodes six gene products, three early antigens (large, middle and small T
antigens) and three structural proteins (VP1, VP2 and VP3). We used
electronmicroscopic approaches to analyse the ultrastructural changes of mouse
fibroblasts after PyV infection and to find out cooperation of the virus with cellular
components during virion assembly and release of virus progeny from the cells. In late
phases of infection, we observed increase of protein synthesis, indicated by the swollen
rough endoplasmic reticulum. In addition, the compact nucleoli showed transformed
character of infected cells. Localization of virus progeny suggested that cell nucleoli
could play a role in virion assembly. We also found giant mitochondria in the cytoplasm
of infected cells that confirm the induction of initial steps of apoptosis processes.
However, in the late times of infection we observed necrosis in a majority of the cells
probably caused by cytotoxic effect of the PyV structural proteins, whereas apoptosis
observed already in early phases, could be induced by transformation ability of T
antigens or, partly by defence of the cells against infection.
Immunoelectron microscopy revealed acumulation of H1 histon around the sites of
virion assembly. It proves its elimination from the mature virions. We also localized the
pleiotropic transcription regulator, YY1, in the proximity of virus progeny deposits.
This finding support our hypotesis of a role of YY1 in morphogenesis of the
polyomavirus.

We also prepared in vitro system, containing PyV genome, the major capsid protein
VP1, and protein YY1, to test a role of YY1 in virion assembly. Interactions were
analysed by spreading method in reduction conditions to prevent VP1 pentamer
assembly. For elimenation of reduction agens from the reaction mixture, we constructed
a recombinant plasmid for expression of VP1 gene with deletion of the last 31 C
terminal amino acids, responsible for interpentameric contacts.

Besides, we made an ultrastructure analysis of mouse cells after their treatment with
C35 synthetic peptide (prepared at UOCHAB). This peptide consisted of last 35 amino

acids of the common C terminal part of VP2 and VP3. This sequence has similar
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composition as protein transduction domains. Mammalian cells were incubated with the
peptide and changes in their structure were analysed on ultrastructural level in
dependence on incubation time. We have shown that peptide C35 causes damage of the
cytoplasmatic membrane and induces apoptosis in short time (5-15 minutes) post
adsorption. The peptide is internalised probably by both clathrin dependent and
caveolae dependent endocytosis. After 30 minutes of incubation, some cells were

regenerated, probably by elimination of the peptide.

Key words: polyomavirus, virus progeny, virion assembly, virus release, Protein Transduction

Domain, entry.

Kli¢ova slova: polyomavirus, virové potomstvo, sestavovani viriond, uvolnéni viru, protein

transdukéni doména, vstup.
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Mysi polyomavirus (PyV), objeveny v roce 1953 (GROSS 1953), patii spolu s opi¢im
virem 40 (SV40, simian vacuolating virus 40) mezi nejlépe prostudované zastupce
¢eledi Polyomaviridae. Oba tyto viry jsou schopny indukovat neoplastickou
transformaci bunéénych linii v tkanovych kulturach a téZ indukovat tvorbu nadori
v experimentalnich zvifatech (STEWART et al. 1958). Struktura obou viri i organizace
jejich genomi je velmi podobna. Jsou to malé neobalené viry, jejichz kapsida je sloZena
ze tif virem kodovanych proteinti. Uvniti kapsidy je uloZena dvouvldknova genomova
DNA.

Diky svym vlastnostem jsou polyomaviry vyuZivany od roku 1970 jako modelové
organizmy v molekuldrni biologii. Vysledky takovych studii pfispé€ly velkou mérou
k poznédni mechanizmu regulace bunéfného cyklu, onkogeneze a objasnéni funkce
n€kterych nadorovych supresorti. Déale byly uplatnény pfi feSeni otazek tykajicich se
replikace DNA, negativni a pozitivni regulace transkripce, organizace promotord
ucastnicich se této regulace a v neposledni fad€¢ i sestavovani proteinovych struktur
(protein assembly) (piehledné shrnuto v minireview od BENJAMIN 2001).

V posledni dob€ je pozornost fady veédeckych pracovi§t obracena k vyuzZiti
polyomavir pro u€ely genové terapie a imunoterapie (KRAUZEWICZ et al. 2000).
AvSak k efektivnimu terapeutickému pouziti téchto virl je nutno detailné porozumét
vSem krokiim virové infekce, které zahrnuji vstup viru do burky, jeho transport
cytoplazmou do bunééného jadra, tvorbu virového potomstva a jeho uvolnéni
z infikované buiiky. V jednotlivych krocich je nezbytné analyzovat a objasnit které
bunééné kompartmenty a proteiny jsou virem vyuZzivany k produktivni infekci. I kdyZ se
zdafilo osvétlit mechanizmus exprese PyV genomu, nékteré vlastnosti ¢asnych i
pozdnich virovych antigeni a né&které interakce virovych slozek s buné¢nymi
strukturami, stdle neobjasnéna zlstava otazka vstupu virionti do bunééného jadra, ucast
bunéénych proteini pfi sestavovani kompletnich virovych Castic a tloha bunéénych
sloZzek pfi uvoliiovani virového potomstva. Rovnéz funkce minoritnich kapsidovych

proteini VP2 a VP3 zlstav4 stale nedostatecné vysvétlena.
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2. 1. Charakteristika ¢eledi Polyomaviridae

Tato ¢eled’ predstavuje skupinu malych neobalenych virt s ikosahedralni kapsidou o
priméru pfiblizné 45 nm, uvnitf které se nachazi kovalentné uzaviena
dvousroubovicova dsDNA o velikosti okolo 5 kbp v komplexu s bunéénymi histony.
Genomy vsech tfinacti v soucasné dobé znamych zastupct Polyomaviridae, maji mnoho
spoleénych vysoce konzervovanych oblasti, které poukazuji na spoleného ptedka.
Hostitelské spektrum polyomaviri je Siroké a zahrnuje rizné druhy ptékid a savcd, jako
jsou hlodaveci, krélici a primati véetné ¢loveéka.

Lidské polyomaviry byly doposud popsany dva, virus JC a BK (JCV, BKV). Oba
infikuji ¢lovéka jiz v raném détstvi a jejich genomy vykazuji nejvétsi homologii s
genomem viru SV40. JCV byl poprvé izolovany z mozku pacientl trpicich progresivni
multifokélni leukoencefalopatii (PADGETT et al. 1971) a BKV byl poprvé izolovan
z moci pacienta po transplantaci ledvin (GARDNER et al. 1971).

2. 2. Mysi polyomavirus

Mysi polyomavirus ma kapsidu tvofenou tfemi strukturnimi proteiny VP1, VP2 a VP3,
uvnitf které se nachazi jedina molekula dsDNA v komplexu s bunéénymi histony H2A,
H2B, H3 a H4. Kapsida s ikosahedralni symetrii ma triangula¢ni ¢islo T = 7 a tvoii ji
360 molekul proteinu VP1. Protein VP1 (Mw = 45 kDa) je hlavni strukturni protein
mySiho polyomaviru a je uspofaddn do 60 hexavalentnich a 12 pentavalentnich
pentamer (Obr. 2.1 a, b). Proteiny VP2 (Mw = 35 kDa) a VP3 (Mw = 23 kDa) jsou
minoritni strukturni proteiny a s kazdym pentamerem je asociovana jedna molekula
proteinu VP2 nebo VP3 (BAROUCH a HARRISON 1994). Krystalograficka analyza
(CHEN et al. 1998) komplexu kapsidového proteinu VP1 a fragmentt proteinu VP2,
obsahujiciho C-terminalni sekvenci spole¢nou pro VP2 i VP3 ukazala, Ze tato sekvence
zasahuje v podobé vlasenky do dutiny uvnitf pentameru, tvoreného proteinem VP1 (Obr.
2.1¢).

Izolaci mys$iho polyomaviru z infikovanych bunék, lze ziskat tfi druhy kapsid. Prvnim
typem jsou infekéni virové ¢astice obsahujici jednu molekulu DNA, kterd je
v komplexu s buné¢nymi histony, kromé histonu H1. Komplex DNA-histony je
uspofadan podobné jako chromatin a vytvati virovy minichromozom. Histon H1 se sice
podili na formovani minichromozomu pfi morfogenezi viru SV40 (VARSHAVSKY et
al. 1976), ale je béhem morfogeneze viriont patrné vytésnén. Kromé infekénich viriont

byly také izolovany prazdné kapsidy a pseudoviriony obsahujici enkapsidované
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fragmenty buné&éné DNA. V pfipad¢, Ze je polyomavirus pasdzovan s vysokou
multiplicitou, dochdzi k vyskytu defektnich genomi s delecemi, duplikacemi nebo s
prestavbami v genetické informaci viru (napf. zdvojeny replikaCni pocatek). Tyto

defektni genomy jsou také enkapsidovany, pokud je splnén velikostni limit nutny pro

enkapsidaci.

nsi

Obr. 2.1 a) Struktura kapsidy polyomaviru. Pievzato od LIDDINGTON et al. 1991. b) Pentamer
tvofeny proteinem VP1. Pfevzato z ncbi.nlm.nih.gov, model byl vytvoien podle CHEN et al. 1998. c)
Schématicky nakres interakce mezi VP1 a VP2. Protein VP2 (Cerveny) vstupuje do VP1 (¢erny) od baze
pentameru a pokratuje do horni &asti konické dutiny. V dutiné se otaci zpét a tvoii vlasenku, ktera
specificky interaguje s vnitfni plochou VP1. Pfevzato od CHEN et al. 1998.

Genom mysiho polyomaviru je tvofen kruhovou dsDNA o velikosti 5295 bp (COLE
1996) a Ize ho rozdglit na &asnou, pozdni a regulagni oblast (Obr. 2.2). Casna oblast je
transkribovana a translatovana v Casnych fazich infekce a jeji exprese pokracuje i
v pozdnich fazich. Z této oblasti jsou exprimovany geny kodwjici 3 nestrukturni
regulaéni proteiny mysiho polyomaviru zvané T antigeny — velky T antigen (Mw = 100
kDa), stiedni T antigen (Mw = 55 kDa) a maly T antigen (Mw = 22 kDa). VSechny T
antigeny maji totoznou N-koncovou aminokyselinovou sekvenci ,,common region“ a
1i8i se od sebe C-koncovou &asti ,,unique region®. Pfi pfepisu vznika jedna prekurzorova
pre-mRNA, ze které alternativnim sestfihem vznikaji 3 monocistronni molekuly mRNA
pro jednotlivé T antigeny.

Pozdni oblast genomu obsahuje geny kodujici strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3.

Molekuly mRNA pro tyto proteiny op€t vznikaji alternativnim sestfihem z jedné pre-
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mRNA. Oblasti kddujici proteiny VP2 a VP3 se piekryvaji a celd aminokyselinova
sekvence proteinu VP3 je obsazena v C-koncové €asti proteinu VP2. Oblast kodujici N-
konec proteinu VP1 se prekryva s oblasti kodujici C-koncovou ¢ast VP2/VP3, ale je
translatovana v odli¥ném c¢tecim ramci.

Regula¢ni oblast se nachazi mezi ¢asnou a pozdni oblasti a je tvofena replikacnim
po¢atkem ORI spolu s promotory a enhancery nachazejicimt se v blizkosti pocatku.
Replika¢ni pocatek je v genomu pouze jeden. Transkripce b&€zi obousmérmné z

iniciaénich mist blizko ORI.

oS

: (N
D 90 0/100

EcoRl
(1562)

80
4-——’89” (89)

BamH1(4634)

Obr. 2.2 Genom mysiho polyomaviru je prepisovany z obou fetézcti. Casna oblast (v horni &asti obrazku)
a pozdni oblast (dolni €ast obrazku) jsou od sebe oddéleny regulacni oblasti obsahujici replikaéni po€atek
(origin), promotory a enhancery. Vnitini kruh na mapé genomu udava polohu restrikénich mist a stfedni
kruh znazoriiuje nukleotidovou $kalu. Kodujici oblasti jsou oznaCeny barevné, zobrazeny jsou Cisla
nukleotidd na 5" i 3konci ptislu§nych mRNA a poloha intronli. Pfevzato od COLE 1996.
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2. 3. Replikacni cyklus mysiho polyomaviru

Infekce mysiho polyomaviru je lyticka a replika¢ni cyklus (Obr. 2.3) mizZeme rozdélit
na &asnou a pozdni fazi. Casna faze zahrnuje ptichyceni viru k povrchu buriky, transport
viriont k jadru, jejich rozbaleni a vstup virové DNA do jadra. V jadfe dochazi k pfepisu
¢asnych genu koédujicich T antigeny, jejichz funkce je stimulovat buriku k ptechodu do
S faze a tim také stimulovat produkci bunéénych enzymu, nutnych pro replikaci i virové
DNA. Replikace probihé za pomoci velkého T antigenu a bunéénych proteint, které se
normélné ucastni replikace bunééné DNA. Pozdni faze cyklu zacina replikaci virové
DNA a zahrnuje expresi pozdnich gent kodujicich strukturni proteiny, sestavovani

novych viriond a uvolnéni potomstva z bunék.

Obr 2.3 Replika¢ni cyklus mysiho polyomaviru. Jednotlivé kroky jsou o&islovany: 1, adsorpce virioni
k povrchu buiiky; 2, vstup endocytézou; 3, transport k jadru; 4, rozbaleni virionu a vstup DNA do jéadra; 5,
¢asné transkripce a vznik molekul mRNA pro ¢asné antigeny; 6, translace a tvorba ¢asnych antigent (T
antigeny); 7, replikace virové DNA; 8, pozdni transkripce a vznik mRNA pro pozdni antigeny; 9,
translace a produkce pozdnich antigenti (kapsidové proteiny); 10, tvorba virového potomstva v jadfe; 11,
12, 13, uvolnéni virionti doposud nezndmym mechanizmem. P¥evzato od ECKHART 1990.
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Replika¢ni cyklus za¢ina pfichycenim viru k bunéénému povrchu. Za pfichyceni je
zodpovédny hlavni kapsidovy protein VP1, rozeznavajici kyselinu sialovou, ktera je
soucasti receptoru mysiho polyomaviru (FRIED et a/. 1981, CAHAN et al. 1983). Jako
funk¢ni receptory mysiho polyomaviru byly identifikovany gangliosidy GD1a a GT1b
(Obr. 2.4). Jedna se o glykolipidy, na kterych protein VP1 rozeznava vazebny motiv
kyseliny sialové na galaktézu v polohach kys. sialova - a2,3 - galaktéza (TSAI et al.
2003). Tento motiv je pfitomen také u glykoproteindi, ale jak ukazaly studie na krysich
butikach C6 postradajicich gangliosidy GDla a GTl1b, nevede interakce VP1 s
glykoproteiny k efektivni infekci (TSAI et al. 2003). Nicméné€ bylo popsano, ze
z glykoproteinii mohou pfi vstupu hrat urcitou roli integriny, konkrétn¢ integrin a4f1,
ktery pravdépodobné slouzi jako koreceptor (CARUSO et al. 2003).

Glykolipidy s vazebnymi misty pro my$i polyomavirus byly nalezeny i na
membranach endoplazmatického retikula. Tato skuteCnost by mohla naznaCovat, ze
gangliosidy hraji uritou roli i pfi transportu viru z plazmatické membrany k membrané
ER, obdobné jako je tomu u transportu nékterych toxinti, napf. Cholera toxin, Shiga
roxin, Ricin nebo toxin LTIIb, ktery se vaze pravé na gangliosid GDla a jeho

prostfednictvim je transportovan do ER (TSAIl et al. 2003).

GD1a GT1b

| «2-3 ,.2 3

1-3 2-8

Glc » glukdma , G.I'M
EA=
comAc-N-oeclylgalucmamm

Obr 2.4 Struktura gangliosidd GD1a/GT1b, slouzicich jako funk&ni receptory pro mysi polyomavirus.
Prevzato od TSAI et al. 2003.
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Vstup mysiho polyomaviru do bunék, transport k jadru a vstup virové DNA do jadra

jsou doposud ne zcela objasnéné kroky infekce. Mysi polyomavirus vstupuje do bunék
endocytézou zprostiedkovanou receptorem. Lidsky JCV nebo adenoviry do bunék
vstupuji endocytované v klatrinovych vaécich (VARGA et al. 1991, PHO et al. 2000),
zatimco napfiklad SV40 do bunék vstupuje v hladkych monopinocytickych vaccich
odvozenych od kaveol (NORKIN 1999), coz jsou membranové invaginace hruskovitého
tvaru o velikosti 70 az 100 nm, obsahujici protein kaveolin-1 (ROTHBERG et al. 1992)
a vznikaji v mikrodoménach plazmatické membrany. Tyto mikrodomény jsou
obohaceny o cholesterol a glykosfingolipidy a jsou znamé jako lipidové rafty (FRA et al.
1995). I kdyZ funkce kaveol neni zcela jasna, podileji se na endocytoze, transcytoze,
(CERESA a SCHMID 2000, SIMONS a TOOMRE 2000).
U viru SV40, ktery vyuziva k transportu kaveolarni drahu, bylo ukazano, ze kaveoly
uzavirajici virové Castice fuzuji s vétSimi endozomy bohatymi na kaveolin nazvanymi
kaveozomy (PELKMANS et al. 2001). Z nich potom ¢{astice putuji uzaviené
v tubuldrnich vaccich, jiZ neobsahujicich kaveolin-1, podél mikrotubuli do
endoplazmatického retikula.

V mysich fibroblastech NIH 3T6 a v epitelidlnich buiikich NMuMG byl mysi
polyomavirus pozorovan internalizovany v hladkych monopinocytickych vaccich, které
interagovali s protilatkou proti kaveolinu-1 a rovnéz byla pozorovana silné kolokalizace
proteinu VP1 s kaveolinem-1 na buné¢né membrané a kumulace kaveolinu vyvolana
adsorpci virovych &astic k bundénému povrchu (RICHTEROVA et al. 2001). V jiné
studii (GILBERT a BENJAMIN 2000) provedené na primarnich burikdch mysich ledvin
a burikach NIH 3T3 nebyla prokazana vibec Zadna nebo jen nepatrnd kolokalizace
proteinu VP1 s kaveolinem-1 a infekce pokracovala i ptes zablokovani drahy zévislé na
kaveolach i na klatrinu. V dal$i studii téchto autorti (GILBERT a BENJAMIN 2004)
provedené na krysich buiikach C6 bylo naopak ukézano, Ze transport viru je zavisly na
kaveolach a na cholesterolu. Virus zfejmé vyuziva dosud nedefinované dréhy, které se
li&i v riznych bunéénych typech. Patrné také miize rizné endocytické drahy kombinovat.

Role cytoskeletu v transportu polyomaviru neni zcela objasnéna. Studie
(KRAUZEWICZ et al. 2000) analyzujici transport pseudokapsid polyomaviru do
bunééného jadra ukazala, Ze produktivni transport viru zavisi na neporuSenych
mikrotubulech. Autofi také pozorovali, Ze rozruSeni aktinovych vldken neinhibuje

infekci polyomaviru. Na druhé strané byl pozorovan pohyb vacka s virovymi ¢asticemi
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podél aktinovych mikrofilament (RICHTEROVA et al. 2001), které, jak se ukézalo,
vedou tyto Castice pravdépodobné do blizkosti endoplazmatického retikula
(RICHTEROVA et al. 2001). Kolokalizace kapsidového proteinu VP1 s tubulinem byla
pozorovana az v blizkosti bunééného jadra, v pozdgjSich fazich infekce. Vysledky
ukazuji na to, Ze myS$i polyomavirus vyuzivd v prvnich fazich infekce interakce s
aktinovymi a v pozd€jsich fazich s mikrotubulinovymi komponentami cytoskeletu, nebo
Ze existuji 2 typy transportu virioni cytoplazmou, z nichZ pouze jeden vede k
produktivni infekci. Dale bylo ukazano, Ze mysi polyomavirus nevyuZiva pro transport
do endoplazmatického retikula drahu, ktera je zavisla na COPI vaccich (MANNOVA a
FORSTOVA 2003).

RovnéZ neni zndmo jakym mechanizmem se virovda DNA nebo viriony dostavaji do

bunééného jadra.

2. 4. Kinetika replikaé¢niho cyklu mySiho polyomaviru

Replikaéni cyklus PyV trva piiblizné 48 hodin. Casovy interval, ktery uplyne od
pfichyceni polyomaviru k receptoru az po vstup virové DNA do jadra neni znam, ale 3
hodiny po infekci jiz byl detekovan signal proteinu VP1 v blizkosti jadra
(RICHTEROVA et al. 2001). Studie zabyvajici se kinetikou infekce mysiho
polyomaviru (CHEN a FLUCK 2001) byla provedena na buiikkich NIH 3T3
synchronizovanych v Gy fazi bunééného cyklu. Jelikoz k replikaci virového genomu
muzZe dojit pouze v buiikach, které jsou v S fazi bunééného cyklu, probihala ¢asna faze
replika¢niho cyklu viru béhem G, faze, tedy minimélné 12 hodin, aZ do za¢atku S faze.
K ¢asné transkripci mize pravdépodobné dochazet hned po vstupu viru do jadra a jako
prvni Casny antigen se v ¢ase 6-8 hodin po infekci objevuje velky T antigen. Pozdni
faze zaCina béhem prvni S faze bunééného cyklu, pfiblizné 16 hodin po infekci. Béhem
pozdni faze pokraCuje zvySovani mnoZstvi Casnych antigenil, dochazi k amplifikaci
virové DNA a k syntéze pozdnich strukturnich proteini. MnoZstvi pozdnich antigeni
prevySuje pocet Casnych pfiblizn€ 6 hodin po jejich prvnim vyskytu. K enkapsidaci
virové DNA dochazi ihned po syntéze prvnich strukturnich proteinti. Cytopaticky efekt
je pozorovan béhem tfetiho bunééného cyklu, tedy 48 hodin po infekci, kdy také

dochézi k uvoliiovani virového potomstva z bunék.
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2.5. Casné antigeny mysSiho polyomaviru
2.5.1.Velky T antigen

Velky T antigen (LT) je multifunkéni protein s nékolika enzamatickymi aktivitami a
schopnosti interagovat s mnoha bunéénymi proteiny a jako jediny je vyzadovan pro
replikaci virové DNA. LT je postransla¢né modifikovan. Mezi postransla¢ni modifikace
LT patti O-glykozilace (SCHMITT a MANN 1987), acetylace (KLOCKMANN a
DEPPERT 1983), adenylace, poly(ADP)-ribozilace, N-koncova acetylace (MELLOR a
SMITH 1978) a fosforylace. Vyznam téchto modifikaci neni zndm s vyjimkou
fosforylace, ktera slouZi k regulaci enzymatickych aktivit a k interakci s jinymi proteiny.
Z celkového mnozstvi LT je 95 % lokalizovano v jadre, kde se ¢ast vyskytuje volné v
nukleoplazmé a ¢ast je asociovana s chromatinem a jadernou matrix (STAUFENBIEL a
DEPPERT 1983). Polyomavirovy LT obsahuje dva jaderné lokaliza¢ni signaly
(RICHARDSON et al. 1986).

LT polyomaviri je DNA vazebny protein, ktery se s vysokou afinitou vaze na
sekvenci G(A/G)GGC a s niz§i afinitou se nespecificky vaZe na jedno- i dvouvlaknovou
molekulu DNA (COLE 1996). Po navéazani na sekvenci G(A/G)GGC na pocatku
replikace virové DNA, se uspotfada za piitomnosti ATP do hexamert s ATP-4zovou a
helikdzovou aktivitou. LT ma také aktivitu topoizomerazy I a muize tak podporovat
zmeény v sekundarni struktute DNA (MARTON et al. 1995).

LT interaguje s n€kolika bunéénymi proteiny daleZitymi pro replikaci DNA ¢i
transkripci a tvofi s nimi komplexy. Interaguje napiiklad s polymerazou o
(SVERDRUP et al. 1998), s RPA (replication A protein) (CHO et al. 2001), s CBP
(CREB binding protein) nebo s onkosupresorem pRb (MORAN 1988). Na rozdil od
SV40 LT neinteraguje s proteinem p53 a proto neni schopen nadorové transformace, ale

pouze imortalizace bun¢k (DILWORTH 1990).

2. 5. 2.Stiredni T antigen

Stfedni T antigen (MT) je kédovan pouze mySim polyomavirem a né€kolika blizce
ptibuznymi polyomaviry hlodavcid. Jeho C-koncovd hydrofobni doména slouzi
k zakotveni v buné¢nych membraniach (CARMICHAEL et al. 1982) a je lokalizovan
ptedevsim v cytoplazmatické membrané (ITO et al. 1977). MT je hlavnim onkogenem
mys$iho polyomaviru a jeho membranova lokalizace je nezbytnd pro indukci
transformace bunék (NOVAK er al. 1981). V cytoplazmatické membrané tvoii
komplexy s ¢-SRC, protein fosfatdzou 2A, fosfatidyl inositol-3 kindzou a Shc. Pii
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interakci s t€émito proteiny se chova jako analog aktivovaného receptoru zptisobujiciho
transformaci bunék. Po interakci s protein fosfatazou je aktivovana c-jun kinaza, ale ne
c-fos promotor (MULLANE et al. 1998). MT také aktivuje signalni kaskady (napf.
Ras/MAP) kaskadu, interakci sbun&&nou nereceptorovou tyrozinkinazou pp60“™"™
(TALMAGE et al. 1989). Dale asociuje s fosfolipdzou Cy-1 (SU et al. 1995) a 14-3-3
proteiny (PALLAS et al. 1994), ale tyto interakce nemaji vliv na transformaci bun¢k
tkanovych kultur.

2.5. 3. Maly T antigen

Témeét celda sekvence malého T antigenu (ST) je obsazena v sekvenci MT. ST je
lokalizovan v jadfe i v cytoplazmé (ELLMAN et al. 1984) a pro produktivni infekci
senzitivnich permisivnich bun€k neni potfebny. V buiikach asociuje s protein fosfatazou
2A (PALLAS et al. 1990) a tato interakce vede patrn¢ k aktivaci drahy signalni
transdukce zahrnujici protein kinazy ERK1 a MEK1 (SONTAG et al. 1993). Pii
aktivaci s protein fosfatazou 2A neni aktivovana c-jun kinaza, ale je aktivovan c-fos
promotor (MULLANE et al. 1998).

2. 6. Strukturni proteiny mysiho polyomaviru

V pozdni fazi infekce dochdzi v cytoplazmé infikovanych bun€k k syntéze
strukturnich proteini ze tfi monocistronnich molekul mRNA, z 16S (sedimentacni
koeficient) mRNA molekuly pro VP1 a ze dvou 19S molekul mRNA pro VP2 a VP3.
Presto, Ze je v nukleotidové sekvenci proteinu VP2 obsaZena celd sekvence proteinu
VP3, dochazi k syntéze VP3 nezavisle na produkci VP2, coZ bylo ukazano v pokusech s
VP3 (COLE et al. 1977). Syntetizované strukturni proteiny jsou z cytoplazmy
transportovany do jadra, kde dochazi k tvorbé virového potomstva. Diky sekvenci
predstavujici jaderny lokaliza¢ni signal se vSechny tfi strukturni proteiny dostavaji do
jader. U proteinu VP1 se tato sekvence nachdzi v blizkosti N-konce polypeptidového
fetézce, u proteini VP2 a VP3 se nachdzi v blizkosti C-konce (MORELAND a
GARCEA 1991, CHANG et al. 1993). Proteiny jsou pfi infekci transportovany do jadra
spole¢né v komplexu (FORSTOVA et al. 1993, BAROUCH a HARRISON 1994) a
jejich mnozZstvi v jadfe odpovida jejich pomérnému zastoupeni v kapsidé polyomaviru

(LIN et al. 1984).
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2. 6. 1. Hlavni strukturni protein VP1

Protein VP1, pfedstavujici asi 80 % vSech proteinti kapsidy mysiho polyomaviru, je
zodpovédny hlavné za rozpoznani receptoru na povrchu bunék, jehoz prostfednictvim
virus vstupuje do buriky (kap 2. 4.). Pokud je exprimovany v bakulovirovém expresnim
systému, je schopen se formovat do prazdnych virovych kapsid, tzv. ,virus-like
particles (SALUNKE et al. 1986). Epitopy interagujici s receptorem jsou soucasti
proteinu VP1 (STEHLE et al. 1994) a prazdné kapsidy tvofené pouze timto proteinem
jsou samy schopny vstupovat do bun¢k NIH 3T6 (FORSTOVA ef al. 1995,
RICHTEROVA et al. 2001). U proteinu VP1 byla také prokazana nespecificka vazebna
afinita k polyomavirové DNA a tato interakce je nepochybné velmi dtlezitd pfi procesu
enkapsidace virové DNA.

Krystalograficka studie ukézala, Ze tercialni strukturu VP1 lze rozdélit na t¥i ¢asti: Na
N-koncovém ,ramenu” se nachazi nespecificka vazebna doména pro DNA a jaderny
lokalizaéni signal. DNA vazebnou doménu tvoii 5 koncovych aminokyselin, které se
prekryvaji s jadernym lokaliza¢nim signalem. Prvnich 15 aminokyselin na N-konci je
orientovano do vnitra virionu, kde pravdépodobné interaguji s nukleoproteinovym
jaédrem (CHANG et al. 1993). Stfedni ¢ast VP1 je tvofena a-helixy a B-listy, které jsou
propojeny Sesti smyckami: B-C, D-E, H-1, E-F, F-G a G2. Smy¢ky B-C, D-E a H-I jsou
vystaveny na povrchu pentameru VP1 a hraji roli pfi rozpoznani receptoru na povrchu
bunék. Smy¢ka E-F je soudasti vazebné domény pro vapnik (Ca®>") (STEHLE et al.
1996). Véapenaté ionty, které jsou nezbytné pro stabilitu celého virionu (BRADY et al.
1977), se zdaji byt dilezit¢é pro stabilitu interakce sousednich pentamer
(LIDDINGTON et al. 1991) i prazdnych VP1 ¢astic (LEAVITT et al. 1985). Tteti C-
koncova East tvoti dlouhé ,rameno* vyénivajici z pentameru, které zprostfedkovava

kontakt mezi sousednimi pentamery (YAN ef al. 1996).
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Obr. 2.5 Tercialni sturktura proteinu VP1. Prevzato z ncbi.nlm.nih.gov, model byl vytvofen podle
STEHLE a HARRISON 1996.

2. 6. 2. Minoritni strukturni proteiny VP 2 a VP 3

Dosud nebyla objevena zddna specificka funkce minoritnich proteini v Zivotnim
cyklu mysiho polyomaviru, ale bylo prokazano, Zze na jejich pfitomnosti zavisi
infektivita viru. Mutantni €astice, které postradaly oba minoritni proteiny vykazovaly
defekty jiz béhem ¢asnych fazi infekce. Infektivita mutantnich virti, u kterych chybi
VP3 je vy$§i nez mutant s chyb&jicim VP2 (MANNOVA er al. 2002). Unikatni N-
koncova cast VP2 je modifikovana kyselinou myristylovou (STREULI a GRIFFIN
1987). Tato modifikace se zda byt dulezita pro spravnou funkci proteinu VP2 a jeji
absence se projevuje zménou interakci VP2 se strukturami hostitelskych bunck a
snizenou produkei virového potomstva (MANNOVA et al. 2002). Koexprese proteinu
VP1 a VP2 v bakulovirovém expresnim systému ukazala, ze protein VP2 je nezbytny
pro spravnou post-translaéni modifikaci proteinu VP1 (FORSTOVA et al. 1993).
Samotna N-koncova &ast VP2, bez myristilové skupiny ma n¢jakou funkci ve
zprostiedkovani fosforylace threoninovych zbytkti na B-C smy¢ce proteinu VP1 (LI et
al. 1995). Arteficielni Castice obsahujici VP2 velmi Gspé$né konkuruji infekénim
viriontim pii jejich spoleéném vstupu do hostitelsky bun¢k, coz naznaCuje Ze by protein

VP2 mohl hrat roli pfi vstupu polyomaviru do bunék (AN et al. 1999). Na C-konci obou

25



minoritnich proteinl se nachdzi hydrofébni a helix a trakt bazickych aminokyselin a C

konec tak svou strukturou pfipomina protein transduk¢éni domény, popsané v kap. 2.11.

1 16 319

Obr. 2.6 Linearni zobrazeni proteint VP2 a VP3, znazorfiujici unikatni myristylovanou &ast proteinu VP2
a C-koncovou €ast VP2 totoznou s proteinem VP3. Pfevzato od CHEN ef al. 1998.

Obr 2.7 Priifez pentamerem znazorfiujici interakci kapsidového proteinu VP2 s doménami proteinii VP1
uvnitf pentameru. Tyto interakce mohou hrat roli pfi vstupu viru do bun€k. Struktura je mirné natocena
C-koncem VP2 dopiedu. Pfevzato z ncbi.nlm.nih.gov, model byl vytvofen podle CHEN et al. 1998.

2. 7. Morfogeneze virioni

Pfesny mechanizmus sestavovani virionu a enkapsidace virové DNA neni znam, ale
predpoklada se, ze formovani virionl je postupny proces, kdy dochazi ke kondenzaci
kapsomer s virovym chromatinem. Tuto hypotézu potvrzuji jiz star$i prace, ve kterych
byly izolovany nukleoproteinové komplexy z infikovanych buné¢k v prib&hu
morfogeneze. Komplexy 75S a 90S, byly identifikovany jako chromatinové struktury

obsahujici virovou DNA. Déle byly izolovany komplexy 200S predstavujici nezralé
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viriony a komplexy 240S odpovidajici maturovanym virionim. Zatim co histony H2A,
H2B, H3 a H4 se vyskytovaly ve vSech izolovanych nukloproteinovych komplexech,
histon H1 obsahovaly pouze komplexy 90S, ve kterych se ziejmé podili na tvorbé
minichromozomu (GARCEA a BENJAMIN 1983, YUEN a CONSIGLI 1985), Histon
H1 je behem morfogeneze pravdépodobné vyté€snén proteinem VP1 (WINSTON et al.
1980). Analyza imunokomplexi kapsidovych proteinii exprimovanych ve hmyzich
burikach ukézala, Ze imunokomplexy precipitované s protilatkou proti proteinim VP2/3,
obsahovaly bunécné histony a naopak v imunoprecipitdtech obsahujicich vétsi mnozstvi
VP1 se histony téméf nevyskytovaly, coz by ukazovalo na to, Ze minoritni proteiny hraji
roli v interakci s bunéénymi histony (FORSTOVA et al. 1993).

Piedpokladd se, Ze by se morfogeneze virioni mohly tucastnit nékteré bunécné
proteiny. Pro morfogenezi viru SV40, jehoZz DNA ma ve své regulaéni oblasti ses
sekvenci rozpoznavanou bunéfnym transkripénim faktorem Spl, se pfedpoklada, Ze
centra pro formovani virionu (OPPENHEIM et al. 1992). Mezi proteiny, které by se
mohly ucastnit morfogeneze mysiho polyomaviru patii naptiklad chaperonovy protein
Hsc70, jehoz asociaci s proteinem VP1 v prubéhu infekce ukézaly in vitro studie. Tato
asociace by mohla zabraiovat formovani kapsid v cytoplazmé, a nebo by mohla
usnadiiovat transport ¢astecné zformovanych komplexti do jadra (CRIPE er al. 1995).
Dal§im kandididtem pro funkci v morfogenezi PyV by mohl byt bunéény pleiotropni
regulator YY1.

2. 8. Protein YY1

Protein YY1 (Mw = 68 kDa) je multifunkéni bunéény transkripéni regulator, ktery je
soucasti jaderné matrix (GUO et al. 1995) a nachazi se ve vSech ZivociSnych burkach.
Muize se uUCastnit asociace jaderné matrix se specifickymi sekvencemi buné¢nych a
virovych genomi. Protein YY1 by tak mohl zprostfedkovavat asociaci virovych
genomu s jadernou matrix. Navic bylo zji§téno, Ze YY1 interaguje pfimo s hlavnim
strukturnim proteinem VP1 (PALKOVA et al. 2000b). Na C-konci se nachazi motiv
¢yt zinkovych prstd (zinc fingers) typu Cys2-His2, které jsou zodpovédné za vazbu
k DNA. Prvni dva zinkové prsty, které se nachazeji se v oblasti bohaté na glycin
pfedstavuji represorovou doménu a aktivaéni doména se nachazi na N-konci proteinu.
Protein YY1 ma schopnost aktivovat nebo reprimovat bunééné i virové geny (shrnuto v

SHI et al. 1997).
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Protein YY1 rozeznava v genomu mysiho polyomaviru ¢tyfi vazebna mista (DNA
vazebnd doména proteinu YY1 rozeznava sekvenci CCATNTT), z nichZ tii jsou
vysokoafinitni. Dv€ se nachazeji v regulaéni oblasti genomu a uplatiiuji se p¥i regulaci
transkripce (MARTELLI et al. 1996), tfeti se nachazi v oblasti kodujici VP1 a jeho
ucast pii regulaci transkripce nebyla prokdzana (GENDRON et al. 1996).

2. 9. Uvolnéni potomstva mysiho polyomaviru z infikovanych bunék

Diive se myslelo, Ze viry uvoliiuji své potomstvo destrukci infikovanych bunék, ktera
nastane po nahromadéni virového potomstva. Komplikaci pro viry pfedstavuje apoptoza,
ktera muizZe eliminaci infikovanych bun€k vyznamné omezit produkci virového
potomstva. Mnoho Zivo€iSnych virGi vyvinulo strategie, pomoci kterych jsou schopné
oddalit apoptozu v ¢asnych fazich infekce a v pozdnich fazich ji naopak indukovat, aby
doslo k uvolnéni potomstva (SHEN a SHENK 1995).

U mysiho polyomaviru neni jasné, zda béhem replika¢niho cyklu evokuje apoptozu ¢i
nekrézu. Ve studii (AN et al. 2000) provedené na buiikach NIH 3T6 bylo ukazano, ze
pfevazna vétSina bunék vykazovala morfologii nekrotickych bun€k a piiblizné 10 %
bunék odpovidalo svou morfologii apoptotickym buitkam. Byla také méfena aktivita
kaspazy-3, kterd se oproti neinfikované kontrole zvySila dvojnasobné. Pokud byly
buriky infikované prazdnymi rekombinantnimi ¢asticemi, sestavenymi pouze proteinem
VP1 nebo asticemi sestavenymi vSemi kapsidovymi proteiny, ani v jednom ptipadé
prazdné kapsidy neindukovali smrt bun€k, coZ by mohlo ukazovat na to, Ze se
pi indukei neuplatiiuji strukturni proteiny. Na druhé strané bylo pozorovano (BOURA
2004 a nepublikované vysledky na$i laboratoie), Ze syntéza jednotlivych strukturnich

proteint je cytotoxicka.

2. 10. Apoptoza a nekroza

Apoptoéza se od nekrozy ¢i degenerativni smrti bun€k vyrazné li§i. Jednd se o
geneticky kontrolovany proces sebeznifeni individualnich bun€ék mnohobunéénych
organizml, jehoZ biologicky vyznam spocivd v udrZzeni homeostize organizmu.
Nekroza je naproti tomu nepfedvidatelnd udalost, kterd je vysledkem vaZného
poskozeni buiiky. Podnéty, vyvolavajici apoptozu lze rozd€lit na fyziologické a stresové.
Mechanizmus apoptézy se uplatituje pii odstrafiovani bunéénych struktur, které jiz
nejsou potiebné pro dalsi vyvoj organizmu, pfi regulaci poétu bun¢k v tkénich nebo pti

vylouéeni poskozenych bunék z organizmu (buriky infikované virem, buriky poSkozené
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UV zafenim ¢i buiikky nekontrolovatelné rostouci po aktivaci onkogenu) (shrnuto
v KERR a HARMON 1991).

V pribéhu apoptozy se buiiky se srazeji a kondenzuji, dochazi ke kolapsu cytoskeletu,
jaderny obal se pozvolna rozpada, DNA v jadfe je §t€pena na fragmenty a povrch
umirajicich bun€k prodélava zmeénu, kterd umozni aby burika byla co nejrychleji
pohlcena (fagocytovana) sousedni buitkou nebo makrofagem dfiv, nez dojde k uvolnéni
bunééného obsahu do okoli (SAVILL et al. 1990). To je dalsi velmi vyrazny rozdil
oproti nekroze, protoZze predstavuje moZnost recyklace fagocytovanych organickych
komponent buiikou, kterd je pohltila. Na druhé strané prub&h nekrézy se vyznacuje
zvétSovanim objemu poSkozenych bunék, které je zakonéeno jejich prasknutim a
uvolnéni obsahu buriky do okoli, v€etn€ proteolytickych enzymi, které mohou poskodit
okolni buriky a zplisobovat zdnéty. Apoptéza je ke svému okoli Setrna (shrnuto v KERR
a HARMON 1991).

Intracelularni masinérie, ktera je zodpovédna za apoptdzu, se zda byt stejna ve viech
zivo¢isnych burikach. Hlavni roli vni hraji protedzy zvané kaspazy, které svym
aktivnim mistem obsahujicim cystein §tépi cilové proteiny vedle specifické kyseliny
aspartatové. V buiikach jsou kaspazy syntetizovany jako neaktivni prekurzory a jsou
aktivovany az S$té€penim jinymi kaspdzami. K aktivaci prokaspaz dochazi
prostfednictvim adaptorovych proteind, které jsou v komplexu s tzv. inicidtorovymi
prokaspazami, které maji slabou proteolytickou aktivitu, zptisobujici vzajemné Sté€peni
prokaspaz v komplexu (shrnuto v LEIST a JAATTELA 2001).

Jednou z moznosti aktivace proteolytické kaskady muize byt odpovéd na vnéjsi podnét
prostiednictvim receptoru na povrchu burky. Napfiklad ,killer* lymfocyty indukuji
aktivaci prokaspaz prostfednictvim ligandu Fas, ktery sami produkuji. Tento ligand
vaze protein Fas na receptor a jeho nahromadéni zplsobi agregaci vnitrobuné¢nych
adaptorovych proteini s prokaspazami-8, které se zafnou Sté€pit a spusti tak
proteolytickou kaskadu (STRASSER et al. 2000).

U poskozenych nebo stresovanych bunék se uplatiiuje jiny typ indukce apoptdzy a tou
je mitochondridlni drdha aktivace prokaspaz. Mitochodrie obsahuji nékolik pro-
apoptotickych proteind (napf. cytochrom C), které se diky naruSené mitochondrialni
membrané uvolni do cytoplazmy, kde aktivuji adaptorové proteiny pies nez aktivuji
proteolytickou kaskadu. Tato draha je vyuzivana napfiklad pfi poSkozeni bunécné DNA,

kdy protein p53 aktivuje transkripci genti kddujicich proteiny z rodiny Bcl-2 proteind,
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které zprostfedkuji pro-apoptotickych proteini z mitochondrii (ADAMS 2003,
GULBINS et al. 2003).

2. 10. 1. Morfologické znaky apoptozy a nekrozy

Prvni dikazy o dvou morfologicky odlisnych typech buné¢né smrti (Obr. 2.8)
pfinesly histochemické studie zabyvajici se zménami v lysozomech v jaternich buiikach
pii jaterni ischemii (KERR 1965). Prvni z morfologickych zmén nastavajicich v
disledku apoptozy, které lze pozorovat v elektronovém mikroskopu, je vznik obfich
mitochondrii (dochazi k uvolnéni pro-apoptotickych proteinti), stlaCovani jaderného
chromatinu pod jadernou membranou a kondenzace cytoplazmy. Chromatin vytvati
opticky ostfe ohrani¢ené homogenné denzni shluky a v dalSich krocich kondenzace
chromatinu pokracuje, doprovazena vchlipovanim (blebbing) jaderné membrany. Poté
¢asto dochazi k rozpadu jadra na mensi fragmenty. Podobny proces vchlipovani probiha
1 na plazmatické membrané, kterd tak zacina jakoby ,pufet” a vychlipené casti se
zaCinaji zaSkrcovat u baze. Cely proces je zakonfen rozpadem buriky na mnoZstvi
apoptotickych télisek ohrani¢enych plazmatickou membranou, obsahujicich na pohled
neporuSené organely a jaderné fragmenty. Chromatin zlstava v téliskach stéle
kondenzovany. Pribéh fragmentace jader i puCeni neni pro vSechny bunééné typy stejny.
Naptiklad u thymocytd je rozpad na apoptoticka téliska zna¢n€ omezen, naopak v
tkanich jsou po rozpadu apoptoticka téliska velice rychle pohlcena okolnimi burikami a
degradovana v lysozomech (shrnuto v KERR a HARMON 1991).

Ultrastrukturni podoba nekrézy se velmi lis$i. Mezi hlavni morfologické rysy patii
celkovéa bunééna dezintegrace, zvétSovani objemu organel a tvorba vakuol v cytoplazmé.
Ackoliv také dochazi ke shlukovani chromatinu, denzni material tvofici shluky neni tak
uniformni jako pfi apoptoéze a okraje shlukd nejsou tak jasn€ ohranicené. ZvétSovani
objemu organel mize byt v akutné¢ poSkozenych burkach zpilsobeno poruSenim
plazmatické membrany nebo vyCerpanim zasob ATP, ¢imZ se narusi funkce ATP-
azovych membranovych pump. Velké zvySeni permeability plazmatické membrany
muize souviset s aktivaci fosfolipaz, které jsou sni asociovdny. NaruSeni integrity
membran vede k uvolnéni lysozomalnich enzymu, ¢imZ se cely proces jesté urychli.
V pozdnim stadiu nekrézy dochdzi také k vymizeni jaderného chromatinu (shrnuto v

KERR a HARMON 1991).
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Obr. 2.8 Prib&h apoptézy a nekrozy. 1, normalni buika; 2, za&inajici apopt6éza charakteristicka
kondenzaci chromatinu do kompaktnich shluki pod jadernou membranou a kondenzaci cytoplazmy
doprovazené jemnym ohybanim jaderné i cytoplazmatické membrany; 3, fragmentace jadra a vchlipovani
bunétného povrchu zavriené vznikem apoptotickych télisek; 4, pohlceni apoptotickych télisek
sousednimi buiikami; 5, prib&h nekrézy charakteristicky kondenzaci chromatinu do nekompaktnich
shlukid roztrouSenych po celém jadre a zvétSovanim objemu organel a vzniku vakuol v cytoplazmé; 6,
pozdni stddium nekré6zy, kdy dochazi k rozpadu buiiky. Ptevzato z KERR a HARMON 1991.

2. 11. Protein transduk¢éni domény

Protein transdukéni domény (PTD) jsou peptidy, které samy vstupuji do bun€k a maji
schopnost transportovat do bunék i jiné molekuly, naptiklad nabité molekuly, lipozomy
nebo enzymy. PTD miiZeme rozdélit na molekuly amfipatické, na peptidy obsahujici
sekvence bohaté na arginin a dale existuje jesté skupina nezafazenych PTD.
Amfipatické PTD jsou molekuly, které obsahuji hydrofilni a hydrofobni ¢ast a miizeme
je rozdélit na primarni a sekundarni. Primarni amfipatické molekuly maji na jednom

konci molekuly hydrofilni segment a na druhém konci hydrofobni segment
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(CHAOLOIN et al. 1999). Sekundarni amfipatické molekuly (Obr. 2.9) svijj
amfipaticky charakter ziskavaji az po usporadani do vy33i struktury. Mezi molekuly se
sekundarni amfipatii patfi napfiklad o helixy, které maji na jedné strané¢ helixu
hydrofilni a na druhé stran€ molekuly hydrofobni povrch (LANGEL et al. 2002).

Peptidy se sekvencemi bohatymi na arginin jsou charakteristické svym kladnym
nabojem a pfitomnosti guanidinovych skupin (WENDER et al. 2000). Arginin je
zodpovédny za vstup peptidu do bunék (ROTHBARD et al. 2000), zatim co kladny
naboj ani sekundarni struktura na prekonani membranové bariéry bunky vliv nemaji
(DEROSSI et al. 1996). Mezi tyto peptidy patii naptiklad protein TAT, trans-aktivacni
transkrip¢ni aktivator viru HIV-1 tvofeny 86 aminokyselinami (BAYER et al. 1995)
nebo penetratin, coz je 16 aminokyselinovy peptid odvozeny z tfetiho a helixu proteinu
antennapedia Drosofily, slouzici pfi ontogenetickém vyvoji jako homeoprotein
(CZAJLIK et al. 2002).
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Obr. 2.9 A) Schéma peptidové sekvence se sekundarni amfipatii v podobé amfipatického helixu
s hydrofilni (modra) a hydrofobni (zZluta) casti. B) Struktura peptidu GLFRALLRLLRSLWRLLLRA
s hydrofilni (Zluta) a hydrofobni (¢ervena) gasti. Pfevzato od RITTNER et al. 2002.

2. 11. 1. Vstup PTD do bunék

Vyzkum z posledni doby ukazal, ze vét§ina PTD do bun€k vstupuje receptorem
zprostfedkovanou endocytézou (KOPPELHUS et al. 2002) a mensi ¢ast vstupuje do
bun€k drahou, ktera je na endocytéze nezavisla (SILHOL er al. 2002). Mezi typické
predstavitele PTD vyuzivajicich pro vstup endocytoézu patfi peptidy se sekvencemi
bohatymi na arginin, jako napfiklad protein TAT viru HIV-1. Tento protein pro vstup
vyuzivd endocytozu zprostiedkovanou klatrinovymi vacky (POTOCKY et al. 2003)
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nebo makropinocytézu (KAPLAN et al. 2005), ale byl u ného pozorovan i vstup
endocytozou zprostiedkovanou kaveolami (FITTIPALDI et al. 2003). Jako receptory
protein TAT vyuziva rizné povrchové molekuly, mezi které patti molekuly CD26
(GUTHEIL et al. 1994), CXCR4 (XIA et al. 2001) nebo heparan sulfatové
proteoglykany (TYAGI et al. 2001).

Vstup nezavisly na endocytéze nebyl dosud zcela objasnén. Pravdépodobné existuji
alespori tfi druhy mechanizmi, které jsou vyuZivany pfi pfimé translokaci pies
membrénu. Prvnim je mechanizmus invertovanych micel, pfi kterém se PTD navaZi na
membranu pomoci kladné nabitych aminokyselin, zatimco hydrofobni aminokyseliny
interaguji s lipidovou dvouvrstvou a dochézi ke vzniku micel integrovanych do
membranové dvouvrsty, pomoci kterych miZe PTD translokovat. Tento jev byl
pozorovan u penetratinu (DEROSSI et al. 1996). Druhym mechanizmem je tzv.
kobercovy model, kdy dochazi k pfichyceni k membrané diky aminokyselindm
s kladnym nébojem a vlivem zmény komformace v oblasti bazickych aminokyselin
dochazi krotaci a zanofeni hydrofébnich aminokyselin do lipidové dvouvrstvy
(POUNY et al. 1992). Ttetim mechanizmem je tvorba porii v membrané, ktery ¢asto ho
vyuzivaji amfipatické PTD, jez v lipidovém prostiedi nabyvaji strukturu o helixu
(GAZIT et al. 1994, 1998). Amfipatické PTD se strukturou f listu jsou také schopné
translokovat pfes membranu (OEHLKE et al. 1997). Se vstupem do bun€k piimou
translokaci pifes membranu souvisi také cytotoxické vlastnosti PTD. U kobercového
modelu je uéinek cytotoxicky pfi vysSich koncentraci peptidu a mezi koncentraci PTD,
tvorbou pord a cytotoxicitou je linearni zavislost (OEHLKE et al. 1998). Vstup
molekuly miZe byt umozZnén i zménou konformace, piikladem je penetratin, ktery po
navazani k membrané méni svoji konformaci z ,,random-coil“ na a helix nebo B list a
poté uspé$né translokuje do bunék (MAGZOUB et al. 2000). Translokace PTD se
neomezuje pouze na plazmatickou membranu, ale tyka se i membran vnitrobunéénych
kompartmenti jako je Golgiho aparat ¢i endoplazmatické retikulum. Nekteré prace
naopak upozoriiuji, Ze by pfimy vstup nezavisly na endocytéze mohl byt artefakt fixace
(LUNDBERG et al. 2003).
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2. 12. Elektronova mikroskopie
2. 12. 1. Historie, princip a pouziti

Prvni jednoduchy transmisni mikroskop byl zkonstruovan némeckym fyzikem
Ernstem Ruskou v roce 1931. Emst Rusko pii konstrukci vychazel piedev$im z
poznatkd francouzského teoretického fyzika Louise de Broglie, ktery zformuloval
zaklady vlnové mechaniky. Ernst Ruska se ptivodné zabyval problematikou vysokého
napéti v prostfedi vakua a jevy magnetického pole ovliviiovaného silnym elektrickym
proudem. Vysledkem tohoto studia bylo navrhnuti elektromagnetické Cocky, kterou
zkonstruoval jesté s pomoci Bodo Boriese a Maxe Knolla. V prvni poloviné 50. let byl
Ermst Ruska u sestrojeni vibec prvniho mikroskopu vyuZivajiciho elektronové
transmise s rozliSovaci schopnosti 10 nm. Tento mikroskop byl E. Ruskou vyvinut
laboratofich Némecké spole¢nosti Siemens, ktera ho poté zacala vyrabét. Za préci v
oblasti elektronové optiky a za objev elektronového mikroskopu ziskal Ernst Rusko v
roce 1986 Nobelovu cenu.

Podle zplisobu zobrazovani mtizeme elektronové mikroskopy rozdeélit na transmisni a
fadkovaci (skenovaci ¢i rastrovaci). V transmisnim i rastrovacim elektronovém
mikroskopu (EM) jsou svételné paprsky klasického mikroskopu nahrazeny svazkem
urychlenych elektronti, jehoZ vinova délka je zévisla na urychlujicim napéti a sbihavost
a rozbihavost paprsku je usmérfiovana elektromagnetickymi ¢ockami (analogie s
¢ockami svételného mikroskopu), které tvofi kondenzory, objektiv a projektory.
Elektrony jsou emitovany z katody Zhavené na teplotu 2900 °K a jsou urychlovany
vysokym napétim 20 — 200 kV, podle druhu preparatu. Zrychleny a usmémeény proud
elektront je veden vakuovou trubici aZ k tenkému preparatu. Cast elektronti prochazi
elekrodenzni hmotou preparatu a ¢ast se odrazi. Opétovnym soustfedénim elektronti
magnetickou ¢o¢kou dochazi k vytvofeni obrazu. Zatimco u transmisniho EM se na
fluorescenénim stinitku detekuje zbytkovy paprsek po prichodu prepardtem, u
rastrovaciho EM jsou zpracovavany odraZené elektrony od povrchu preparatu.

Vznikly obraz je ¢ernobily a je moZzné ho zaznamenavat na klasické fotografie nebo
ho snimat digitalni kamerou (CCD), av§ak dobrou kvalitu klasickych fotografii (hlavné
jejich ostrost) dokazi nahradit pouze lep$i modely digitalnich kamer snimajicich obraz s
vysokym rozliSenim. Drastické podminky pfi pozorovani (vysoké vakuum ¢i teplota) i
pii pfipravé preparatu (fixace, dehydratace) neumoziuji pozorovat Zivé preparaty, ale

pouze dehydratované vzorky. I pfes to jsou metody elektronové mikroskopie pro
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vyzkum nenahraditelné, jelikoZ umoziuji pozorovat struktury bunék a vybrané bunééné
procesy s vysokou rozliSovaci schopnosti.

Elektronovy mikroskop se stal cennym nastrojem v fadé odvétvi biologie a 1ékatstvi
az po fyziku a technologii materiali a nasel uplatnéni zejména ve virologii, kde se stal
nenahraditelnym diagnostickym nastrojem. AZ do objevu EM viry unikaly pozornosti
mikrobiologii pro jejich velmi malé rozméry (desitky aZ stovky nanometrii) a byly
rozliSovany pouze na zakladé fenotypovych projevli infekénich onemocnéni. Prvnim
spatfenym virem byl vroce 1940 virus tabakové mozaiky (TMV) (STANLEY a
ANDERSON 1941) vté dobé pozorovany jest€¢ neobarveny, protoZze metoda
negativniho barveni (BRENNER a HORNE 1959) nebyla tehdy znama. Béhem dalsich
deseti let bylo publikovano mnoho praci ukazujicich, Ze i pfes naro¢nou preparaci viri
je morfologie virioni dobfe zachovana a lze podle ni identifikovat skupiny viri na
zakladé jejich struktury. Dal§im velkym piinosem pro virologii bylo pouZziti metod
imunoelektronové mikroskopie, které byly poprvé pouzité jiz pfi studiu TMV

(STANLEY a ANDERSON 1941).

2. 12. 2. Stru¢na charakteristika nejbéznéji pouzivanych metod
2. 12. 2. 1. Negativni barveni

Metodu negativniho barveni, ktera je Casové pomérn€ nenarocna lze vyuzit pfi
vizualizaci riznych proteinovych struktur, virionti, bakterii, bunéénych organel nebo
pro vizualizaci lipoproteinti, nukleoproteinovych komplexu, ale i vétSich biologickych
makromolekul jako je napiiklad hemoglobin nebo né&které enzymy. Princip této
techniky spocéiva v kontrastovani biologického materialu, napiiklad virové suspenze
preCisténé v sachar6zovém gradientu, atomy té€zkych kovl, které maji schopnost
dislokace elektronového paprsku pfi jeho prichodu preparatem. Pro negativni barveni
se preparat umistuje na elektronmikroskopické sitky pokryté podloZni membranou.
Membrana mize byt uhlikovd nebo kombinovand s plastikovou (nitrocelulézova
membrana zpevnéna pouhlikovanim). Pfi spravném provedeni dojde k pokryti povrchu
sitky a preparatu tenkou vrstvou elektrodenzniho kontrastujiciho barviva, av§ak atomy
tézkych kovi se drzi mimo proteinové struktury a pouze penetruji mezi né. Dojde tak ke
vzniku negativniho obrazu, kdy jsou proteinové struktury zvyraznény na tmavém pozadi.

Pfed samotnym barvenim musi byt piipravena koncentrovana smeés biologického
materidlu. U virové suspenze je doporuovana koncentrace 10% — 107 virionii na 1 ml

suspenze, u barveni proteinti je to 0,1 — 0,2 mg proteinového materialu na 1 ml suspenze
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a u barveni bunéénych membran je to 0,5 — 1,0 mg materidlu na 1 ml suspenze
(HARRIS a HORNE 1991). V suspenzi by se také neméla vyskytovat sacharéza ze
sachar6zového gradientu, jelikoZ interferuje s barvivem.

Jako barvivo se nejb&Znéji pouziva draselnd sul kyseliny fosfowolframové (PTA -
phosfotungstic acid), acetat uranylu nebo molybdenan amonny. Napiiklad pro barveni
virovych kapsomer je nejvhodnéjsi PTA (NERMUT 1982), zatim co uranyl acetat je
lepS$i pro kontrastovani membranovych komponent a glykoproteinovych vyénélkia
asociovanych s lipidovou dvouvrstvou obalenych viri (NERMUT 1982). Metoda
negativniho barveni je viibec nevhodnéjsi pro vizualizaci struktury neobalenych vird,
jelikoZ nemaji obal a nedochazi tak k interferenci barviva s lipidovymi slozkami
virovych oball. Pfi barveni nebezpe¢nych vird musi byt preparaty navic fixovany napft
glutaraldehydem nebo OsO4 a u zvlast’ patogenich virti se musi pred manipulaci usmrtit

patogeny fixaci nebo lépe UV zafenim.

2. 12. 2. 2. Vizualizace nukleovych kyselin

Principem této techniky je tvorba monomolekuldrniho filmu bazického proteinu
(cytochrom C) nebo synteticky pfipravené latky (BAC - benzyl dimethyl-alkylamonium)
na rozhrani voda — vzduch, vnichZ jsou molekuly nukleovych kyselin fixovany
pasobenim elektrostatickych sil. Pfi pouziti cytochromu C, je hyperfaze tvofena smési
octanu amonného, cytochromu C, destilované vody a vzorku precisténé nukleové
kyseliny. Rozprostfena nukleova kyselina na vodni hladiné¢ deionizované vody se
zachyti na sitku pokrytou plastikovou membranou jejim pfiloZenim na jemny film.
Obdobné se provadi vizualizace pomoci BAC, kdy je na vodni hladinu nanaSena smés
BAC ve formamidu se vzorkem nukleové kyseliny. Tato metoda je vhodna zvlast€ pro
odkryti jemnych strukturnich detaild, coz je dano mensi molekulovou hmotnosti BAC.
Preparat na sitkach je kontrastovan stinovanim (shadow casting), nej€astéji se pro tyto
ucely pouziva slitina platiny a palladia. Techniky vizualizace nukleovych kyselin jsou

dobie popsany ve STOKROVA et al. 1989.

2. 12. 2. 3. Metoda ultratenkych rezi

Tato pomérné Casové narofna metoda ndm umoZiuje sledovat virus na bunéfné
urovni a ziskand data mohou byt navic doplnéna o vysledky ziskané imunoelektron-
mikroskopickymi technikami se znaCenymi protilatkami. Pomoci této metody lze

teoreticky sledovat cely infekéni cyklus virt v hostitelskych burikdch az po smrt
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infikované bunky. Napiiklad ¢asné faze infekce, kdy je virus internalizovan, také
interakce viru s bunéénymi strukturami, organizaci hostitelskych bun€k i organizaci
jader beéhem jednotlivych krokt infekce nebo také morfogenezi virionti a jeji lokalizaci
béhem pozdni faze infekce.

Pfipraveny materidl, napt. infikované buriky ve vybraném case po infekci, se jsou
zality do blo¢ku specialniho zalévaciho média, ze kterého jsou po zapolymerovani
zhotoveny ultratenké fezy na ultramikrotomu. Rezy by mély mit optimalni tloustku
(desitky nanometrtt), ktera umoziiuje prichod elektronového paprsku preparatem.
Jednim z prvnich kroku pfipravy ultratenkych fezu je fixace vzorkl. Fixace ma vyznam
pro zachovani intaktni organizace virovych a bunéénych struktur a slouzi také jako
ochrana pied pomérn¢ drastickymi kroky pfipravy fezi, jako je nasledné odvodiiovani
v ethanolu nebo zaliti do média a jeho polymerace pti zvySené teploté. Velmi zalezi na
druhu pouzitého fixa¢niho ¢inidla, aby jeho vlastnosti odpovidaly povaze studovanych
objektd. Mezi nejbé€Zzné€ji pouZivana fixacni Cinidla patii paraformaldehyd (rychle
penetruje, fixuje chromatin, zachovava antigeny), glutaraldehyd (pomalu penetruje,
fixuje proteiny, dobfe zachovava morfologii struktur), OsO4 (pomalu penetruje, fixuje
hl. fosfolipidy a RNA) a akrolein (pouZziva se pro fixaci membran rostlinych bunék).

Teplota, ktera se obvykle pouziva pfi fixaci je 4 °C, protoZe je tak zabranéno pohybu
bunéénych struktur, ktery se zvySuje se zvySujici se teplotou a dale se minimalizuje
aktivita hydrolytickych enzym, které se uvoliiuji vlivem vé&tsi permeabilizace membran
zpusobené fixaci. V soufasné dobé se velmi vyuzivaji techniky kryo-elektronové
mikroskopie, ve kterych se misto chemické pouziva fyzikaini fixace zmraZzenim vzorkd,
jez je mnohem SetrnéjSi pfi zachovani nativnich podminek a antigenicity, ddlezité pro
imunoelektronovou mikroskopii.

Dal$im nezbytnym krokem pfipravy je dehydratace vzorkt. Dokonalé odvodnéni je
velmi dileZité pro dobré prosyceni vzorki vét§inou hydrofobnim zalévacim médiem.
Nejcastéji se pro tyto ucely pouziva ethanol nebo aceton a dehydratace se provadi
postupné v alkoholovych fadach (30, 50, 70, 90, 95, 100 %), aby byla odvodnéni bylo
diikladné a aby nedochazelo k extrakci bunééného materialu. Extrakci zabrafiuje sniZeni
teploty na 4 °C, ale pfi nizkych teplotich miZe dochazet ke kondenzaci vody ve
vzorcich, coZ pfedstavuje problém zejména u zalévani do epoxidovych pryskyfic, které
v ptitomnosti vody fadné nezapolymeruji.

Zalévaci média muiZeme rozdélit na dvé hlavni skupiny. Média akrylatova a

epoxidova. Akrylatova (LR-White, Lowicryl, Unicryl) jsou do ur¢ité miry hydrofilni a
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pouzivaji se hlavné pro cytochemické a imunocytochemické metody. Polymeruji pti UV
zafeni za nizkych teplot (LR Gold) i pfi pokojové teploté (LR-White) a nejsou tak
citliva na pfitomnost vody ve vzorcich. Pfi zaliti vS§ak nedochazi k tak dobrému
zachovani bunééné struktury jako v pfipad¢ epoxidovych pryskyiic. Epoxidové média
(Spur, Epon, Araldit) zpisobuji minimalni extrakci buné¢nych komponent, zachovavaji
velice dobfe morfologickou strukturu a polymeruji pfi zvySenych teplotach,
nezachovévaji viak antigenicitu.

ProtoZe ultratenké fezy postradaji dostate¢ny kontrast, museji se pfed pozorovanim v
elektronovém mikroskopu kontrastovat. Nejbéznéji se ke kontrastovani pouziva
nasyceny roztok uranyl acetatu ve vodé s naslednym kontrastovanim v Reynoldsové

roztoku — citrat olovnaty.

2. 12. 2. 4. Imunoelektronova mikroskopie (IEM)

Techniky imunoelektronové mikroskopie se pouzivaji pro detekci specifickych
antigend za pouziti znaCenych protilatek. Jedna z nejCastéji pouzZivanych metod je
znaeni antigenui na ultratenkych fezech za pouziti primarni neznaené a sekundarni
znadené protilatky. Takto 1ze detekovat antigen a urcit jeho pfesnou lokalizaci v buiice.
Aby byla zachovana antigenicita musi byt biologicky material Setrn€ fixovan napiiklad
paraformaldehydem a zalit do akrylatového média (nékdy na ukor zachovéani morfologie
struktur). Sekundédrni protildtka je nejcastéji oznacena konjugovanymi <&asticemi
koloidniho zlata, které jsou siln¢ elektrodenzni a dobfe pozorovatelné v elektronovém
mikroskopu. NejCastéji pouzivané koloidni ¢astice jsou velké 5, 10 a 15 nm. Mensi
Castice 1 — 2 nm se pouZzivaji jen ve specialnich pfipadech a nasledné je nutno pouZit
zesileni signalu stfibrem tzv. ,,silver enhancement*.

Efekt metod imunoelektronové mikroskopie jde zesilit pomoci metody zvané odkryvéni
antigent (antigen retrieval). Pfi znaceni na ultratenkych fezech je tieba pocitat s tim, Ze
vétSina epitopu se nenachazi na povrchu, ale uvnitf fezd. Princip této metody spociva v
naru$eni povrchu, napiiklad pisobenim peroxidu vodiku ¢i zahfanim ve vodném pufru,
¢imZ je dosazeno odkryti ukrytych antigenl. Pro tuto metodu je mozné pouZzit i fezy
vzorkd zapolymerovanych do epoxidové pryskyfice, které jsou postfixované pomoci
OsO4. Na antigeny ma sice osmium destruktivni vliv, ale ten muze byt Castecné
odstranén odkrytim pomoci vodného roztoku NalO4. Tato metoda tedy umoZiluje
provést znaceni na buiikach zapolymerovanych i do epoxidové pryskyfice, tedy s dobie

zachovalou morfologii bunéénych struktur (metody popsany v BRONSON 2004).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE
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I pfes intenzivni studium je znamo velmi malo o interakcich virioni ¢i jednotlivych
proteind myS$iho polyomaviru s buné¢nymi strukturami ¢i bunéénymi proteiny béhem
vstupu viru do buné€k, dopraveni jeho genetické informace k jadru a pfi morfogenezi
virionl. V této diplomové praci jsou vyuzity zejména metody elektronové mikroskopie,
pomoci kterych jsme se snazili o analyzu strukturnich zmén v buiikach jako odpovédi
na infekci mySiho polyomaviru béhem morfogeneze viriond a uvoliiovani virového
potomstva z bunék. Dale jsme se snazili vyvinout metodu pro studium interakci
virovych a bunéénych proteinti béhem pozdni faze infekce a zkoumali jejich pfipadnou
ucast pii morfogenezi viriond. Zkoumali jsme déle, zda C-koncova ¢ast minoritnich

proteinii miZe hrat Glohu pfi vstupu mysiho polyomaviru do bunék.

Cilem diplomové prace bylo:

1. Vyuzit metody elektronové mikroskopie pro sledovani dynamiky infekce PyV a

postihnuti strukturnich zmén v burikach, které v disledku infekce nastavaji.

2. Pfiipravit a vyzkouSet metody imunoelektronové mikroskopie pro zjisténi
interakci viriond mys$iho polyomaviru s jadernymi strukturami ¢i proteiny
béhem pozdnich fazi infekce a pokusit se pfipravit tyto metody pro dalsi vyuZiti

v na$i laboratofi.

3. Piipravit podminky pro sledovani elektronovou mikroskopii in vitro interakce
mezi polyomavirovou DNA, kapsidovym proteinem VP1 a bunénym
transkripénim faktorem YY1, jednim z kandid4td na ucast pii sestavovani
viriont a zkonstruovat rekombinantni plazmid pro produkei proteinu AC31VP1,
coZ je kapsidovy protein VP1 zkraceny o 31 aminokyselin ze svého C-konce, tak
aby tvofil pouze pentamery ale nikoli kapsidy, pro budouci pouZiti v in vitro

systému.
4. Postihnout pfipadné zmény v morfologii bun¢k po inkubaci se syntetickym

peptidem z C-konce minoritnich proteind VP2 a VP3, ktery ma charakter protein

transdukéni domény.
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4. MATERIAL A METODY
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4. 1. Pouzity material

4. 1. 1. Organizmy a vektory

Buné¢na linie NIH 3T6 — bunééna linie mysich fibroblastd, permisivnich pro PyV (B.E.
Griffin, Royal Postgraduate Medical School, London).

Buné¢na linie WME — primarni bunééné linie mySich embryonalnich bunék (linie

pfipravena Mgr. M. Stanc¢ikovou).

Escherichia coli, kmen DH5a (Sambook et al. 1989) — supE44, deltalacU169 (¢80
lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl (ze sbirky Mikrobiologického
tstavu AV CR v Praze).

wtPyV — divoky typ mysiho polyomaviru, kmen A2 (B.E. Griffin, Royal Postgraduate
Medical School, London).

pMIJG — bakteridlni plazmid pMJ1 (2266bp) nesouci cely genom mysiho polyomaviru
(5292bp). Kruhovy polyomavirovy genom byl otevien v restrikénim misté¢ EcoRI
(pozice 1560 na map€ polyomavirového genomu) a vloZeny do restrikéniho mista
EcoRI na plazmidu pMJ1 (KRAUZEWICZ et al. 1990).

pET-29b — plazmid pro expresi v bakteridlni linii BL21, obsahujici Histag pro izolaci

pomoci kolony s Ni** jonty. (Novagen).

4. 1. 2. Primarni protilatky

Anti-Histone H1: my$i polyklonalni protilatka namifena proti histonu H1, izotyp 1gG;a

(Santa Cruz Biotechnology).

Anti-Lamin A/C — mysi polyklonalni protilatka proti laminu, izotyp IgM (Santa Cruz

Biotechnology).

Anti-LT (Cl + C4): krysi monoklonalni protilatka proti spole€né oblasti (common

region) Casnych antigend mysiho polyomaviru, izotyp IgG (S. Dilworth, Imperial

College School of Medicine, London).
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Anti-NUP 153: myS$i monoklondlni protilatka namifena proti nukleoporinu, izotyp IgG

(Santa Cruz Biotechnology).

Anti-VP1 sérum — kréli¢i sérum namifené proti VP1 asticim izolovanym z hmyzich

bun€k po infekci rekombinantnim bakulovirem (fedéno 100x) (Mgr. D. Liebl, vyrobeno

v Ustavu molekularni genetiky AV CR, Praha).

Anti-VP1 IgG — kréli¢i imunoglobuliny G izolované z vySe uvedeného séra, pouzivané

v riznych koncentracich.

Anti-YY1 (C-20) — krali¢i polyklonalni protilatka proti transkripénimu faktoru YY1,

izotyp IgG (Santa Cruz Biotechnology).

4. 1. 3. Sekundarni protilatky
GAR G5 - kozi imunoglobuliny namifené proti krali¢im imunoglobulinim
konjugované s ¢asticemi koloidniho zlata o priméru 5 nm (British Biocell Int.), fedéné

1:25.

GAR G10 - kozi imunoglobuliny namifené proti kréali¢im imunoglobulinim
konjugované s ¢asticemi koloidniho zlata o priméru 10 nm (British Biocell Int.), fedéné

1:25.

GAM G5 — my$i imunoglobuliny namifené proti my$im imunoglobulinim konjugované

s ¢asticemi koloidniho zlata o priméru 5 nm (British Biocell Int.), fedéné 1:25.

RbaRat — krali¢i imunoglobuliny namitené proti krysim imunoglobulinum konjugované

s FITC (fluorescein isothiocyanate, zeleny) (Sigma), fedéna 1:400.

SWAM Px - prase¢i imunoglobuliny namifené proti myS$im imunoglobulinim

konjugované s peroxidazou (Sevac) fedéné (1:2000).

4. 1. 4. Markery molekulovych vah
DNA marker molekulovych vah: DNA bakteriofaga A (Fermentas) St€pena enzymem
Pstl — fragmenty o velikosti (bp): 11501*, 5077, 4749, 4507, 2838, 2556*, 2459, 2443,
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2140, 1986, 1700, 1159, 1093, 805, 514, 468, 448, 339, 264, 247, 216, 211, 200, 164,
150, 94, 87, 72, 15. (*) — kohezivni konce o ptfesahu 12 bazi fragmentti 11501 a 2556

mohou asociovat a vytvafet dalsi fragment o velikosti 14057 bp.

4. 1. 5. Antibiotika

Kanamicin (Lé¢iva) — pouzivan v kone¢né koncentraci 100 pg/ml

4. 1. 6. Pristroje

Centrifuga Beckman Centrifuge GS-15R, rotor S4180
Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraeus Sepatech)

Centrifuga Microfuge Lite Centrifuge (Beckman)

CO; termostat (Forma Scientific)

Elektronovy mikroskop JEM 1200EX (JEOL) z CCD kamerou (SIS)
Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad)
Fluorescenéni mikroskop BX-60 (Olympus)

KnifeMaker 7800 (LKB bromma)

Kultivaéni pfistroje (Labnet, Lab Therm)

Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5
Mikrotom Ultracut E (Reichert-Jung)

Pokovovaci aparatura EPA100 (Leybold-Heraeus)
Sonikator Bransonic 5 (Cole-Parmer Instrument Company)
Sonikator Soniprep 150 (Schoeller Pharmacia Praha)
Sonikator UPS0H (Schoeller Pharmacia Praha)
Spektrofotometr Spekol 11 (Carl Zeiss Jena)

Termostat TCH 100 (laboratorni piistroje Praha)

Tiepacky (Labnet, Lab Therm)

Ultracentrifuga L5-50B, rotory SW 28, SW 41 (Beckman)
UV transluminator (BioLum)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
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4. 1. 7. Nejéastéji pouzivané roztoky a média

0,5 M EDTA-NaOH (pH = 8,0): 46,53 g Na,EDTA.2H,0 (dihydrat disodné soli
kyseliny ethylendiamotetraoctové) (Roth), pH upraveno NaOH a objem byl doplnén do
250 ml.

1 M Tris-HCI: 30,29 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanu (Serva), pH bylo upraveno
HCl na poZadovanou hodnotu a objem byl doplnén H,O do 250 ml.

SB pufr (0,1 M NA/K Soerensenn phospate buffer) pH 7,2 — 7,4:
Roztok A: 0,1 M Na,HPO,.12H,0
Roztok B: 0,1 M KH,PO4
- roztoky byly pfed pouZitim smichany v poméru 7A : 3B

PBS (Phosphate Buffered Saline): 1,37 M NaCl
27 mM KCl
100 mM Na,HPO4.12H,0
18 mM KH,PO4
pH bylo upraveno na 7,4 a objem byl doplnén na 1 1

Pufr B: 10 mM Tris — HCI (pH = 7,4)
150 mM NaCl
0,01 mM CaCl,

DMEM médium se sérem: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma)
10% fetalni bovinni sérum (Sigma)
2 mM L - glutamin (Gibco)
podle potfeby pfidat smés antibiotik pro tkanové kultury

(Sigma), tak aby v kone¢ném objemu tvofila jednu setinu.

DMEM médium s 0,5 % sérem: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
(Sigma)
0,5 % fetalni bovinni sérum (Sigma)

2 mM L — glutamin (Gibco)
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DMEM medium bez séra: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma)
2 mM L — glutamin (Gibco)

3 % Paraformaldehyd v PBS: 1,5 g paraformaldehydu rozpusténo v 50 ml PBS p#i 60
°C

4. 1. 8. Zalévaci média pro elektronovou mikroskopii
LR White resin (Polysciences Inc.): Nejméné 1 den pfed pouZzitim byl do média pfidan
katalyzator (Polysciences Inc.) v poméru 9,9 g na 500 g pryskyfice LR White a smés

byla michéana pfes noc pii RT.

AGARI100 (Agar Scientific Ltd.): 20 ml AGAR 100 Epoxy Resin
16 ml DDSA hardener
8 ml MNA hardener
1,3 ml BDMA accelarator

4. 2. Sterilizace

Roztoky, mikrozkumavky a $pi¢ky byly sterilizovany v autoklavu po dobu 30 minut,
pii tlaku 120 kPa a teploté 127 °C. Plastové centrifugaéni zkumavky byly sterilizovany
24 hod kyselinou peroctovou a mikrobiologické klicky a hokejky zapalenim po

namoceni v EtOH.

4. 3. Prace s bakteriemi
4. 3. 1. Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany aerobné v tekutém médiu, 2,5% zivny bujon €. 2 (Imuna),
nebo na pevném médiu, 4% zivny agar €. 2 (Imuna), v termostatu pfti 37 °C. Pro selekci
bakterii obsahujicich plazmid s rezistenci bylo do média pfidano selekéni antibiotikum

kanamicin (Sigma) o vysledné koncentraci 100 pg/ml.

4. 3. 2. Priprava kompetentnich bunék
(DOWER et al. 1988)

Bakterie byly zao¢kovany do 10 ml TPN média (2 % pepton pro bakteriologii
(Imuna), 0,5 % kvasnic¢ny autolyzat, 0,5 % NaCl) a byly aerobné kultivovany pfes noc,
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pfi 37 °C. Rano byla zméfena opticka denzita (OD) buné&né suspenze pii vinové délce
A = 560 nm. Suspenze byla nafedéna TPN médiem tak, aby jeji vysledna ODsg v 500
ml byla rovna 0,1. Bakterie byly dale aerobné kultivovany a pribézné byla méfena
ODs¢9p az do doby, kdy dosdhla hodnoty 0,5 az 0,7. Nasledné¢ byla suspenze
centrifugovana 10 min p#i 4000 rpm (Beckman Centrifuge GS-15R S12) pfi 4 °C.
Sediment byl rozsuspendovan v 500 ml destilované vody (promyti suspenze) a znovu
centrifugovan 10 min pfi 4000 rpm / 4 °C. Poté byly bakterie promyty 250 ml
destilované vody a znova sedimentovany 10 min pfi 4000 rpm / 4 °C. Sediment byl
rozsuspendovan ve 20 ml 10 % glycerolu v demineralizované H,O, centrifugovéan 10
min pfi 4000 rpm / 4 °C (Beckman Centrifuge GS-15R) a rozuspendovan v 10 ml 10 %
glycerolu. Po opétovné centrifugaci (10 min pfi 4000 rpm a 4 °C) byl rozsuspendovan
v 1 ml 10 % glycerolu. Suspenze s kompetentnimi burikami byla rozplnéna po 40 pl do

mikrozkumavek a skladovana pfi - 80 °C.

4. 3. 3. Transformace elektroporaci

Ke 40 pl kompetentnich bunék DH5a rozmraZenych pti 0 °C, byly pfidany 1 - 2 pl
ligované DNA v pufru s nizkou iontovou silou (eluéni pufr z ,NucleoSpin Extract
II“ kitu) nebo v demineralizované vodé, smés byla dobfe promichina (na ledu) a
pievedena do elektroporaini kyvety vychlazené na 0 °C. Na elektroporatoru byly
nastaveny hodnoty 25 pF, 2,5 kV a 200 Q a dovnitf umisténa kyveta se smési. Nasledné
byl aplikovan jeden puls po dobu 4,0 az 5,1 ms. K bakteriim byl okamzité¢ piidan 1 ml
SOC média (2 % pepton pro bakteriologii (Imuna); 0,5 % kvasnicny autolyzat (Imuna);
10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSOy, 20 mM glukéza; MgCl2 a
MgSO4 je nutno sterilizovat oddélené a pridat do média aZ pred pouZitim), ve kterém
byly bakterie kultivovany 1 hod pii 37 °C na tfepaéce. Bakterie byly vysety na misky

s pevnym médiem s kanamicinem a kultivovany pfes noc pfi 37 °C v termalnim boxu.

4. 4. Prace se sav¢imi buiikkami
4. 4. 1. Pasazovani sav€ich bunék

Buriky narostlé do konfluence na miskach o priméru 6 cm byly pasdZovany jednou za
tii dny v poméru 1:6. Od bungk bylo nejprve odsaito DMEM médium s 10 % sérem a
byly oplachnuty v 6 ml roztoku versenu v PBS (Sevac). K burikdm byl pfidan 1 ml
predehtatého 0,25 % trypsinu (Sigma) a bufiky byly inkubovéany 5 aZ 10 min pfi 37 °C,
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dokud nedoslo k jejich uvolnéni ode dna misky. K uvolnénym butikam bylo pifidano 6
ml DMEM média s 10 % sérem v némz byly dikladné rozsuspendovany. Ze suspenze
byl odebran 1 ml a nafedén 5 ml DMEM média s 10 % sérem. Celkem $est nafedénych
odbérti bylo pfeneseno do Sesti novych petriho misek. Buiiky byly kultivovany v CO,
inkubatoru pii 37 °C.

4. 4. 2. Synchronizace sav€ich bunék pied infekci
(CHEN a FLUCK 2001)

Buriky 3T6 byly pasaZovany do DMEM média s 10 % sérem na misky o priméru 9
nebo 6 cm. Po dosaZeni pozadované konfluence bylo médium odsato a nahrazeno
DMEM médiem s 0,5 % sérem, ve kterém byly buiiky inkubovany 24 hod pti 37 °C.

Buriky byly timto zptisobem synchronizovany do Gy faze buné¢ného cyklu.

4. 4. 3. Infekce savéich bunék virem
(TURLER a BEARD 1985)

Virus byl tfikrat 1 min sonikovan (Bransonic 5 — Cole) a natedén do DMEM média
bez séra. Synchronizovanym buiikam narostlym do 50 % (pro izolaci viru) nebo 70 %
konfluence (v pfipadé¢ studia dynamiky infekce PyV) na miskach o priméru 9 cm nebo
na mikroskopickém skli¢ku ve 24 jamkové desti¢ce, bylo odsato médium DMEM s 0,5
% sérem. Na kazdou misku byl pfidan 1 ml nafedéného viru v DMEM médiu bez séra a
na kazdé mikroskopické skli¢ko bylo pfidano 200 ul nafedéného viru v DMEM médiu
bez séra a za obCasného promichani, byly buriky inkubovany 1 hod v termostatu
v atmosféie CO,. Buriky byly infikovany s multiplicitou m.o.i. = 0,1 pro ucely izolace
viru z bunék WME nebo s multiplicitou m.o.i. = 1 za G¢elem zkoumani dynamiky
infekce PyV v buikach 3T6. Pocatek infekce byl méfen od momentu piidani viru
k buitkkam. Virové inokulum bylo tvofeno viriony mysiho polymaviru (izolované podle

TURLER a BEARD 1985, kap. 4.5.1.) v pufru B.

4. 5. Prace s virem
4. 5. 1. Izolace viru z infikovanych bunék
(TURTLER a BEARD 1985)
Infikované buitky WME (whole mouse embryo cells) narostlé na petriho miskach
(primér 9 cm) byly po dosaZeni cytopatického efektu 3x zmraZeny pii -20 °C a

rozmraZeny. Po poslednim rozmraZeni byly buriky z povrchu misky uvolnény pryZovym
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Skrabatkem a resuspendovany v médiu, ve kterém byly inkubovany (uschované médium
obsahujici uvolnény virus). Suspenze bunék byla centrifugovana 40 min pfi 4300 rpm
(Beckman Centrifuge GS-15R) a 4 °C. Supernatant byl odebran a uschovan pti 4 °C.
Sediment byl dikladn€ homogenizovan v 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4), na ledu pomoci
sklenéného pistového homogenizéru (Potter Elvehjem homogenizér). K homogenizo-
vané suspenzi byla pfiddna neuramidinaza (Serva) v koncentraci 0,01 U/ml suspenze,
déle byl pfidan inhibitor proteaz aprotinin (Sigma) v koncentraci 2 pg/ml suspenze a
smés byla inkubovana pfi laboratorni teplot¢ pfes noc na kyvacim zafizeni. Po
centrifugaci suspenze 40 min pii 4800 rpm (Beckman Centrifuge GS-15R) a 4 °C, byl
supernatant odebran a uschovan pfi 4 °C. Sediment byl resuspendovan v 10 mM Tris-
HCl (pH = 9,0), suspenze inkubovana 4 hod pfi laboratorni teploté¢ za obcasného
promichani a znovu centrifugovana (viz vyse). Supernatant byl opét odebran a uschovan
pii 4 °C.

Ziskané supernatanty byly spojeny a celkovy objem byl ve sterilni ultracentrifugaéni
zkumavce podvrstven asi 2,5 cm vysokym sloupcem 20 % sacharozy (w/w) (Serva)
v pufru B. Centrifugace probihala 3 hod pii 25000 rpm (Beckman SW28) a 4 °C.
Supernatant byl odstranén a sediment byl resuspendovan v miniméalnim objemu 10 mM
Tris-HCI (pH = 7,4) nebo v pufru B.

Jak bunéény lyzat tak virové Castice ziskané centrifugaci ptes sacharézovy polstat,
rozsuspendované v 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4) nebo v pufru B, byly ptecistény v CsCl
(Serva) gradientu (1,3 g CsCl/ml roztoku viru) ultracentrifugaci 20 hod pfi 35 000 rpm
(Beckham SW41) a 18 °C. Vznikly gradient byl rozd&len pomoci peristaltické pumpy
na frakce po 300 — 400 pl. U jednotlivych frakci byl zméten refraktometricky index
(mél by se pohybovat v rozmezi 1,363 — 1,366, vzndsSivd hustota virionii ~1,33 g/cm3) a
dale byly jednotlivé frakce charakterizovany metodou dot-blot (kap. 4.7.1.) pro zjisténi
ptitomnosti VP1 proteinu, hemaglutina¢nim testem (kap. 4.5.2.) a negativnim barvenim
v elektronovém mikroskopu (kap. 4.9.1.). Na zaklad¢ vysledkt charakterizace byly
frakce pospojovany.

Pro odstranéni CsCl byly frakce dialyzovany ve sterilni dialyzaéni membrané
(Sevapor 16 mm, regenerated celulose, primér poéora 2,5 nm (Serva), sterilizace
povafenim 10 min v destilované vodé). Dialyza probihala ve 100 — 200 nasobném
objemu pufru B pfes noc pii 4 °C za stalého michani. V ptipadé nizké koncentrace viru

byl vzorek zahustén centrifugaci ptes sachardzovy polstaf (viz vyse).
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4. S. 2. Hemaglutina¢ni test
(TURLER a BEARD 1985)

Hemaglutinaéni test se pouziva pro zji§téni piiblizné koncentrace virovych ¢astic
(HAU = hemaglutination units) v zasobnim roztoku viru. Tento test vyuZziva vlastnosti
proteinu VP1 (ve virionech i prazdnych kapsidach polyomaviru) a tou je interakce
s kyselinou sialovou, souasti bunéénych receptorti na povrchu erytrocytt. Dusledkem
této interakce je aglutinace erytrocytl jejiZz mira je ddna mnoZstvim pfitomnych
virovych ¢astic. Aglutinace se sleduje v jamkach mikrotitraéni desticky, do kterych se
pfida suspenze viru s erytrocyty moréat. Na dné€ a na st€nach jamek, které maji tvar ,,U*,
vytvoti aglutinyjici erytrocyty difuzni monovrstvu, zatim co neaglutinované erytrocyty
sedimentuji na dno jamek a vytvofi tam silnou, syté¢ cervenou skvrnu. Pocet
hemaglutina¢nich jednotek viru (HAU) odpovida nejvy$Simu fedéni viru, pfi kterém
jesté erytrocyty aglutinovaly. Pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, Ze 1| HAU

odpovida 1 x 10 &astic (infekénich i neinfek&nich).

4.5.2. 1. Provedeni hemaglutinacniho testu

Cerstva krev morat byla centrifugovana 20 min pfi 2600 rpm (Beckman GS-15R) a
sediment byl 3x promyt v roztoku 0,2 % BSA (Sigma) v PBS (Sevac). Hematokrytem
byla stanovena koncentrace erytrocyti. Sediment byl resuspendovan v 1 ml 0,2 % BSA
v PBS. Suspenze byla po 30 ul pfevedena do heparinizovanych kapilar. Po nahtati nad
plamenem byl jeden konec kapilar zataven a kapilary byly centrifugovany 5 min pfi
2500 rpm (MPW-300, se specialnim rotorem pro hematokryt). Po centrifugaci byl
z kapilar ode¢ten hematokryt, jako procentudlni vyjadieni vysky sloupce PBS k vySce
sloupce sedimentu erytrocytd. Suspenze erytrocyt byla nafedéna roztokem 0,2 % BSA
v PBS, tak aby vysledna koncentrace erytrocyti byla 0,4 %. Do jamek mikrotitraéni
desti¢ky tvaru ,,U* bylo naneseno 50 pl 0,2 % BSA v PBS. Byla pfipravena sestupna
fada fedéni suspenze viru tak, Ze do prvni jamky (v8echny jamky jiZ obsahovaly 50 pl
PBS s 0,2 % BSA) bylo pfidano 50 pl vhodné nafedéné virové suspenze (5 pl suspenze
a 45 pl pufru B), smés v jamce byla dikladné promichana a 50 pl této suspenze bylo
z této jamky pfeneseno do jamky nasledujici. Tento postup byl opakovan aZ do posledni
jamky, ve které jsme ziskali vysoké fedéni. Do kazd¢ jamky bylo na konec pfidano 50
ul 0,4 % suspenze erytrocytid morcat a mikrotitraéni desti¢ka byla uloZena na 6 hodin do

4 °C. Po této inkubaci byl vypocitan hemaglutina¢ni titr.



4. 5. 3. Imunofluorescen¢ni detekce proteini v buiikiach za ucelem zjiSténi titru
virového inokula

Imunofluorescencni detekce proteini v burikich nam umoZiyje zjistit koncentraci
infekénich viriond, resp. mnozstvi PFU / ml a vypo¢itat titr inokula. Buiiky narostlé na
sklickach byly 42 hod po infekci (kap. 4.4.3.) oplachnuty 1 ml roztoku PBS, fixovany
30 min v 3 % paraformaldehydu v PBS a nasledné permeabilizovany 5 min v 0,5 %
Tritonu X-100 v PBS. Po fixaci a permeabilizaci byly buriky promyty 3x 10 min
roztokem PBS. Pro vysyceni bylo do kazdé jamky ptidano 0,5 ml PBS s 0,25 % BSA a
0,25 % zelatinou (Sigma) a po 30 min byl roztok odsat. Ke kazdému sklicku bylo
pfidano 200 pl priméarni protilatky anti-LT (krysi monoklonalni protilatka proti
spolecné oblasti ¢asnych antigend) fedéné 1:1 v PBS s 0,25 % BSA a 0,25 % Zelatinou.
S primarni protilatkou byly buiiky inkubované 1 - 1,5 hod a po inkubaci byly buriky
promyty 3x 10 min v PBS. Poté byla na skli¢ka pfidana krali¢i sekundarni protilatka
namifena proti krysim IgG (RbaRat, Sigma), fedéna 1 : 400 v PBS s 0,25 % BSA a 0,25
% Zelatinou. Inkubace se sekundarni protilatkou probihala 50 min a po inkubaci byly
buriky promyty 3x 5 min v PBS.

Poté byla mikroskopicka sklicka vyjmuta z jamek a usuSena. UsuSené sklicka byla
polozena na cca 10 pl kapky glycerolu umisténych na oc¢ist€nych podloznich
mikroskopickych sklickdch. Takto pfipravené preparaty byly prohlizeny ve
fluorescenénim mikroskopu (Olympus BX-60) s nastavenym optickym filtrem WIG a
byly skladovany ve tmé& pii —20 °C. V mikroskopu byly spogitany pozitivni buriky a byl

urcen titr viru.

4. 6. Prace s DNA
4. 6. 1. Agarozova elektroforéza
(SAMBROOK et al. 1989)

Agarézovy gel byl pfipraven kratkym povafenim 25 ml 0,5x koncentrovaného TBE
pufru (45 mM kyselina boritd, ImM EDTA-NaOH, pH = 8; 20mM Tris-HCI, pH = §)
s1 % agarézou (Sigma). Vychladly gel na teplotu ptiblizng¢ 50 °C byl nalit do
umélohmotného blocku po stranach zalepeného lepici paskou a ke gelu bylo pifidéano
12,5 pl 1000x koncentrovaného ethidium bromidu (Serva) v H,O, ktery byl v jesté
neutuhlém gelu dobie rozmichan pomoci $picky. Hned poté byl do gelu umistén hieben
a bylo vyc¢kano na zatuhnuti gelu (asi 30 min pfi laboratorni teplot¢). Po ztuhnuti gelu

byla z blo¢ku odstranéna lepici paska a byl vyjmut hieben. Blocek s gelem byl vloZen
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do elektroforetické vani¢ky, do které byl nasledné ptidan 0,5x TBE pufr, tak aby
hladina pufru byla lehce nad povrchem gelu, a aby se pufr dostal i do jamek vzniklych
po vyjmuti hiebenu.

Ke vzorkim byla pfiddana bromfenolova modf (40 % sacharéza v 0,5x TBE pufru
5 0,12 % bromfenolovou modri) v poméru 2 pul modie na 4 pl vzorku a vzorky byly
dobfe promichany. Poté byly vzorky naneseny do jamek a byla spusténa vlastni
elektroforéza pti napéti 60 - 70 V (5V/em?®). Elektroforéza byla ukoncena pti
doputovani bromfenolové modii do mist vzdalenych asi 1 cm od opaéného okraje gelu.
Doba za kterou do$lo k rozdéleni DNA byla asi 60 min. Gel byl nasledné prohliZen

pomoci UV transluminatoru (BioLum) a fotografovan.

4. 6. 2. Maxipreparace plazmidové DNA alkalickou metodou
(BIRNBOIM a DOLY 1979)

Kultura bakterii E. coli byla aerobné kultivovana v 500 ml Zivného bujonu &. 2, ptes
noc pfi 37 °C. Po kultivaci byla kultura centrifugovana 10 min pii 4800 rpm (Centrifuga
GS-15R, rotor S4180) a sediment byl rozsuspendovan ve 20 ml roztoku I. (50 mM
glukoza, 25 mM Tris-HCI, pH = 8). Po piidani 40 ml roztoku II. (0,2 M NaOH s 1%
SDS (Sigma)) byla suspenze opatrné promichana otaenim zkumavky a inkubovana 5
min pfi laboratorni teploté. Poté bylo ke smési ptfidano 30 ml roztoku III. (60 ml 5 M
Kac; 11,5 ml ledové kyseliny octové, 28,5 ml H,O) a po opatrném promichani ota¢enim
zkumavky byla smés inkubovana 20 min na ledu. Po inkubaci néasledovala centrifugace
30 min pfi 4 °C a 4800 rpm. Supernatant byl pfefiltrovan pfes 4 vrstvy gazy a
k prefiltrovanému supernatantu bylo pfidano 0,7 objemu izopropanolu. Smés byla dobte
promichéana a inkubovéana 10 minut pfi 4 °C a centrifugovana 30 min pfi 4800 rpm, pfi 4
°C. Po oplachnuti 1 ml 80 % ethanolu byl sediment vysusen a rozsuspendovan ve 3 ml
TE pufru (10 mM Tris-HCI, pH = 8, 1 mM EDTA-NaOH, pH = 8).

Za UCelem oddéleni izolované DNA od proteini byla pouZita extrakce upravenym
fenolem (redistilovany krystalicky fenol upraveny saturaci Tris-HCI, pH = 8 na pH =
7,8 - 8) a upravenym chloroformem (chloroform s isoamylalkoholem v poméru 24 : 1).
K DNA, rozsuspendované v TE pufru, byl piiddn 1 objem upraveného fenolu, smés
byla dobie promichadna a centrifugovana 5 min na stolni centrifuze Beckman Microfuge
Lite Centrifuge pfi 13000 rpm. Byla odebrana horni vodna faze, ke které byl pfidan 1
objem smési upraveného fenolu a upraveneho chloroformu v poméru 1:1. Po

promichani byla smés centrifugovana 5 min pii 13000 rpm a tento krok byl stéale
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opakovan, dokud nevymizela mezifaze tvofena proteiny. Po vymizeni mezifize byl
k odebrané horni vodné fazi pfidan 1 objem upraveného chloroformu, smés byla dobfe
promichana a stoc¢ena pfi 13000 rpm.

K odebrané horni fazi bylo nésledné ptidano 2,5 objemu 96 % ethanolu, vychlazeného
na —20 °C, a 0,1 objemu 3 M NaAc (pH = 5,2) a tato smé&s byla sraZena pfes noc pti —20
°C nebo 30 min pii -78 °C. VysrdZena DNA byla sedimentovana 10 min pfi 15300 rpm
(Micricentrifuga Beckham Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5) pii 4 °C a
rozsuspendovana ve 100 ul TE pufru.

K odstranéni RNA ze vzorku byla pouzZita RNaza A (Serva) do koncentrace 1 mg/ml.
Vzorek s RNazou byl inkubovan 1 hod pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla smés
extrahovdana 1 objemem upraveného fenolu, nasledné 1 objemem upraveného
fenolu/upraveného chloroformu v poméru 1:1 a nakonec 1 objemem upraveného
chloroformu (viz vyse) a po ptidani 0,1 objemu 3 M NaAc (pH = 5,2) a 2,5 objemu 96
% ethanolu, vychlazeného na —20 °C, byla smés inkubovana 30 min pti —78 °C nebo
pies noc pii —20 °C. VysraZena DNA byla sedimentovana 10 min pii 15300 rpm a 4 °C.
Ziskany sediment byl resuspendovan ve 100 pl TE pufru.

4. 6. 3. Minipreparace plazmidové DNA alkalickou metodou

Tato metoda je zkracenou verzi metody z piedchozi kapitoly. Jednotlivé kolonie
narostlé pfes noc na pevném médiu byly zaockovany do 700 pl Zivného bujénu ¢&. 2
s antibiotiky. Bufiky byly kultivovany aerobng, pfes noc pii 37 °C.
Po kultivaci byly buiiky sedimentovany 1 min pfi 15300 rpm (Beckman Mikrofuge R
Centrifuge, F241,5) a sediment byl rozsuspendovan v roztoku I. Nésledné bylo pfidano
250 pl Cerstvé pripraveného roztoku II., buiikky byly Setrn€ promichany, poté 200 pl
roztoku III. a buiiky byly opét promichany pfevracenim mikrozkumavky. Smés byla
centrifugovana 5 min pii 15300 rpm a supernatant byl odebran. K supernatantu bylo
ptidano 0,5 ml izopropanolu, smés byla dobfe promichéna a inkubovana 10 min pii 4
°C. Precipitovand DNA byla sedimentovana 10 min pfi 15300 rpm, sediment promyt 1
ml 80 % ethanolu, vychlazeného na -20 °C, a vysuSen pfi laboratorni teploté. Sediment

byl pak rozsuspendovan v 15 pl TE pufru s 10 % RNézou (Serva).
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4. 6. 4. Purifikace plasmidové DNA

Touto metodou bylo ziskano 50 pl smési obsahujici plazmidovou DNA o vysoké
Cistot€¢ a koncentraci. Bakterie E.coli byly zaofkovany do 5 ml LB media (Luria-
Bertani medium — 10 g peptonu pro bakteriologii, 5 g kvasnicného autolyzdatu a 10 g
NaCl na 1 | H;O) s antibiotiky a inkubovany aerobné pies noc pii 37 °C. Bakterie byly
sedimentovany 10 min na stolni centrifuze Beckman Microfuge Lite Centrifuge a pro
dalsi postup byl pouzZit ,,QIAprep Spin Miniprep Kit“ (Qiagen) podle piiloZeného
manualu.

Sediment bakterii byl rozsuspendovan ve 250 pl pufru P1 (resuspendacni pufr)
obohaceny RNazou A (70 U/mg; 100 mg/ml) a nésledné bylo ptidano 250 pl pufru P2
(lyza¢ni pufr) a smés byla jemné¢ promichdna C&tyfmi az Sesti prevracenimi
mikrozkumavky. Pak bylo pfidano 350 pl pufru N3 (neutraliza¢ni pufr) a smés byla
opét promichana <&tyfmi aZ Sesti prevrdcenimi mikrozkumavky. Smés byla
centrifugovana 10 min pfi 13000 rpm (Beckman Microfuge Lite) a supernatant byl
navrstven na kolonku, pies kterou byl pfeveden centrifugaci 30 — 60 sec pii 13000 rpm.
Kolonka byla nasledné promyta 0,5 ml pufru PB (vazebny pufr), ktery byl pfes kolonku
centrifugovan 30 — 60 sec a poté byla kolonka promyta 0,75 ml pufru PE (pufr na
promyti) opStovnou centrifugaci 30 — 60 sec. Vzhledem k tomu, Ze zbytkovy ethanol
zpufru PE by mohl inhibovat vbudoucnu provadéné enzymatické reakce byl
promyvaci pufr odstranén centrifugaci samotné kolonky (1 min). Pro ziskani
plazmidové DNA bylo do kolonky napipetovano 50 pl pufru EB (eluéni pufr), kolonka
byla ponechana stat 1 min pfi laboratorni teploté, vloZzena do nové mikrozkumavky a

centrifugovana 1 min.

4. 6. 5. Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukledz
(SAMBROOK et al. 1989)
DNA byla §t€pena v restrikéni smési:
0,5 — 2 pg plasmidové DNA
1x koncentrovany restrikéni pufr (orange)
15 U restrik¢niho enzymu (po 2 hod bylo do smési pfidano dalsich 15 U)
demineralizovana H,O (doplnéna do kone¢ného objemu)

Smés byla inkubovana pfes noc v termostatu pii 37 °C.
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4. 6. 6. Amplifikace DNA pomoci PCR
Byla pfipravena reak¢ni smés:
5 pl 10x koncentrovaného pufru pro Pfu polymerazu
1,5 pl primeru 1 (10 pM)
1,5 pl primeru 2 (10 pM)
1 ul dNTP (10 uM)
1 ul DNA
0,5 ul Pfu DNA polymerazy

39,5 pl demineralizované H,O

Mikrozkumavka s reakéni smési byla vloZena do pfistroje Mini Cycler PTC-150, kde
podle programu probihala vlastni PCR reakce. Program byl nastaven nasledovné:

1. krok (denaturace DNA) — 3 min pfi 94 °C

2. krok (denaturace DNA) — 40 sec pii 94 °C

3. krok (vazba primerti) — 50 sec pii 55 °C

4. krok (polymerace) — 1 min pii 72 °C

5. krok (polymerace) — 7 min pii 72 °C
Program byl nastaven na 30 cykli (30 opakovani pfednastavenych péti krokt)

4. 6. 7. Izolace fragmentu DNA z agarézového gelu kitem

Izolovana plazmidova DNA a fragmenty DNA ziskané pomoci PCR reakce byly po
St€peni restrikénimi enzymy (kap. 4.6.5.) rozdé€leny pomoci agar6zové elektroforézy
(kap. 4.6.1.) a nasledné byly pod UV transluminatorem (BioLum) z gelu vyjmuty
pomoci skalpelu. Vykrojené kousky obsahujici DNA byly vloZeny do mikrozkumavek a
pro dalsi postup byl pouzit ,NucleoSpin Extract II“ kit (Macherey-Nagel) podle
piiloZzeného manualu.

Na kazdych 100 mg agar6zového gelu bylo do mikrozkumavky ptidano 200 pl pufru
NT . Vzorek byl inkubova 5 — 10 min ve vodni lazni pfi 50 °C a kazdé 2 az 3 min
prubézné vortexovan. Po Gplném rozpusténi gelu byl obsah mikrozkumavky pfeveden
do kolonky, pfes kterou byla smés centrifugovana 1 min pfi 13000 rpm (Beckman
Microfuge Lite) a tim byla DNA navadzana na silikonovou membranku. Silikonava
mebranka byla promyta 600 pl pufru NT3 (k pufru NT3 byl pred pouZitim priddn 96 %
ethanol v poméru 320 ml ethanolu na 80 ml pufru) centrifugaci 13000 rpm skrze
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kolonku a nasledné byl centrufugaci prazdné kolonky dlouhou 2 min odstranén
zbytkovy ethanol zpufru NT3, ktery by mohl inhibovat nasledné provadéné
enzymatické reakce. Kolonka poté byla vloZena do nové mikrozkumavky a bylo do ni
ptidano 30 pl pufru NE (eluéni pufr). S pufrem NE byla kolonka inkubovana 1 min,
poté byla pfendana do Cisté mikrozkumavky a centrifugovana 1 min. Protoze fragment
Stépené plazmidovdA DNA mél velikost nad 5 kb, byl pufr NE pfedehfan na 70 °C
(uvedeno v navodu) a po jeho pfidani byla kolonka inkubovana 1 min pfi laboratorni

teploté a potom 1 min centrifugovana.

4. 6. 8. Precisténi plazmidové DNA a PCR fragmentu kitem

Smés izolované restrikéné §tépené plazmidové DNA nebo PCR fragmentu v TE pufru
(10 mM Tris-HCI, pH = 8; 1 mM EDTA-NaOH, pH = 8), nebo ptipadné ligaéni smés,
byla v ptipadé€ potteby doplnéna do objemu 50 pl TE pufrem (minimalni objem vzorku
pro pouziti kolonky je 50 ul) a smichana se 2 objemy pufru NT (viz kap 4.6.7.) a
zavedena do kolonky (NucleoSpin Extract II) centrifugaci 1 min pti 13000 rpm na stolni
centrifuze (Beckman Microfuge Lite). Déle je postup stejny jako u metody v kap 4. 6. 7.

4. 6. 9. Defosforylace

K50 pl smési Sté€pené plazmidové DNA bylo pifidano 10 pl pufru (CIP) pro
alkalickou fosfatazu, 38 pl demineralizované vody a 2 pl alkalické fosfatazy (CIP).
Smés byla inkubovana hodinu pii 37 °C. Reakce byla zastavena pfidanim 10 pl smési -
10 % SDS, 1 ul 0,5 M EDTA (pH = 8), 1 ul proteinazy K (10mg/ml) a tato smés byla
inkubovana 30 min pfi 55 °C. DNA byla nasledné purifikovana extrakci fenolem a

chloroformem a sraZena ethanolem. Po pfesraZeni byla rozpusténa v TE pufru (kap.

46.2).

4. 6. 10. Ligace
(SAMBROOK et al. 1989)

Do liga¢ni smési bylo pfidano 200 ng linearizovaného defosforylovaného plazmidu a
200 ng PCR fragmentu. Plazmidova DNA i fragment byly §t€peny restrikénimi enzymy
BglIl a Nde I. Dale jsme do smé&si pfidali takové mnoZstvi 10x koncentrovaného pufru
pro T4 DNA ligazu, aby ve vysledku byl pufr 1x koncentrovany. Do smési byla pfidana

T4 DNA ligaza a smés byla doplnéna do poZadovaného objemu demineralizovanou
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H,0. Smés byla inkubovana pies noc pii 16 °C. Ligovana DNA byla piecisténa (kap.
4.6.8.) a pouZzita pro elektroporaci (kap. 4.4.3.).

4.7. Prace s proteiny
4.7. 1. Imunodetekce proteini imobilizovanych na membriné metodou Dot-blot
(SAMBROOK et al. 1989)

Vzorky obsahujici protein VP1 byly nakapany (5 ul kapky) na nitrocelulézovou
membranu NC 45 (Serva) a zaschnutim bylo dosaZeno jejich imobilizace. Membrana
s proteiny byla vysycena inkubaci 30 min v5 % odtu¢néném mléce v PBS a pak
inkubovana 1 hod s primarni protildtkou namifenou proti proteinu VP1, fedénou v 5 %
odtué¢néném mléce v poméru 1 : 10. Po inkubaci v primérni protilatce byla membrana
promyta 3x 10 min v PBS a poté nasledovala inkubace 30 min v sekundarni protilatce
SwAM/Px konjugované s peroxidazou, fedéné 1 : 2000 v 5 % odtucnéném mléce. Po
inkubaci byla membrana opét promyta 3x 10 min v PBS. Detekce byla provedena
v temné komote. Membrana byla ponofena do roztoku Luminolu a poté byla vloZena do
pruhledné foélie. V prihledné folii byla pfilozena k RTG filmu (Foma) ve vyvolavaci
kazeté. Doba expozice byla 5 min a film byl vyvoldn ve vyvojce (Foma) a v ustalovaci
(Foma).

4.7. 2. Interakce synteticky pripraveného peptidu C35 s buiikami 3T6

Buiiky 3T6 narostlé na petriho miskach o priméru 6 cm, synchronizované 20 hod
inkubaci v bezsérovém médiu byly oplachnuty PBS (4 °C). Na kazdou misku bylo
pfiddno 10 pg/ml peptidu C35 v DMEM médiu bez séra a buiiky byly s peptidem
inkubovany 40 min na led€. Po této inkubaci bylo k buitkdm pfidano kompletni DMEM
médium vytemperované na 37 °C. Od této chvile byl méfen ¢as interakce a misky byly
dany na kyvacku. Po uplynuti stanovené doby byly buiiky oplachnuty PBS (37 °C) a
fixovany 3 % glutaraldehydem v 0,1 M kakodylatovém pufru 30 min na led¢ za
obcasného pokyvani. Dale byly buiiky zpracovany a zality do pryskyfice AGAR100
podle kap. 4.9.2.1.
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4. 8. Priprava reak¢nich smési pro sledovani in vitro interakei polyomavirové DNA,
pentamerami tvofenymi proteinem VP1 a proteinem YY1.

Smés s prazdnymi virovymi kapsidami byla 10x nafedéna reakénim pufrem (2,5 %
glycerol, 2,2 mM MgCl, 50 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mMTris-HCI, pH=7,5), do
kterého byl tésn€¢ pted pouzZitim pfidan DTT (10mM) a EGTA (10mM). V reakénim
pufru s DTT a EGTA (v silné redukénich podminkach) byla smés inkubovana 10 min
pfi pokojové teploté€. Disociaci prazdnych kapsid byly ziskdny pentamery tvofené

proteinem VP1. Po inkubaci byla pfipravena reakéni smés:

e 6 pl 5x koncentrovaného reakéniho pufru
e 6,8 ul 10 % glycinu (Sigma)

e prisluSny molarni pfebytek proteinu YY1
e prisluSny molarni pfebytek pentamer VP1

e doplnéno deionizovanou, destilovanou vodou do objemu 29,5 ul

V pripadé vynechani proteinu YY1 nebo pentamer VP1 byl chybégjici objem doplnén
deionizovanou, destilovanou vodou. Reak¢ni smés byla za stalého michani inkubovéana
20 min pfi pokojové teploté a poté bylo k smési pfidano 0,5 pl roztoku nastépené DNA
(400 ng). Smés byla opét inkubovana 20 min pii pokojové teplot¢ a vzniklé
nukleoproteinové  komplexy vizualizovany elektronmikroskopickou metodou
rozprostirani (kap. 4.9.6.). Ptiprava prazdnych kapsid a proteinu YY1 v diplomové praci
HORNIKOVA 2005.

4. 9. Techniky elektronové mikroskopie
4. 9. 1. Negativni barveni
(KALINA a POKORNY 1981)

Sitky Cu 200 MESH potazené nitrocelulozovou membranou (Parlodion) a s
nanesenou vrstvou uhliku byly hydrofilizovany aktivaci vysokonapétovym vybojem v
pokovovaci aparatufe (EPA100 Leybold-Heraeus) s turbomolekularni vyvévou (PT4
50/38) za vysokého vakua (10 Pa), nebot’ uhlikovy film naneseny na sitky je silng
hydrofébni.

Aktivovana (hydrofilizovana) sitka byla poloZena na 5 pl kapku vzorku a vzorek

adsorbovan 5 az 10 min. Poté byla sitka promyta 2x 1 min na 100 pl kapkach
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redestilované H,O a obarvena 2x 1 min na 50 pl kapkach 2 % PTA (kyselina
fosfowolframova) (Fluka) pH = 7,0. Piebytek barviva byl z povrchu sit’ky opatrné odsat
okrajem filtraéniho papiru. Po ususeni na vzduchu byl preparat vlozen do elektronového

mikroskopu JEM 1200 EX, pracujicim pfi urychlovacim napéti 60 kV.

4. 9. 2. Zaliti bunék do média LR-White a AGAR100
4.9. 2. 1. Zaliti do média AGAR100

Bunky narostlé na petriho miskdch o priméru 9 cm byly fixovany 3 %
glutaraldehydem v 0,1 M kakodylatovém pufru na ledu po dobu 60 min na ledu. Poté
byly pomoci silikonového Skrabatka pfevedeny do mikrozkumavky a promyty 2x 5 min
v 0,1 M kakodylatovém pufru. Nasledné byla provedena postfixace v1 % OsO, ve
veronalovém pufru (2 % OsQO, vredestilované vodé zredény 2x koncentrovanym
veronalovym pufrem v poméru 1:1) po dobu 60 min, pfi 4 °C a postfixované buiiky byly
promyty 2x 5 min ve veronalovém pufru (low melting pint) fedéném destilovanou
vodou vpoméru 1 : 1. Po promyti byla suspenze ptevedena do 3 % agarozy
vytemperované na 45 °C a dobfe promichana smés byla ponechdna 15 min na ledu, aby
agar6za ztuhla. Po ztuhnuti byla agar6za pomoci Ziletky rozkrajena na kousky o hrané
asi 2 mm, které byly dehydratovany postupnou fadou alkoholti — 30, 50, 70, 90, 95, 2x
100 % EtOH, & 15 min pfi pokojové teploté. Pfed zalitim byly vzorky inkubovény 2x 10
min v propylenoxidu (PO) a nasledné byly inkubovédny 15 min vroztoku PO :
AGARI100 v poméru 2 : 1, 30 min v PO : AGAR100 v poméru 1 : 1, PO : AGAR100 v
poméru 1 : 2 a nakonec byly inkubovany v &istém AGAR100 ptfes noc pti 4 °C. Poté
byly vzorky v agaréze byly pfeneseny do Zelatinovych kapsli naplnénych pryskyfici
AGARI100, kapsle byly lehce centrifugovany, aby se vzorky dostaly na dno. Pryskyfice
polymerovala 48 hod pfi 50 °C.

4.9. 2, 2, Zaliti do média LR-White

Buriky narostlé na miskach byly fixovany 1 h pfti 4 °C v 3 % paraformaldehydu s 0,05
% glutaraldehydem (Fluka) v 0,1 M SB pufru. Buiky byly nasledné seSkrabany,
promyty 2x 10 min v 0,1 M SB pufru pfi 4 °C a ptevedeny do agardzy vytemperované
na 35 °C. Dehydratace probihala postupnou fadou alkoholt nasledovné: 30 % EtOH -
10 min, 50 % EtOH — 10 min, 70 % EtOH — 15 min, 90 % EtOH — 15 min, 96 % EtOH

— 15 min.
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Pied zalitim byly vzorky inkubovany ve smési LR-White (Polysciences Inc.) a 96 %
EtOH v poméru 1 : 2 (20 min pfi 4 °C) a nasledn& ve smé&si LR-White a EtOH v poméru
2 : 1 (20 min / 4°C). Poté byly vzorky inkubovany 1 — 2 h pti 4 °C v &istém LR-White a
pfes noc byly vzorky inkubovany v pryskyfici LR-White s komerénim katalyzatorem
(Polysciences Int.) (0,99 g na 50 ml pryskyfice) za pfidani katalyzatoru BEE
(benzoinethylether, Polysciences Int.) (75 mg na 15 g LR-White) pti 4 °C. Nasledujici
den byl LR-White vyménén za Cerstvy a vzorky byly inkubovany dal§i 4 h. Vzorky
v agar6ze byly poté pfeneseny do Zelatinovych kapsli naplnénych Cerstvou pryskyfici
LR-White a po centrifugaci vzorkd na dno pryskyfice polymerovala 48 hod pfi -10 °C
pisobenim UV (kapsle byly od 15W vybojky vzdalené 15 cm).

4. 9. 3. Priprava ultratenkych Fezu

Rezy byly krajeny pomoci sklenénych nozii zhotovenych ze sklenénych hranolt na
pfistroji LKB Knife Maker 7800A. Na nozich byla pomoci stfibrné lepenky (Christine
Gropl, Tulln, Austria) vytvorena lodi¢ka pro odbér fezl. Z blockd zapolymerovaného
média se vzorky byl nejdiive odstranén obal Zelatinové kapsle. Rezy byly krajeny na
ultramikrotomu (Ultracut E, Reichel-Jung) s automatickym posunem pod tthlem noZe 5°.
Paska fezi o tlouStce 60 — 65 nm, byla sbirana na hladinu demineralizované vody
v lodi¢ce a poté byla pfenesena na sitky Cu 200 MASH (pro preparaty zalité¢ do
AGARI100) resp. Ni 200 MASH (pro preparaty zalit¢ do LR-White), pokryté

parlondionovou membrénou.

4. 9. 4. Kontrastovani ultratenkych Fezu

Rezy z pryskyfice AGAR100 na sitkach Cu 200 MASH byly kontrastovany 10 min
na 50 pl kapkach roztoku uranyl acetitu (nasyceny vodny roztok) (Fluka) v petriho
misce, po promyti v redestilované H,O byly fezy kontrastovany 7 min na kapkach
citratu olovnatého (Reynoldstv roztok, citlivy na pfitomnost CO,) (Reyrnoldsuv roztok -
1,33 g dusicnanu olovnatého, 1,76 g dihydrdtu citronanu sodného v 30 ml H,O
s pFidanymi 8 ml NaOH a vie doplnéno do 50 ml destilovanou H,0) v petriho misce za
ptitomnosti NaOH a opét byly promyty v redestilované H,O.

Rezy z pryskytice LR-White na sitkach Ni 200 MASH byly kontrastovany 5 min na
50 ul kapkach uranyl acetatu, promyty v redestilované H,O, dokontrastovany 3 min na

kapkach citratu olovnatého a opét promyty v redestilované H,O.
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Podle potfeby (napf. pro lepsi zobrazeni koloidniho zlata pro IEM) byly doby
kontrastovani v n€kterych ptipadech ménény. Preparaty byly pozorovany v mikroskopu

Jeol 1200 EX pfi urychlovacim napéti 60 kV.

4. 9. 5. Vizualizace nukleovych kyselin technikou BAC
(STOKROVA et al. 1989)

Pouhlikovana sitka Cu 200 MESH s parlodionovou membranou byla aktivovana 10
min na 15 pl kapce EtBr (ethidium bromid) (100 pg/ml). Byl namichan roztok A: 50 pl
NaAc + 1 pl 0,2 % BAC (benzyldimethylalkylammonium chlorid) a 20 pl tohoto
roztoku bylo smichdno se zkoumanou reakéni smési. Prostfednictvim podlozniho
sklic¢ka, siln€ hydrofilizovaného v lu¢avce kralovské (75 % HCI + 25 % HNQO3) bylo 10
pl této smési naneseno na hladinu deionizované, destilované vody predstavujici
hypofézi. Vznikly film, indikovany ¢asticemi talku, byl zachycen na aktivovanou sitku.
Sitky byly kontrastovany uranyl acetatem v 90 % ethanolu (10 td 2 % UrAc (Fluka) +
10 ml 90 % EtOH) po dobu 30 sec a nasledné 10 sec suSeny v 90 % EtOH. Preparaty
pak byly v pokovovaci aparatuie pokoveny slitinou platiny a palladia (Pt/Pd dratek silny
0,1 mm a dlouhy 4 cm, namotany na wolframovou vlasenku) ze vzdalenosti 7 — 12 cm

pod uhlem 6 — 8 °.

4. 9. 6. Imunoznaceni na ultratenkych rezech

Rezy na sitkach Ni 200 MASH s parlodionovou mebranou byly nejprve hydratovany
10 min na 100 pl kapkach redestilované H,O a poté byly inkubovany na 50 ul kapkach
10 % NGS (normalni kozi sérum) (Christine Gropl, Tulln, Austria) v PBS pH =74 s 1
% BSA (Sigma) po dobu 30 min pti pokojové teploté (blokace aldehydickych skupin
pro zvySeni specifity imunoznaceni). Sitky byly poté pieneseny na 15 ul kapky
primarni protilatky fedéné v 0,5 % BSA + 0,1 % fish gelatine v PBS, pH = 7,4, kde
byly inkubovéany 2 hod pfi pokojové teploté nebo 24 hod pti 4 °C. Inkubace probihala
ve vlhké komtrce, aby nedochazelo k odpafovani kapek s protilatkou. Po inkubaci byly
sitky s fezy promyty 3x 7 min v 0,1 % BSA v PBS pH = 7,4 a poté byly pfeneseny na
15 pl kapky sekundérni protilatky fedéné v 0,5 % BSA + 0,1 % fish gelatine v PBS pH
= 8,2, kde byly inkubovéany 2 hod pii pokojové teploté nebo 24 hod pii 4 °C (opét ve
vlhké komiirce). Po promyti 2x 7 min v 0,01 % BSA v PBS pH = 7,4 a nasledné 2x
Smin v PBS pH = 7,4 byly fezy na sitkach fixovany 10 min na 50 pl kapkach 1 %
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glutaraldehydu v PBS pH = 7,4. Fixované preparaty byly promyty 2x 5 min v PBS pH =
7,4 a 2x 7 min na kapkach redestilované H,O, usuSeny na vzduchu a kontrastovany 10

min na 50 ul kapkach nasyceného roztoku uranyl acetatu v destilované vodé.

4. 9. 7. Metoda odkryvani antigenu
Odkryti citratovym pufrem, pH = 6: sitka Ni 200 MESH pokryta nitrocelul6zovou

membranou (Parlodion), s fezy bun¢k fixovanych ve 48 hod po infekci a
zapolymerovanych do pryskytice LR-White, byla ponotena do citratového pufru (0,1 M
citrdt sodny (Sigma), pH = 6), ve kterém byla inkubovana 30 min pfi 60 °C. Po inkubaci
byla sitka oplachnuta v PBS.

Odkryti pomoci 8 % metaperiodatu sodného: sitka Ni 200 MESH pokryta

nitrocelul6zovou membranou (Parlodion), s fezy bun¢k fixovanych ve 48 hod po infekci
a zalitych do pryskyfice AGARI100, byla inkubovana 1 hod na 100 pl kapkéach 8 %
metaperiodatu sodného (NalOj) pii pokojové teploté. Po inkubaci byla sitka oplachnuta
v PBS.

Poté nasledovalo imunoznadeni na ultratenkych fezech (kap. 4.9.6.) s inkubaci 2 hod

v primarni i sekundarni protilatce.
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5. VYSLEDKY
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5. 1. I1zolace mySiho polyomaviru

Mysi polyomavirus, ktery byl pouZit v naSich experimentech, jsme pomnozili a
izolovali z bunék WME (whole mouse embryo cells), infikovanych s multiplicitou m.o.i.
= 0,1. Celkem jsme infikovali 30 petriho misek (primér 9 cm). Deset dnd po infekci,
kdy byl v kultufe pozorovan vyrazny cytopaticky efekt byly buriky i medium sklizeny
pro izolaci viru (viz metody, kap. 4.5.1.). Virus jsme purifikovali centrifugaci
ptes sachar6zovy polStar a nasledné gradientovou centrifugaci v CsCl. Gradient CsCl

byl rozebréan na frakce, u kterych jsme zméfili refraktometricky index (Tab. 5.1).

Tab. 5.1 Hodnoty refraktometrického indexu frakei z CsCl gradientu. Podle namé&fenych hodnot byly
CsCl frakce predb&zng rozd&leny na | . : © i| [frakei F2|alfrakei F3|

Frakce | Refraktometricky index Frakce | Refraktometricky index
Gradient 1 Gradient 2
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Frakce z gradientu CsCl jsme téZ testovali na ptfitomnost strukturniho proteinu VP1
metodou dot-blot (kap 4.7.1.). Na zakladé hodnot refraktometrického indexu a na
zaklad¢ rozlozeni proteinu VP1 v jednotlivych frakcich jsme spojili frakce do tfi vzorku
F1,F2 aF3:

Frakce F1:1/1-7/1spolus1/2-8/2
Frakce F2: 8/1-19/1spolus9/2-19/2
Frakce F3: 20/1-24/1spolus20/2-26/2

Dialyzou proti pufru B jsme odstranili CsCl a jednotlivé frakce jsme zahustili
centrifugaci pfes sacharézovy polstat. U frakci jsme stanovili infekéni titr (kap. 4.5.3.) a
hemaglutina¢ni jednotky (kap. 4.5.2.), jejichZ hodnoty jsou uvedené v Tab. 5.2. Kvalitu

virové suspenze jsme ovefili EM metodou negativniho barveni (Obr. 5.1).

Tab. 5.2 Infek¢ni titr a hemaglutinacni jednotky frakci F1, F2 a F3. U frakce F1 infek¢ni titr neméfen.

infeke&ni titr hemaglutinaéni titr
frakce [pfu/ml] [HAU]
F1 - 3200
F2 8,5x 10’ 50120
F3 23x10° 100240

Obr. 5.1 a) Viriony PyV (kmen A2) z frakce F2 zobrazené metodou negativniho barveni. B) detail viriont
Usecka: 100 nm.
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5. 2. Dynamika PyV infekce — Ultrastrukturni analyza

Prvnim z ukoll diplomové préace bylo sledovéani substrukturnich zmén bunék v casové
zavislosti na dob€ infekce. Dynamiku infekce jsme sledovali na synchronizovanych
(kap. 4.4.2.) buiikéch 3T6, infikovanych mysim polyomavirem (kap. 4.4.3.). Infikované
buriky v Case 12, 24, 36 a 48 hod po infekci a neinfikované kontrolni buiky jsme
fixovali 3 % glutaraldehydem a postfixovali 1 % OsOj. Pro ultrastrukturni analyzu jsme
buriky zalili do epoxidové pryskytice AGAR 100 (kap. 4.9.2.1.).

Struktura neinfikovanych buné€k a jejich organel byla dobie zachovana. Buriky mély
protahly tvar s jadry obvyklé velikosti a difuznim chromatinem. V cytoplazmé byly
pfitomny nezménéné organely, zejména u mitochondrii byly pozorovany zachovalé
kristy. (Obr. 5.2). Dobfe zachovalou strukturu dokazuje i nalezeni cisteren Golgiho
komplexu (Obr. 5.3). Buiky fixované v ¢ase 12 hod po infekci se od neinfikovanych
bun€k pfili§ neliSily, také mély protahly tvar a jadra s difiznim chromatinem. Na
plazmatické membrané né€kterych bunék dochazelo k tvorbé vackl a u fady bunck se
vyskytovalo velké mnoZstvi prazdnych velikostné heterogennich transportnich vesikla
v cytoplazmé (Obr. 5.4). Jadra n€kolika bun€k obsahovala zvétSend jadérka s
nukleolonematy a kolem jader bylo pozorovano rozsifené endoplazmatické retikulum
(Obr. 5.5).

S postupujici infekei, v ¢ase 24 hod po infekci se jadérka stale zvétSovala a zacinala
pfechazet do vice kompaktnich typa (Obr. 5.6). V cytoplazmé jsme poprvé pozorovali
vyskyt obfich (giant) mitochondrii s narusenymi kristami (Obr. 5.7) a pod jadernou
membranou se jiZz za¢inal shlukovat chromatin (Obr. 5.8). V ¢ase 36 hod po infekci se
téméf ve vSech burkach nachazely v rizném mnoZstvi nové viriony a jadra nekterych
bunék byla jiz pln¢ obsazena virovym potomstvem (Obr. 5.9). Viriony se v jadrech
odpovidala kompaktnimu typu, ktery je typicky pro naddorové transformované buriky
(Obr. 5.11). Endoplazmatické retikulum nékterych bunék, zejména téch jez obsahovaly
mnoho virionli, bylo vtomto Case po infekci velmi masivni (Obr 5.9). Jaderna
membrana se u nékterych buné€k zafinala vchlipovat a pod jadernou membranou byl
pozorovan chromatin v homogenné denznich shlucich typickych pro apoptotické buriky
(Obr. 5.12). Bunky s apoptotickou morfologii vétSinou virus neobsahovaly. Integrita
cytoplazmy a asteén€ i integrita jaderné membrany byla u né€kterych pozorovanych

bungk jiZ velmi narusena a v cytoplazmé se Casto vyskytovalo jiz siln€ zvétSené
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(swollen) endoplazmatické retikulum a mnoho membranovych tvarti i zbytkd organel,
na které se zachycovaly viriony jiZ uvolnéné z jadra (Obr. 5.13).

Ve 48 hod po infekci, poslednim sledovaném ¢ase, byla vétsina jader plna viriont a
viriony byly jiZz v pomémé vysoké mife transportovany z jadra do cytoplazmy, kde
vykazovaly afinitu k membranovym strukturam (Obr. 5.13, 5.14). Viriony se velice
¢asto vazaly k naruSenym dvojitym membranam mitochondrii (Obr. 5.14). Cytoplazma
vétSiny bun€k byla jiz znaéné nekroticka, vakuoalizovanda s mnoZstvim
dezintegrovanych organel a zna¢né zvétSenym endoplazmatickym retikulem (Obr. 5.15).
Jadra vykazovala u né€kterych buné&k apoptotickou avSak u jinych nekrotickou

morfologii (Obr. 5.16). Jaderné membrany byly do ur¢ité miry naruSené, ale piekvapivé

stale vykazovaly vysoky stupeil integrity (Obr. 5.13, 5.15, 5.16).

Obr. 5.2 (nahofe) Rez neinfikovanou kontrolni
buiikou fixovanou 3% GA. V butikdch jsou
ptitomny organely s dobfe zachovalou strukturou.
Usetka: 1pm.

Obr. 5.3 (vlevo) Rez neinfikovanou kontrolni
burikou fixovanou 3% GA. V burikach jsou patrny
cisterny Golgiho komplexu (8ipky). Usecka: 0,5um.

67



LN R

F, ) . , } v . %‘ ."_"
e BN
L ﬁ i

kR
5

U Y

i dw’ 3

g
"t

g

v

Obr. 5.4 Rez buitkou fixovanou 3% GA v &ase 12 hod po infekci. V cytoplazmé je ptitomno velké
mnozstvi heterogennich transportnich vacka (viz Eervena ohraniéeni). Usegka: 1jum.

Obr. 5.5 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 12 hod po infekci. V jadfe jsou patrna zvétSena jadérka s
nukleolonematy a v cytoplazmé se vyskytuje zvétSené endoplazmatické retikulum (Sipky). Usecka: 1um.

68



Obr. 5.6 Rez buitkou fixovanou 3% GA v &ase 24 hod po infekci. Ve zvétSeném jadie, které v fezu
vypliiyje vétSinu bunééného obsahu jsou patrna zvétSena jadérka. Usecka: 1um.
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Obr. 5.7 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 24 hod po infekci. V jadre je patrny nahlougeny chromatin
pod jadernou membranou a v cytoplazmé se nachazeji obfi mitochondrie s naruSenymi kristami (Sipky).
Usecka: 1um.
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Obr. 5.8 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 24 hod po infekci. V jadie se chromatin za¢ina shlukovat
pod jadernou membranu. Dale je vidét naru$ena struktura mitochondrii v cytoplazmé. Usecka: 1um.

Obr 5.9 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 36 hod po infekci. Jadro je plné virového potomstva a
v cytoplazmé kolem jadra se nachazi velmi zvétSené endoplazmatické retikulum. Usecka: 1um.
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Obr. 5.10 Rez burikou fixovanou 3% GA v Ease 36 hod po infekci. Velka &ast viriond se nachazi v
blizkosti jadérek. Usetka: 0,5um.
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Obr. 5.11 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 36 hod po infekci. Jadérka n&kterych bunék byla
kompaktni, coZ je typické pro nadoroveé transformované buiiky. Usecka: 1pum.
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Obr. 5.12 Rez butikou fixovanou 3% GA v &ase 36 hod po infekci. V jadfe je patmy nahlougeny
chromatin vytvarejici homogenné denzni struktury pod jadernou membranou, ktera se zagina vchlipovat.

Usetka: 1pum.
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Obr 5.13 Rez buitkou fixovanou 3% GA v &ase 48 hod po infekci. V cytoplazmé, ktera se jiz nachazi
v pokro¢ilém stadiu nekrozy se uvolnéné viriony vaZou k membranovym strukturam a zbytkiim organel
(8ipky). Vné&j$i jaderna membrana je jiZ siln& naru§ena. Usec¢ka 0,5 um.
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5.14 Rez builkou fixovanou 3% GA v &ase 48 hod po infekci. V cytoplazmé se nachazeji uvoln&né
viriony s afinitou i k poru§enym dvojitym membranam mitochondrii. Usecka 0,1 um.

~ - —v v T T
MR v ‘,'_',_ Y.

e

5.15 Rez buiikou fixovanou 3% GA v&ase 48 hod po infekci. V cytoplazmé jsou piitomny
dezintegrované mitochondrie a zvétSené endoplazmatické retikulum. Jaderna membrana ma stale
zachovanou dvojitou vrstvu. Usecka: 1um
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Obr 5.16 Rez builkou fixovanou 3% GA v &ase 48 hod po infekci. Buiika obsahuje nekrotické jadro
s denzimi shluky chromatinu heterogenné roztrousenymi po celém jeho prostoru (viz Eervena ohrani¢eni).
Nekroticka cytoplazma obsahuje velké mnozstvi vakuol a poruSenych organel. Usecka 1 um.
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S. 3. Interakce PyV s bunéénymi proteiny — [IEM

Dalsim cilem préce byla ptiprava a testovani metodickych pfistupti imunoelektronové
mikroskopie (IEM) na ultratenkych fezech k vyuziti pro budouci sledovani interakci
myS§iho polyomaviru s bunéénymi proteiny v nasi laboratofi. Provedli jsme jednoduché i
dvoji znaceni protildtkami a pokusili jsme se sledovat interakce mys$iho polyomaviru s
vybranymi jadernymi proteiny v pozdnich fazich infekce nebot’ je zatim velmi malo
informaci o bunéénych komponentach, které jsou virem vyuZivany v pozdnich fazich
infekce. Pro tyto ucely jsme pfipravili buiiky 3T6 kultivované do konfluence, které jsme
nechali synchronizovat 24 hod (kap. 4.4.2.) a nasledn€ infikovali my$im polyomavirem
(kap. 4.4.3.). Buriky jsme fixovali 3 % paraformaldehydem s 0,05 % glutaraldehydem
v0,1 M SB pufru v pfislusnych ¢asech po infekci a zapolymerovali do akrylatové

pryskyfice LR-White (s uvedenou fixaci uréenou pro IEM) (kap 4.9.2.2.).

Detekce bunééného histonu H1 a kapsidového proteinu VP1:

Bunéény histon H1 a kapsidovy protein VP1 jsme se pokusili detekovat dvojim
znaenim na ultratenkych fezech bunék 3T6 fixovanych v ¢ase 36 hod po infekci. Pro
znaleni proteinu H1 byla pouZita mysi primarni monoklonalni protilatka anti-histone
H1, fedéna 1 : 20, kterou jsme oznacili sekundarni protilatkou GAM GS5, fedénou 1 : 25.
Pro znaCeni proteinu VP1 byla pouzita krali¢i protilatka anti-VP1 IgG v optimalnim
fedéni 1 : 20, oznaCena sekundarni protilaitkou GAR G10, fedénou v poméru 1 : 25.
V obou protilatkach jsme fezy nechali inkubovat 2 hod pfi pokojové teploté.

Na fezech neinfikovanych kontrolnich bun€k jsme v jadrech detekovali pouze histon
H1 a znaceni bylo pomémé silné. Silného znaCeni jsme doséhli i v infikovanych
burikdch, kde jsme v jadrech infikovanych bun€k detekovali oba proteiny. Zatimco
protein VP1 byl lokalizovan pfevazné v oblastech, ve kterych se nachazely viriony,
zlaty marker znacici buné¢ny histon H1 byl nalezen spiSe v jaderném chromatinu a v
oblastech bez virioni (Obr. 5.17). Nespecifické znaCeni v okoli bun€k bylo

zanedbatelné.

Detekce nukleoporinu a kapsidového proteinu VP1:

Nukleoporin (NUP), ktery je soucasti komplexu proteint v jadernych pérech a protein
VP1 jsme se pokusili detegovat dvojim znafenim na ultratenkych fezech bun¢k 3T6
fixovanych v ¢ase 36 hod po infekci. Pro znac¢eni nukleoporinu byla pouZita primarni

monoklonalni my$i protilatka anti-NUP 153, fedéna 1 : 20, oznacend sekunddrni
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protilatkou GAM G5, fedénou 1 : 25. Pro znaceni proteinu VP1 byla pouzita krali¢i
protilatka anti-VP1 IgG v optimalnim fedéni 1 : 25, oznacenad sekundarni protilatkou
GAR G10, fedénou 1 : 25.

Znaleni proteinu VP1 bylo silngj$i neZ znaeni nukleoporinu a podle oéekavani
nebyla pozorovana Zadné kolokalizace téchto proteint. I kdyZ struktura bunék nebyla
ptili§ dobfe zachovana (vlivem slabé fixace uréené pro IEM analyzu bunék
zapolymerovanych do pryskyfice LR-White), bylo mozné vtomto &ase po infekci
pozorovat znaceni proteinu VP1 v oblastech jadra, kde se vyskytovaly viriony a velice
casto v okoli jadérek (Obr. 5.18). Protein NUP se podle o¢ekavani vyskytoval v oblasti
jaderné membrany, konkrétné na mistech morfologicky odpovidajicich zvétSenym

jadernym pérum (Obr. 5.19).

Detekce proteinu YY1:

Protein jsme se pokusili detekovat na fezech bun€k 3T6 fixovanych v ¢asech 24, 36 a
48 hod po infekci, kdy je pfitomnost virového potomstva jasné patrna. S primarni i
sekundarni protilatkou byly fezy inkubovany 24 hod pfi 4 °C. Protein YY1 byl oznagen
primarni krali¢i polyklonalni protilatkou anti-YY1 fedénou 1 : 10, ktera byla oznaena
sekundarni protilaitkou GAR G5, fedénou 1 :25. Kontrolni neinfikované buiky byly
oznaceny stejnymi protilatkami jako infikované buriky, jako negativni kontrolu, pro
znaleni specificity znaeni, jsme pouzili fezy bun¢k fixovanych v ¢asech 24, 36 a 48
hod po infekci, které jsme inkubovali pouze s pufrem pro fedéni primarni protilatky a
nasledn¢ znacili sekundarni protilatkou GAR G35, fedénou 1 : 25.

Imunoznaeni nebylo ve vSech piipadech piili§ vyrazné a struktura bunék nebyla
v dusledku slabé fixace paraformaldehydem zcela zachovana. Znaceni proteinu YY1 v
burikdch v ¢ase 24 hod po infekci se vyrazn€ neliSilo od znaCeni v kontrolnich
neinfikovanych buiikach. Protein YY1 jsme v téchto buiikach lokalizovali po celém
jadre, pfedevSim v oblastech, kde se vyskytoval ¢aste€n€é¢ kondenzovany jaderny
chromatin (Obr. 5.20). V ¢ase 36 hod po infekci jsme pozorovali protein YY1 v
blizkosti virového potomstva a Casto se znaCka nachazela v oblasti jadérek na jejich
denznich fibrilarnich komponentach (Obr. 5.21). V poslednim sledovaném ¢&ase, 48 hod
po infekci, byla struktura bunék velice Spatné¢ zachovald a zlaty marker indikujici

protein YY1 byl pozorovén v celé jaderné doméné (Obr. 5.22).
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5. 3. 1. Metoda odkryvani antigeni na ultratenkych Fezech

Metodu odkryvéni antigen?i (antigen retrieval) jsme se rozhodli vyzkousSet za ucelem
znaceni jaderného laminu na ultratenkych fezech, jelikoZ se nam tento protein pfi
pouziti fixace a zalévaciho média nepodatilo na fezech nikdy oznadit a dale jsme chtéli
porovnat kvalitu zna€eni pfi pouZiti této metody se samotnou IEM. Na ultratenkych
fezech jsme se pokusili odkryt antigeny dvéma zplisoby uvedenymi v Tab. 5.3 a
popsanymi v metodach (kap. 4.9.7.). Byly pouzity fezy bunék 3T6 fixovanych ve 48
hod po infekci zapolymerovanych jak do pryskyfice AGAR100, tak i do pryskyfice LR-
White (kap. 4.9.2.1.,4.9.2.2)).

Tab. 5.3 Dva pfistupy pouZité k odkryti antigend podrobnéji popsané v metodéach kap 4.9.7.

LR-White citratovy pufr, pH 6 - 30 min pfi 60 °C
AGAR 100 | 8% metaperiodat sodny NalO, - 1 hod pfi RT

Po odkryti antigend jsme pouZili dvoji znaceni, kdy jsme znacili protein lamin pomoci
krali¢i protilatky anti-Lamin A/C, fedéné 1 : 10, spolu s kapsidovym proteinem VP1,
ktery jsme znacili protilatkou anti-VP1 IgG, fedénou 1 : 20. Jako sekundarni protilatky
jsme pouzili protilaitky GAM G5 a GAR G10, fedéné 1 : 25 (kap. 4.9.7.).

Zadny z pouzitych pfistupi pro odkryvani antigeni nevedl k usp&$nému znadeni
laminu. Pfi znaceni fezi bun€k fixovanych 3 % glutaraldehydem, zapolymerovanych
v AGAR100 se po inkubaci s 8 % metaperiodatem sodnym nepodafilo detekovat ani
protein VP1. Pfi znaCeni fezii bun€k fixovanych 3 % paraformaldehydem s 0,05 %
glutaraldehydem, zapolymerovanych do LR-White se po inkubaci v citratovém pufru
podafilo znacit protein VP1 a znaCeni bylo siln€j$i neZ pfi pouziti IEM bez metody
odkryvani antigend (Obr. 5.23).
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Obr. 5.17 Rez buiikou fixovanou 3% PFA a 0,05% GA v &ase 36 hod po infekci, znateno anti-H1 IgG
1:20 (10 nm zlaty marker) a anti-VP1 IgG 1:20 (5 nm zlaty marker). V jadfe je patrna lokalizace proteinu
H1 a proteinu VP1. Zatim co protein VP1 je znafen na virionech, znatka proteinu H1 je spiSe v okolnim
chromatinu. Rezy jsou kontrastovany uranylacetatem a Reynoldsovym roztokem. Usetka 1 pm.

Obr. 5.18 Rez buiikou fixovanou 3% PFA a 0,05% GA v &ase 36 hod po infekci, znageno anti-NUP IgG
1:20 (G 5 nm) a anti-VP1 IgG 1:20 (G 10 nm). Kolem jadérek je vidét velké mnozZstvi siln€ znacenych
virionti, znatka nukleoporinu se zde nevyskytuje. Rezy jsou kontrastovany uranylacetitem a
Reynoldsovym roztokem. Usetka 1 um.
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Obr. 5.19 Rez buiikou fixovanou 3% PFA a 0,05% GA v &ase 36 hod po infekci, zna&eno anti-NUP IgG
1:20 (G 5 nm) a anti-VP1 IgG 1:20 (G 10 nm). Zatimco viriony jsou znaleny hlavné v okoli jadérek,
znatka nukleoporinu se vyskytuje na specifickych mistech dvojité jaderné membrany (viz &ervena
ohrani&eni). Rezy jsou kontrastovany uranylacetitem a Reynoldsovym roztokem. Usetka 1 pm.

Obr. 5.20 Rez buiikou fixovanou 3% PFA a 0,05% GA v &ase 24 hod po infekci, zna&eno anti-YY1 IgG
1:10. V jadfe je patrné slabé znaCeni proteinu YY1 zlatym markerem. Znacka se vyskytuje pfedevsim
v chromatinu po celém jadre (Sipky). Rezy jsou kontrastovany uranylacetatem. Usecka 1 um.
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Obr. 5.21 Rez buiikou fixovanou 3% PFA a 0,05% GA v &ase 36 hod po infekci, znateno anti-YY1 IgG
1:10. V jadfe je patrné slabé znaeni proteinu YY1 zlatym markerem pfedevs§im na rozhrani denzich
fibrilarnich komponent jadérek a oblasti s virovym potomstvem (Sipky). Rezy jsou kontrastovany
uranylacetatem. Use¢ka 100 nm.

Obr. 5.22 Rez buiikou fixovanou 3% PFA a 0,05% GA v &ase 48 hod po infekci, znadeno anti-YY1 IgG

1:10. V jadfe je patrné velmi slabé znaeni proteinu YY1 zlatym markerem ve shlucich chromatinu (Sipky,
ohrani¢eni). Rezy jsou kontrastovany uranylacetatem. Usecka 1 um.
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Obr. 5.23 Rez buiikou fixovanou 3% PFA a 0,05% GA v &ase 48 hod po inkubaci 30 min v citratovém
pufru pfi 60 °C, znateno anti-VP1 IgG 1:20. V jadfe jsou patrné viriony specificky oznaCené zlatym
markerem Usecka: 100 nm
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S. 4. Interakce genomu mysSiho polyomaviru s proteinem VP1 za pritomnosti
transkripcniho faktoru YY1 provadéné in vitro.

Za ucelem studia vztahti mezi polyomavirovou DNA, proteinem VP1 a transkripénim

bunéénym faktorem YY1 byly sledovany jejich interakce in vitro v piipravenych
reakénich smésich (kap. 4.8.). Tyto interakce byly vizualizovany EM metodou
rozprostirani (spreading) nukleovych kyselin za pouziti BAC (kap. 4.9.6.).
Materiél byl pfipraven Mgr. Lenkou Hornikovou. Polyomavirova DNA byla ziskana z
plazmidu pMJG izolovaného z bakterii E. coli DH5a. PyV DNA byla z plazmidu
vystépena restrikénim enzymem Eco RI, ptes jehoz unikatni restrikéni mista byl genom
do plazmidu pMJ zaklonovan (KRAUZEWICZ et al.1990). Stépenim byl ziskan
polyomavirovy genom (5,3 kbp) s vazebnymi misty pro protein YY1 vzdilenymi 1860
bp + 1700 bp od obou koncli molekuly a plazmid pMJ (2,3 kbp).

Protein YY1 byl ziskany jako rekombinantni protein, produkovany bakteriemi E. coli
RR, které obsahovaly plazmid pHIS-YY1 (ziskany od T. Robinson, Priceton university,
New Persey). Protein byl purifikovan metodou afinitni chromatografie, coZ umoziiovala
histidinova kotva na jeho N-konci.

Pentamery proteinu VP1 byly pro tyto prvni pokusy ziskany disociaci prazdnych
virovych kapsid v redukénich podminkach za pfitomnosti dithiotreitolu (DTT), ktery
ru$i disulfidické vazby v kapsidach a v pfitomnosti EGTA, jez vyvazuje ionty vapniku
z virovych kapsid a tim je destabilizuje. Redukéni prostiedi tedy bylo pro experiment
nutné, abychom ziskaly pentamery proteinu VP1, i kdyZ mohlo ovliviiovat povahu
interakeci.

Cely postup ptipravy je popsan v diplomové praci HORNIKOVA 2005.

S. 4. 1. In vitro interakce

Pfipravili jsme 4 reakce a jednu kontrolni smés (reakce €. 1), kterd obsahovala pouze
DNA (linearizovany genom polyomaviru i linearizovany plazmid pMJ). V pfipravenych
¢tyfech reakcich (Tab. reakce €. 2 — 5) byly pentamery VP1, protein YY1 smichany s
DNA v riznych molarnich pomérech a byla zkouména vazba proteind k nukleové

kyselin€. Pfehled reakci je uveden v Tab. 5.4.
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Tab. 5.4 Molarni poméry jednotlivych sloZek v reakénich smésich.

R
pouze DNA
DNA s 7x YY1
DNA + 20x VP1
DNA + 20x VP1 a 50x YY1
DNA + 20x VP12 100x YY1

QB |WIN|~

1. Kontrola kvality DNA pro vazebné reakce in vitro:

Kvalitu izolované DNA jsme testovali jejim nanesenim na elektronmikroskopické
sitky. V preparatech jsme pozorovali linearizované molekuly DNA o dvou délkach.
Prvni kratsi, velikostn€ odpovida linearizovanému plazmidu pMJ (2,3 kbp) a druha svou
velikosti odpovidda polyomavirové DNA (5,3 kbp). Molekuly DNA vykazovaly
vlaknitou hladkou strukturu, coZ svédéi o jejich relaxovaném stavu a nepfitomnosti
komponent, které by mohly ovlivnit jeji interakci se studovanymi proteiny (Obr. 5.24).
Koncentrace molekul byla vysokd, coZ ndm zarucovalo dostatek materialu pro nésledné

in vitro analyzy ¢. 2 — 5.

2. Vazebna reakce DNA a proteinu YY1 v 7-ndsobném molarnim nadbytku oproti DNA:

Pii sedminasobném molarnim nadbytku proteinu YY1 oproti DNA dochézelo na
nékterych molekulach DNA obou velikosti k tvorbé vlasenkovych (hairpin) struktur
(Obr. 5.25). Tyto struktury byly nalezeny na cca 46 % molekul, z toho 72 % vlasenek

mélo délku v priméru 40 nm, delsi byly pozorovéany jen vyjimecné.

3. Vazebna reakce DNA a proteinu VP1 ve formé pentamer ve 20-ndsobném molarnim

nadbytku oproti DNA:

V této reakci se projevila nespecificka vazba pentamer tvofenych proteinem VP1
k molekule DNA, pfi¢emz se vSak protein VP1 vazal do n€kterych mist molekuly DNA
s vét8i udinnosti a pentamery v té€chto mistech vytvarely shluky, zatim co jiné Casti

molekuly zistavaly ,,holé“ (Obr. 5.26).
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4. Vazebna reakce DNA a proteinu VP1 ve formé& pentamer ve 20-ndsobném moldrnim

nadbytku a proteinu YY1 v 50-ndsobném molarnim nadbytku oproti DNA:

V pfitomnosti obou proteind, kdy protein VP1 byl ve 20-nasobném molarnim
nadbytku a protein YY1 v 50-nasobném molarnim nadbytku oproti DNA, dochazelo
opét pravdépodobné k nespecifické vazbé proteinu VP1 k molekulam DNA. Proteiny
a molekuly DNA spolu vytvately obrovské agregaty, ve kterych viak byly dlouhé tseky
DNA bez navazaného proteinu (Obr. 5.27). Misty byly nalezeny utvary odpovidajici
velikostné virovym kapsidam, coz naznacCuje, Ze pouZité redukéni prostiedi nezabréani

dokonale interakci jednotlivych pentamer.

5. Vazebna reakce DNA, proteinu VP1 ve formé pentamer ve 20-niasobném molarnim

nadbytku a proteinu YY1 ve 100-nasobném molarnim nadbytku oproti DNA:

Dvojnasobné zvyseni koncentrace proteinu YY1 oproti pfedchozi reakci mélo vliv na
velikost vznikajicich agregatl, jejichZ velikost byla pfekvapivé mnohem mensi. Protein
VP1 byl opét vizan na riznych mistech molekul DNA, kde tvofil agregované struktury.
Na nékterych molekulaich DNA byla pozorovana smycka utvofend kolem vétsi
elektrodenzni struktury (Obr. 5.28). 1 zde byla pfitomna DNA, jejiz né€které Casti

neinteragovaly s proteinem.
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Obr. 5.24 Analyza nukleovych kyselin v reakci & 1. DNA byla vizualizovana BAC technikou. Snimek
ukazuje relaxované molekuly DNA dvou délek (linearizovany plazmid pMJ - 2,3 kbp a polyomavirovy
genom - 5.3 kbp). Use&ka: 200 nm.
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Obr. 5.25 Analyza nukleovych kyselin v reakci ¢. 2. Reakce byla vizualizovana BAC technikou, proteinu

YY1 je 7x molarnim nadbytku oproti DNA. Ne snimku je patrna tvorba vlasenkovych (hairpin) struktur
na molekulach DNA obou délek. Use¢ka: 200 nm.
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Obr. 526 Analyza nukleovych kyselin vreakci ¢ 3. Reakce byla vizualizovana BAC technikou,

pentamery VP1 jsou ve 20x molarnim nadbytku oproti DNA. Na snimku je patrna nespecificka vazba
pentamer k molekule DNA. Néktera mista molekuly DNA zistavaji hola. Use¢ka: 200 nm.
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Obr. 5.27 Analyza nukleovych kyselin vreakci & 4. Reakce byla vizualizovana BAC technikou,
pentamery VP1 jsou ve 20x a protein YY1 v 50x molarnim nadbytku oproti DNA. Na snimku je patrna
tvorba ohromnych agregati molekul DNA spolu s proteinem VP1. Use¢ka: 200 nm.
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Obr. 5.28 Analyza nukleovych kyselin vreakci & S. Reakce byla vizualizovana BAC technikou,
pentamery VP1 ve 20x a protein YY1 v 100x molarnim nadbytku oproti DNA. Na snimku jsou patrné

agregity molekul DNA s proteinem VP1 o menSi velikosti. Jeden z agregatii tvofi smy¢ku kolem
elektrodezni struktury (Sipka). Usecka: 200 nm.
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S. 4. 2. Konstrukce plazmidu pET29-deltaC31VP1

Vzhledem k tomu, Ze se rozvolnéni VP1 kapsid pomoci reduk&niho prostiedi ukazalo
Jako nevhodné pro vazebné reakce proteini VP1 a YY1 s virovou DNA, byla hlavnim
cilem této Casti prace konstrukce plazmidu, ktery by obsahoval sekvenci mutantniho
proteinu  VP1 postradajiciho poslednich 31 aminokyselin ze svého C-konce
(deltaC31VP1) (Obr. 5.29 a). Po expresi tohoto proteinu v bakteriich a jeho nasledné
izolaci by bylo mozno ziskat pentamery neschopné utvofit prazdné kapsidy, vzhledem
k tomu, Ze v kapsidach spolu pentamery interaguji prostfednictvim flexibilnich C-koncu
proteinti VP1 (Obr. 5.29 b). Mutantni pentamery by mohly byt nasledné vyuZity pro in
vitro interakce aniz by bylo tfeba pouzit redukéni podminky, nutné pro disociaci

prazdnych kapsid (viz kap. 5.5.1.).

Obr. 5.29 Tercidlni struktura proteinu VP1 a pentamery VP1. Barevné je odliSeno poslednich 35

aminokyselin na C-konci proteinu VP1. Pfevzato z ncbi.nlm.nih.gov, model vytvoien podle STEHLE a
HARRISON 1996.

Plazmid pET29-deltaC31VP1 jsme ziskali vloZenim pfislusného fragmentu do
plazmidu pET29b pred kotvu his-tag umisténou v plazmidu, za kterou se nachazi stop
kodon (Obr. 5.30). Syntetizovany protein obsahujici his-tag kotvu, je mozné nasledné
izolovat metodou afinitni chromatografie. Gen deltaC31VP1 jsme amplifikovali
metodou PCR (kap. 4.6.6) a jako templat jsme pouzili plazmid pMJG nesouci genom
PyV.

Primery pouzité pro amplifikaci genu deltaC31VP1 (restrikéni mista v primerech jsou
oznaena tuCnym pismem):

1) Primer: VPI Ndel (Tm = 59)
TCAGACTA CATATG A7TG GCC AAA AGA AAA AG
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Kurzivou je oznacen start kodon genu deltaC31VP1
2) Primer: VPIdeltaC31 Bglll (Tm = 60)
CAGACAG ATC TCC TCT AACCTC CTC TACCTG GGT GTTC

Stop kodon se nachazi na plazmidu za his-tag kotvou.

Fragment genu deltaC31VP1 amplifikovany metodou PCR jsme 3t€pili restrikénimi
enzymy BglIl a Ndel a ligovali s defosforylovanym plazmidem pET29b, $t€épenym
stejnymi enzymy. Pre€i$ténou ligani smés jsme metodou elektroporace pienesli do
kompetentnich bunék DH5a a metodou minipreparace DNA jsme nalezli pozitivni
kolonie ¢.7 a & 8, obsahujici plazmid deltaC31VP1. Plazmid jsme z monokolonii
izolovali a restrikénim §té€penim jsme ovéfili pfitomnost vloZzeného genu deltaC31VP1

(Obr. 5.31). Veskeré metody pro praci s DNA popsany v kap. 4.6.

delta C31 VP1

Bg! Il (241) (NI Nde | (295)

P ™)

g
3
A
£

Obr. 5.30 Schéma konstrukce plazmidu pET29b~deltaC31VP1. Detailni mapu plazmidu pET29b lze najit
na http://www.merckbiosciences.co.uk/docs/docs/PROT/TB076.pdf.
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Obr. 5.31 Restrikéni ovéfeni plazmidl izolovanych z monokolnii 7 a 8 v 1% agarézovém gelu. A)
Kolonie ¢. 7: M — marker; 1 — linearizovany pET29b; 2 — PCR fragment deltaC31VP1 (1057bp); 3 —
pozitivni kolonie & 7 $té€peno BglIl a Ndel; 4 — linearizovany plazmid pET29b-deltaC31VP1 sté€peny
BglII a Ndel. B) Kolonie ¢&. 8: M — marker; 1 — pozitivni kolonie &. 8 $té€pena BglII a Ndel; 2 - PCR
fragment deltaC31VP1; 3 — linearizovany pET92b; 4 — linearizovany pET29b-deltaC31VP1; 5 —
cirkularni pET29b. Jako marker byla pouzita DNA bakteriofaga A §té€pena restriktazou Pstl.

Dale bude nutno ovefit produkci proteinu deltaC31VP1 v bakteriich E.coli BL21
obsahujicich plazmid pET29b-deltaC31VP1. Pokud bude dochéazet k produkci proteinu,
bude protein z lyzovanych bakterii izolovan metodou afinitni chromatografie. Po
ovéfeni elektronovou mikroskopii bude pouzit v in vitro interakcich, které nebudou

provadény v redukénich podminkach (viz kap. 5.5.1.).
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5. §. Ultrastrukturni analyza piisobeni syntetického peptidu C35 na buiiky

Podle naSeho pfedpokladu shodna C-koncova €ast minoritnich strukturnich proteint
VP2 a VP3, obsahujici vysoce hydrofébni oblast, ma vlastnosti protein transdukéni
domény (PTD) a mohla by se tudizZ podilet pfi pfichyceni a vstupu mysiho polyomaviru
do bun€k nebo na druhé strané pii uvolnéni viru z néjakého bunééného kompartmentu.
Na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR byl chemickou syntézou ptipraven
peptid, ktery tvofi poslednich 35 aminokyselin z C-konce minoritnich proteini VP2 a
VP3. Peptid byl dobfe rozpustny a obsahoval sekvenci tvofici o helix i sled bazickych
aminokyselin (vyskytujicich se na C-konci minoritnich protein a slouZicich téz jako
jaderny lokalizacni signal NLS), a vyhovuje tak svoji sekvenci consensu amfipatické

PTD (kap.2.10).

Aminokyselinova sekvence peptidu C35:

PDWMLPLILGLYGDITPTWATVIEEDGPQKKKRRL
[ o helix ] [ NLS ]

Nasim cilem bylo provést ultrastrukturni analyzy vlivu peptidu C35
na synchronizované buriky linie 3T6. V experimentu jsme nechali interagovat peptid
C35 s butikami po dobu 5, 10, 15 a 30 min (kap. 4.7.2.) a dale jsme pfipravili kontrolni
buriky bez interakce s peptidem. Buriky jsme fixovali 3 % glutaraldehydem a
zapolymerovali do epoxidové pryskyfice AGAR100 (kap. 4.9.2.1.).

Kontrolni buiiky vykazovaly morfologii neovlivnénych bunék 3T6. Mély protahly
tvar, v jejich cytoplazmé se nachazely neporusené organely a jadra normalniho objemu.
Uvnitf jader se nachazela nezvétSena jadérka a chromatin mél difuzni charakter (Obr.
5.32).

Po inkubaci s peptidem C35 po dobu 5 min, jsme pozorovali u vétSiny bun¢k znaéné
naru$enou plazmatickou membranu (Obr. 5.33). Pfiblizn€ u 50 % bun€k dochazelo na
plazmatické membrané k tvorbé velkého mnoZstvi neobalenych vackii o homogenni
velikosti, ktera ¢inila v priméru 60 nm (Obr. 5.34). Shluky téchto vacku byly
pozorovany tésné pod cytoplazmatickou membranou (Obr. 5.34). Kromé toho
dochazelo i k indukci tvorby klatrinovych vackid (Obr. 5.35). Na rozdil od kontrolnich

bunék, pisobenim peptidu C35 byl objem jader bunék zvétSen. Mirné€ byla zvétSend i
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jadérka (Obr. 5.36). Morfologické znaky apoptézy byly u n€kterych bun€k pozorovéany
jiZz v tomto Case po interakci (Obr. 5.37).

Desetiminutova inkubace s peptidem indukovala posun vackl hloubégji do cytoplazmy
a v nékterych buiikdch jsme v t&€sné blizkosti vackti pozorovali sit’ cytoskeletarnich
struktur, pravdépodobné mikrotubulti (Obr. 5.38). Ve vétsin€ bunék byly pozorovany
také velké svazky aktinovych vlaken (stress fibers) v oblastech pod cytoplazmatickou
membranou. Tyto aktinové svazky jsme pozorovali i v burikdch po 15-ti minutové
inkubaci s peptidem (Obr. 5.41).

Také po 15 min byly nalezeny véacky hloubégji v cytoplazmé a v fad€ bunék byly vacky
pozorovany aZ pod svazky aktinovych vlaken. Pouze v malo burikach jsme vacky
pozorovali t€sné pod plazmatickou membranou, ale zacali jsme pozorovat vacky, které
byly agregované kolem membranovych &i cytoskeletarnich struktur (Obr. 5.39). Velké
procento bun¢k v tomto case vykazovalo zvétSené endoplazmatické retikulum a
zvétSend jadra. Rovnéz jadérka byla zvétsend, s morfologii typickou pro neoplastické
buriky (Obr. 5.40). U mnoha buné€k jsme pozorovali znamky apoptdzy.

Buriky po 30 min inkubace piekvapivé vétSinou vypadaly jakoby dochéazelo k jejich
regeneraci. Velikost jader u mnoha z nich jiz odpovidala kontrolnim buitkdm a také
jadérka vykazovala normalni velikost (Obr. 5.42). I kdyZ nékteré buriky stale jevily
znamky apoptdzy, jejich pocet se po 30 min interakce s peptidem nezvétsil.
V cytoplazmé mnoha buné€k jsme pozorovali velké mnoZstvi neobalenych vacku, které
se zdaly byt transportovany k bunééné membran€ nékterou z exocytickych drah (Obr.
5.42). Také endoplazmatické retikulum jiz vétSinou ztratilo svij zvétSeny charakter

(Obr. 5.43).
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Obr. 5.32 Rez kontrolni buiikou 3T6 fixovanou 3% GA. Buiika ma protaZeny tvar, v cytoplazmé jsou
patrné dobfe zachované strutury organel a malé endoplazmatické retikulum (Sipka). Uvnitf normalné
velkych jader jsou patrn nezvétSena jadérka a difizni chromatin. Usecka 1 pum.

Obr. 5.33 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 5 min po interakci s peptidem C35. Pod silné naruSenou
plazmatickou membranou (Eervené Sipky) je patrné velké mnoZstvi neobalenych vackl. V cytoplazmé je
také patrné zvétSené endoplazmatické retikulum kulovitého tvaru (Sipka). Usecka: 1 um.

93



Obr. 5.34 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 5 min po interakci s peptidem C35. Detail vackh
nachazejicich se tésné pod naru$enou plazmatickou membranou. Jejich praimé&ma velikost ¢ini 60 nm.
Usecka: 1 um.

D

¥

e

Obr. 5.35 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 5 min po interakci s peptidem C35. V n&kterych buiikich
byla patrna indukce tvorby klatrinovych vacki (ipky). Usetka 1 pm.
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Obr. 5.36 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 5 min po interakci s peptidem C35. V buiice je patrné
jadro kulovitého tvaru o zvét§eném objemu. Usecka 1 pum.

Obr. 5.37 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 5 min po interakci s peptidem C35. V n&kterych buiikach
jiz probé&hla apoptoza (Sipka). Usecka 1 um.
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Obr. 5.38 Rez buiikou fixovanou 3% GA v&ase 10 min po interakci speptidem C35. Hloubgji
v cytoplazmé& jsou patrné neobalené vacky v jejichz blizkosti se objevuji pravdépodobné vlakna
mikrotublii tvoficich sit (Sipky). Aktinové svazky se nachizeji pod plazmatickou membranou (Eervené
Sipky). Usetka: 1 pm.

Obr. 5.39 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 15 min po interakci s peptidem C35. V cytoplazmé jsou
patrmé shluky vacku interagujici s viaknitymi strukturami ($ipky). Use€ka 1 um.
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Obr. 5.40 Rez buitkou fixovanou 3% GA v &ase 15 min po interakci s peptidem C35. Vcytoplazmé je
patrné zvétSené endoplazmatické retikulum a v jadfe zvétSena jadérka typicka pro neoplastické buriky
(Sipka). Usecka 1 um.

Obr. 5.41 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 15 min po interakci s peptidem C35. V cytoplazmé
kolem jadra jsou patrné aktinové svazky mikrofilament (stress fibers) (Sipky), v jadrech jsou patrna
zvétSena jadérka. Plazmatickd membrana je lehce narusena. Usecka: 1 pm.
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Obr. 5.42 Rez buiikou fixovanou 3% GA v &ase 30 min po interakci s peptidem C35. V cytoplazmé je
patmé jadro jehoZ objem i tvar odpovida zdravym butikam, kolem jadra je patrné jiz zmensSené
endoplazmatické retikulum (Sipka). V cytoplazmé je také patrné mnozstvi vacku, které by mohly byt
exocytovany (§ipka). Usetka 1pum.

Obr. 5.43 Rez buiikou fixovanou 3% GA v ¢ase 30 min po interakci s peptidem C35. V cytoplazmé
kolem jadra je patmé jiz zmenSené endoplazmatické retikulum (§ipka). Usecka 1um.
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6. DISKUZE
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6. 1. Dynamika infekce mysiho polyomaviru

[ pfes intenzivni studium mysiho polyomaviru, které jiz pfineslo mnohé poznatky o
zivotnim cyklu tohoto viru, existuje velice malo praci vénovanych vlivu infekce PyV na
strukturu infikovanych bun€k a morfologickych zmeén nastavajicich v duasledku
probihajici infekce. Zaméfili jsme se zvlasté na pozorovani apoptotickych a/nebo
nekrotickych procesi spojenych s progresi polyomavirové infekce. Oba typy bunééné
smrti se z morfologického hlediska projevuji odlisné. V ptipadé apoptdzy dochazi ke
kondenzaci chromatinu a jeho migraci pod jadernou membranu. Jednim z prvnich kroka
apoptozy je také zvétSovani mitochondrii (GULBINS et al. 2003). V pozdéjsich fazich
apoptozy byva chromatin nahlouéeny pod jadernou membranou v jasné ohrani¢enych
homogenné denznich shlucich a jaderna membrana se vchlipuje a pfedznamenava tak
fragmentaci jadra. Fragmentaci jadra a vznikem apoptotickych télisek je apoptdza
ukonena a apoptotickd té€liska jsou nasledné fagocytovana makrofagy ¢&i okolnimi
butikami. Ultrastrukturni znaky nekrézy jsou odlisné. Nekroza se projevuje zejména
zvétSovanim organel, silnou vakuolizaci cytoplasmy a naslednou dezintegraci bunék. I
kdyz také dochazi ke shlukovani chromatinu, shluky nejsou tak kompaktni jako u
apoptozy a nejsou soustiedény vyhradné pod jadernou membranu (KERR a HARMON
1991).

Pro elektronmikroskopickou analyzu byla pouzita linie mySich fibroblastd NIH 3T6,
permisivni pro PyV, synchronizovanych hladovénim v bezsérovém médiu (24 hodin).
Uvolnéni z G faze bunééného cyklu bylo dosazeno po adsorpci viru pfidanim media se
sérem. Synchronizované neinfikované buiiky byly pouZity jako kontrola. Casy po
infekci byly vybrany s ohledem na pokryti celého intervalu lytické infekce PyV, ktera
ma dobu trvani pfiblizné 48 hodin (byly vybrany ¢asy 12, 24, 36 a 48 hod p.i.). Fixativa,
zalévaci médium i kontrastovani byly voleny tak, aby bylo dosaZzeno dobte zachovalé
morfologie bunéénych struktur. Buriky byly fixovany 3 % glutaraldehydem (silné
fixativum, dobfe fixuje bunéné struktury), zapolymerovany do zalévaciho média
AGARI100 (zplisobuje minimalni extrakci bunééného materidlu a dobfe zachovava
morfologii struktur) a fezy byly kontrastovany 10 min acetitem uranylu a 5 min
Reynoldsovym roztokem (kombinace, ktera dostate¢né silné kontrastuje bunécné

struktury).
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V burikach v ¢ase 12 hod po infekci nebyly pozorovany vyrazné morfologické zmény.
U nékterych bun¢k byla pozorovana zvétSend jadérka, a néktera navic obsahovala
nukleolonemata (struktury, které se vyskytuji v butikach se silnou proliferaci). Zvétseni
jadérek bylo zfejmé zplsobeno intenzivni transkripci €asnych virovych gen a ¢asnymi
antigeny indukovanou proliferaci bunék. Jadérka s nukleolonematy mohou byt dikazem
silného stimula¢niho efektu infekce PyV. Tento morfologicky typ jadérek se v buitkach
vyskytuje vlivem vysoké produkce RNA (RASKA a SMETANA 1978, WACHTLER a
STAHL 1993). Pozorovani nukleolonemat tedy ukazuje na zasadni vliv Casnych
produktti PyV na tyto struktury jiz ve 12 hodinach po infekci. Pozorovali jsme také u
fady bunék také mirné zvétSeni objemu jader.

V cytoplasmé nebyly pozorovany 12 hodin po infekci vyrazné zmény. U nékterych
bunék byl ve srovnani s kontrolnimi buiikami pozorovan vysoky vyskyt transportnich
vackl. Z naSich studii pohybu virionli infikovanou bunikou ale vyplyva, Ze vétSina
signalu vstupujiciho viru je v perinuklearnim prostoru do 3 hod po adsorpci viru.
ZvySené mnoZstvi vackii by mohlo byt spojeno napf. s reparaci cytoplazmatické
membrany po intenzivni endocytdéze. Také bylo pozorovano zvétSeni drsného
endoplazmatického retikula. Tato zména indikuje zvySenou syntézu proteind, ziejmé
¢asnych virovych proteint, velkého stfedniho a malého T (tumorogenniho) antigenu, ale
patrné i nékterych bundénych proteint. Casné proteiny totiz dereguluji i transkripci
bunéénych gent a indukuji syntézu celé fady enzymu pro replikaci DNA. Se stimulaci
bungk do S faze souvisi patrn& téZ vyse uvedené zvétseni jader. Rada autord (YEN a
PARDEE 1979, FIDORRA et al. 1981, YANG et al. 1997) pozorovala signifikantni
zvySeni jaderného objemu u fady riznych sav¢ich bunék béhem G1 faze pted vstupem

do S faze.

ZvétSend jadra infikovanych bunék oproti jadrim kontrolnich, neinfikovanych bun¢k
byla pozorovana i v ¢ase 24 hodin p.i. a v obou dalsich ¢asech. Ke zménam ve velikosti
jadra by mohly pfispivat téZ interakce strukturniho proteinu VP1 sjadernou matrix,
konkrétné s laminou. Bylo popsano, Ze objem jader souvisi s laminem a proteiny, které
jsou s laminem asociovany (YANG et al. 1997).

Jadérka ve 24 hodinach po infekci jiz neobsahovala nukleolonemata a ptechazela do
kompaktnich typt, které byly zvlasté pozorovany v ¢ase 36 hodin po infekci.
Kompaktni morfologie jadérek byla pozorovana u transformovanych bun€k

(SUGIHARA a SUGIHARA Jr. 1976, WACHTLER a STAHL 1993). Nalez
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kompaktnich jadérek potvrzuje tumorogenni povahu infekce mysiho polyomaviru, za
nizZ jsou zodpovédné Casné produkty, zejména stfedni T antigen, ktery je hlavnim
virovym onkoproteinem (RASSOULZADEGAN et al. 1982). V infikovanych burikach
je stfedni T antigen lokalizovan na bunénych membranach. Na cytoplazmatické
membrané, v komplexu s c-SRC kinazou, proteinfosfatdzou 2A a dal§imi regulaénimi
molekulami mimikuje konstitutivné aktivovany receptor spoustéjici drahu signalni
transdukce.

Zmény morfologie jadérek byly studovany také v praci STOKROVA et al. (2002), ve
které byly hmyzi buiiky transfekovany rekombinantnimi bakuloviry nesoucimi pod
silnym promotorem protoonkogen c-myb nebo onkogen v-myb. V hmyzich buiikach
infikovanych t€mito bakuloviry byly popsany 3 morfologické typy jadérek: kompaktni
zvétSena jadérka, velkd jadérka kruhového tvaru (,ring-shape”) a jadérka
s nukleolonematy. Jadérka se v zavislosti na ¢ase ménila nejprve na kompaktni zvétSena
jadérka, ktera byla prekurzorem pro dal$i dva morfologické typy. Je zajimavé, Ze pfi
infekci polyomavirem byla jadérka s nukleolomaty a kompaktni jadérka pozorovana
v opaéném pofadi. To mlZe byt dano rozdilnymi rysy infekci polyomaveirem a
bakuloviry i rozdilnou povahou procesu transformace.

Po 24 hodinéach byly v infikovanych buiikach pozorovany také prvni znaky apoptézy,
obfi (giant) mitochondrie s poruSenymi kristami. I pozorované zvétSené
endoplazmatické retikulum muze byt znakem apoptotickych procesi. ZvétSovani
objemu mitochondrii je zplisobeno zvySenim permeability mitochondridlni membrany,
které je nasledovano kolapsem transmembranového potencidlu a uvolnénim pro-
apoptotického cytochromu C do cytoplazmy. Vznik obiich mitochondrii miZze byt
indukovan, napiiklad pisobenim riznych patogennich faktord jako jsou volné radikaly
nebo zménami cytoskeletu ¢i genové regulace (WAKABAYASHI 2002). Pii aktivaci
apoptdzy bylo ukazano na uzké propojeni mitochondrii a endoplazmatického retikula
pfi stresovych podminkach. ZvétSené endoplazmatické retikulum napiiklad v disledku
akumulace proteinti nesbalenych nebo sbalenych do nespravné tercialni struktury
zpusobuje aktivaci riiznych apoptotickych drah, prostfednictvim cytochomu C ¢&i
nezavisle na cytochromu C prostfednictvim kaspazy-12, kterd se nachazi na membrané
endoplazmatického retikula (MOMOI 2004). V nedavné dobé byla v endoplazmatickém
retikulu prokazana lokalizace pro-apoptotickych proteinti rodiny Bcl-2 a inicidtorovych
i efektorovych kaspaz (YAMAMOTO et al. 2006).
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V prubéhu infekce byl také sledovan charakter jaderného chromatinu. Zatimco
v ¢asnych fazich infekce (12 hodin po infekci) vykazoval chromatin difuzni charakter
stejn€ jako v kontrolnich burikach, v ¢ase 24 hodin po infekci byl pozorovan chromatin
migrujici do blizkosti jaderné membrany, coz lze rovnéZ oznadit za pocateni faze
apoptozy. V ¢asech 36 a 48 hodin vytvarel kondenzovany chromatin homogenné denzni
shluky pod jadernou membranou, indikujici pozdni faze apoptézy (KERR a HARMON
1991). Kondenzace chromatinu miZe byt vysvétlena destrukci lamind A a C
(RUCHAUD et al. 2002). Bylo ukazano (CHIARINI et al. 2002), Ze destrukce lamint
souvisi s indukci apoptdzy, kdyZ po indukci apoptdzy etoposidem dochazelo k piesunu
enzymu protein kindzy CP II na vnitini jadernou membranu a k jeho aktivaci
proteolytickym $t€penim. Aktivovana protein kindza Cp II fosforylovala lamin B, ktery

se spolu s laminy A a C stal substratem pro $t€peni kaspazami 3 a 6.

V buiikach v ¢ase 36 hodin po infekci bylo pozorovano silné zvétSené drsné
endoplazmatické retikulum, ziejmé v disledku velké produkce strukturnich proteini
mysiho polyomaviru. Takto siln€¢ zvétSend endoplazmaticka retikula byla pozorovana
zejména v buiikach jejichz jadra byla téméf zcela vyplnéna viriony virového potomstva.
V buiikach jejichZ jadra neobsahovala tak velika mnozstvi viriond bylo mozné sledovat
akumulaci virového potomstva v blizkosti jadérek. Podle na$i hypotézy by jadérka
mohla néjakym zpisobem napomahat pii sestavovani virionti my$iho polyomaviru. V
jadérkach se vyskytuje fada makromolekul, u nichZ nebyla prokazéna funkce v procesu
tvorby rRNA ribozému. Navic byla ukazana role jadérek jako jakychsi docasnych
ulozi$t’ pfi jaderném transportu regulacnich molekul (OLSON et al. 2000, SHAW a
DOONAN 2005).

V ¢ase 36 hodin po infekci bylo mozZno také pozorovat zménu tvaru bun€k. Infikované
buiky ztracely protdhly tvar a byly zakulacené. Tento jev souvisi ziejmé
s transforma¢nimi G¢inky &asnych virovych antigentli, jejichZz soucasti je redukce
aktinovych svazki a dal$i zmény v intermedialnich filamentech a tubulinovém

cytoskeletu (da COSTA et al. 2000).

V Case 48 hodin byla jadra vétSiny bun€k plnd virioni a byl pozorovan transport
viriond z jadra do cytoplazmy. Jadernd membrana fady bun€¢k byla na nékterych
mistech naru$ena. Cytoplazma byla v této pozdni fazi infekce silné vakualizovana, ale
jaderné membrany i pfes patrné naruSeni stale vykazovaly vysoky stupeil integrity.
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Viriony se zfejmé dostavaly do cytoplazmy v mistech naruseni jaderné membrany, ¢asto
na vesiklech oddélenych patrné z jaderné membrany. V diplomové praci P. Plevky
(PLEVKA 2002) byla popsana jadra se silné naruSenou membranou, ze kterych
vystupovala laminova vlakna do cytoplazmy, kterd kolokalizovala s proteinem VP1. Je
tedy mozné, Ze transportu virioni do cytoplazmy napomaha interakce proteinu VPI
s laminovymi strukturami. Zablokovani depolymerizace vlakem byla vysvétlena vazbou
proteinu VP1 na tato vlakna (PLEVKA 2002). Interakce laminu s VP1 byla prokazana i
in vitro metodou ,,Far Western“ (PALKOVA, nepublikované vysledky).

Viriony, které se uvolnily do cytoplazmy, mély afinitu k membranovym strukturdm,
ktera miZe byt vysvétlena vazbou proteinu VPl na membranové glykolipidy ¢i
glykoproteiny. Zajimavé bylo pozorovani asociace virionti k membrandm mitochondrii.
V mistech kde byla pozorovana pouze jedna vrstva mitochondridlni membrany, se
vazalo velké mnoZstvi virionu, zatimco na dvojitou membranu se viriony nevazaly. To
by mohlo ukazovat na doposud neznamou interakci proteinu VP1 s n€jakym proteinem

vnitini membrany mitochondrii.

Ve studii AN et al. (2000) pozorovali linii bun€k 3T6 infikovanych mySim
polyomavirem a ukézali, Ze vétSina bunék podléha nekroze a pouze 5 — 10 % procent
bunék vykazuje znaky apoptdzy. Tato zji§téni jsou v souladu s na$im pozorovanim, kdy
v Case 48 hodin po infekci byla pozorovéana apopt6za jen u ¢asti buné€k, zatim co vétSina
bunék méla rysy nekrézy. Pfitomnost obou typl bunétné smrti by se dala vysvétlit
nasledovné: Pii destrukci buné€k navozené mySim polyomavirem ziejmé hraji zna¢nou
roli strukturni proteiny. Pfi individudlni transientni expresi jednotlivych strukturnich
proteini v savéich burikich byly pozorovany vyrazné cytotoxické efekty
(KECKESOVA 2003, BOURA 2004). Studie strukturnich proteinii ptibuzného viru
SV40 (GORDON-SHAAG et al. 2003), ukazala vazbu strukturnich proteintt VP1 a VP3
k jadernému enzymu poly(ADP-rib6za) polymeraze (PARP), ktery se u€astni procesd,
jako je oprava poSkozené DNA, rekombinace ¢i apoptdza. Masivni produkce tohoto
enzymu, stimulovana proteiny VP1 a VP3, vede k nekrotické smrti buriky, pfi niz
dochazi k naruSeni integrity membran a to umozZiuje virovému potomstvu buriku
snadno opustit.

Naopak apoptéza by mohla byt indukovana zejména v silné transformovanych
bunikach jesté drive, pei by se mohl projevit toxicky vliv strukturnich proteint

produkovanych ve velkém mnozZstvi az v prib&hu pozdni faze infekce, coZ je v souladu

104



s naS$im pozorovanim pocateCnich projevil apoptdzy jiz v Case 24 hodin po infekci a
pozorovanim kompaktnich jadérek. Tuto hypotézu podporuje studie indukce apoptozy
pfi transformaci virem SV40, ktera ukazuje na schopnost velkého T antigenu indukovat
apoptézu pomoci dvou segmenti na opaénych koncich LT molekuly (COLE a
TEVETHIA 2002) Vzhledem k sekven¢ni ptfibuznosti genomu obou virti by se obdobné
vlastnosti dali ofekavat i u T antigeni mySiho polyomaviru. Apoptéza mohla byt

indukovana i jako obrana buriky proti patogenu (O'BRIEN 1998).

6. 2. Interakce PyV s bunéénymi proteiny

Béhem infek¢niho cyklu interaguje mys$i polyomavirus s celou fadou bunéénych
proteinti a struktur. Nékteré takové interakce, zejména v €asnych fazich polyomavirové
infekce jiz byly v nai laboratoti studovany (LIEBL 2000, VELKOVA 2003). Pro dalsi
studium interakci a studium reorganizace jadra béhem pozdnich fazi infekce, bylo nutné
vyzkous$et metodu imunoelektronové mikroskopie s vybranymi virovymi a bunéénymi
antigeny a protilatkami. VyzkouSeli jsme také dva postupy ke zvySeni efektivity
imunoznaceni odkryvanim antigent na ultratenkych fezech.

Metody imunoelektronové mikroskopie umoziiuji oznacit antigeny na povrchu
ultratenkych fezi pomoci primarnich a sekundarnich protilatek, které jsou konjugované
s elektrodenznimi ¢asticemi koloidniho zlata o velikosti né€kolika nanometrd. Problém
mizZe nastat u nékterych komeréné dostupnych primarnich protilatek, které se sice
s ispéchem pouzivaji pro imunoflourescénéni znaleni, ale nemuseji byt pouZzitelné
elektronovou mikroskopii. S problémem interakce protilatky a antigenu na ultratenkych
fezech jme se setkali v naSi laboratofi uz dfive (LIEBL 2000). Pokusili jsme se jej
vyfesit ptipravou nové polyklonalni protilatky proti kapsidovému proteintt VP1. Nova
protilatka byla uspé$na jak pii metodé pfimé imunoelektronové mikroskopie, tak i pfi
znateni na ultratenkych fezech (VELKOVA 2003).

Pro sledovani pfipadnych interakci virovych struktur s bunéénymi proteiny v
pozdnich fazich infekce byla v této praci pouzita metoda tzv. ,,post-embeddingu‘. Pfi
této metodé dochazi ke znaleni antigend na ultratenkych fezech zapolymerovanych
vzorkli. Metoda vyZaduje Setrnou fixaci bun€k a vhodné zalévaci médium. D. Liebl
(2000) ukazal, Ze pouziti glutaraldehydu i v malych koncentracich (jiz pii koncentraci
0,1 %) ma negativni vliv na zachovani specifickych epitopii na povrchu fezli pro
interakci s protilatkami. Proto jsme vzorky fixovali 3% paraformaldehydem u n¢hoz

nebyl negativni vliv na antigenicitu prokazan a glutaraldehydem v koncentraci 0,05 %,
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ktera jest¢ antigeny nenicila. Jako vhodné zalévaci médium byla pouzita pryskyfice LR-

White, ktera zachovavala do jisté miry i morfologickou strukturu.

Touto metodou jsme testovali v ¢asech 24, 36 a 48 hodin po infekci vybrané proteiny
bunécného jadra: histon H1, lamin, nukleoporin a protein YY1. Kromé proteinu YY1
bylo u vSech testovanych bunéfnych antigend provedeno dvoji znaeni - téZ
kapsidového proteinu VP1. Pfed imunoznadenim laminu byly na fezech vyzkouseny
metody pro odkryvani antigent. Pro znaceni jadernych markert byly pouzity komeréni
protilatky, které sice fungovaly pfi imunoflurescenci, ale nebyly ovéfené elektronovou
mikroskopii.

Histon H1 je sice soucasti replika¢nich komplexti mysiho polyomaviru, ale nenachazi
se ve zralych virionech (McMILLEN a CONSIGLI 1974, YUEN a CONSLIGLI 1985).
Imunoznaceni protilatkou proti H1 a proti VP1 bylo provedeno v burikach v ¢ase 36
hodin po infekci. Znaceni obou proteinii bylo pomérné silné a histon H1 byl lokalizovan
pfedev§im v mistech, kterdA nebyla vyplnéna viriony. Vyrazné byl oznacen
jaderny chromatin. Pozorovani odpovida znamym skute¢nostem, Ze histon H1 je béhem
morfogeneze vyté€siiovan z virového minichromosomu a nenachazi se v maturovanych
virionech.

Pfi dvojim znaCeni nukleoporinu a proteinu VP1 v ¢ase 36 hodin po infekei,
odpovidala lokalizace obou proteinti ofekavanim. Nukleoporin je souéésti komplext
jadernych porti a znacka byla pozorovana na specifickych mistech jaderné membrany a
nekolokalizovala se znaéenim proteinu VP1, které se vyskytovalo pfevazné€ na virionech.
Protein YY1 byl detekovan v jadrech bunék fixovanych v ¢asech 24, 36 a 48 po infekci.
Znaleni proteinu v ¢ase 24 hodin, odpovidalo normalnimu rozmisténi YY1 (body po
celém jadfe podobné jako v neinfikovanych burikach). Lokalizace YY1 odpovidala
imunofluorescenénimu obrazu YY1 ziskanému P. Plevkou (PLEVKA, 2002). V ase 36
hodin, kdy se jiZ v jadrech vyskytovalo virové potomstvo, byl YY1 detekovan v té€sné
blizkosti oblasti s virovym potomstvem. Znacka se také objevovala na fibrilarnich
komponentech jadérek, rovnéz v blizkosti virového potomstva. Tato lokalizace je
v souladu s moznou hypotézou, Ze by se YY1 mohl t¢astnit morfogeneze viriond, ktera
je vsoucasné dobé ovéfovana v nasi laboratofi. V ¢ase 48 hodin po infekci byla jiz
struktura buné¢k pomérné $patné zachovala, coZ miZe byt dano slabsi fixaci, zalévacim
médiem a pouzitym slab$im kontrastovanim uranyl acetatem, ale hlavné také patrné

pokrocilym ¢asem infekce, kdy jiZ buriky podléhaji znaéné destrukci. V té€chto buiikach
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byla znaCka proteinu YY1 lokalizovana na zbytcich chromatinu na riznych mistech
jadra.

Metodami klasické imunoelektronové mikroskopie se nam nikdy nepodafilo oznadit
lamin. Proto byla pfed imunozna¢enim pouZzita metoda odkryvani antigend. Lamin byl
znaCen na fezech bun€k v ¢ase 48 hodin po infekci, kde mohl byt detekovan i v
cytoplasmé pii uvolfiovani viriont z jader infikovanych bunék tak jak jsme pozorovali
metodami konfokalni mikroskopie (PLEVKA 2002). Pro odkryti antigeni byly
provedeny oba pfistupy. Jeden s pomoci 8 % metaperiodatu sodného (NalO4) na fezech
bun€k zapolymerovanych do pryskyfice AGAR100. Bylo totiZ ukazano, Ze inkubace
v NalO4 je schopné odkryt antigeny i po fixaci vzorkli osmiem a zapolymerovani do
epoxidové pryskyfice (STIRLING a GRAFF 1995). Druhy pfistup piedstavoval
inkubaci fezli bun€k zapolymerovanych do pryskyfice LR-White v citratovém pufru, pH
6 pii zvySené teplot€¢ (STIRLING a GRAFF 1995). Ani jeden pfistup vSak k oznaceni
laminu nevedl, pouze bylo pozorovano zesilené znaCeni proteinu VP1 na virionech po
ptedchozi inkubaci v citratovém pufru.

V budoucnu by mohla byt v nasi laboratofi vyzkouSena metoda ,,quick-freeze freeze-
substitution®, ktera spoc¢iva v rychlé fixaci bun€k zmraZenim bun€k v tekutém héliu a
nasledné mrazové substituci. Tato metoda byla v nedavné dob€ Usp€sn€ pouZita praveé
pro znaeni laminu v my$ich burikach (SENDA et al. 2005), ale naSe laboratof zatim

nedisponuje potiebnym vybavenim nutnym k provedeni metody.

6. 3. Interakce genomu mySiho polyomaviru s proteinem VP1 za pritomnosti
transkrip¢niho faktoru YY1 provadéné in vitro

Mechanismus procesu sestavovani virioni a enkapsidace genomu mySiho
polyomaviru, ktery se odehrava v jadrech v pozdnich fazich infekce neni zndm. Protoze
se dosud nepodafilo sestavit viriony z virového minichromosomu a virovych
strukturnich proteint in vitro, ptedpoklada se, Ze v tomto procesu hraji roli struktury a
proteiny jadra hostitelské buiikky. Ze studia morfogeneze SV40 provedeného
A.Oppenheim (2002) vyplyva, Ze v regulaéni oblasti genomu SV40 se nachdzi iniciacni
sekvence zvana ses, nutna pro zahajeni morfogeneze. Do ses sekvence se vaze
transkripéni faktor Spl. Tento faktor také fyzicky interaguje se strukturnimi proteiny
SV40. Autorka vyslovila hypotézu, ze Spl zprostfedkovava vazbu pentamerd VP1 (i
s proteiny VP2/3) a genoma SV40 a zahajuje tak proces sestavovani virionll. V genomu

mysiho polyomaviru se vSak nenachazi Zadna vazebna mista pro Spl. Pfi hledani
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putativnich buné¢nych faktord, které by se mohly na morfogenezi mysiho polyomaviru
podilet, byl kromé chaperonil vytypovan jako jeden z kandidatd bunéény transkripéni
faktor a pleiotropni regulator, YY1.

Protein YY1 byl vybran diky n€kolika jeho vlastnostem. Rozpoznava 4 vazebna mista
na polyomavirové DNA (GENDRON et al. 1996, MARTELLI et al. 1996), interaguje
ptimo s D-E smy¢kou kapsidového proteinu VP1 (PALKOVA et al. 2000b), béhem
pozdni infekce migruje do mist, kde se akumuluje i protein VP1 a kde dochézi k tvorbé
virového potomstva (PLEVKA 2002, nepublikované vysledky) a navic interaguje s
jadernou matrix (pivodné byl identifikovan jako protein s afinitou k jaderné matrix)
(GUO et al. 1995). YY1 by mohl tedy plnit funkci jakéhosi prostfednika, ktery by se
uplatiioval v asociaci genomi PyV k jaderné matrix a k fizené interakci se strukturnimi
proteiny. YY1 patti také mezi proteiny polycombové skupiny (ATCHISON et al. 2003)
a mohl by se ucastnit kondenzace virovych genomu.

Tato cast diplomové je tedy zaméiena na hypotézu, Ze YY1 by mohl hrat u
polyomaviru podobnou roli jakd byla postulovdna pro Spl u SV40. Pro ovéfeni
hypotézy byly pfipraveny reakéni smési, ve kterych byly sledovéany in vitro interakce
mezi proteinem VP1, proteinem YY1 a polyomavirovou DNA, jez se v reakcich
vyskytovaly v ur€itych molarnich pomérech.

Reakce byly vizualizovany elektronmikroskopickou metodou rozprostirani (spreading)
za pouZziti BAC. Tato metoda pro svoje vysoké rozliSeni umozZiuje sledovat samotné
nukleové kyseliny i komplexy nukleovych kyselin a proteind. Pfidéni proteinu YY1, v
7-nasobném molarnim nadbytku oproti DNA, mélo za nasledek vytvofeni smycek na
DNA. Zajimavé bylo, Ze tyto vlasenky vznikaly nejen na linearizované polyomavirové
DNA, ale i na menSich vlaknech bakterialni plazmidové DNA, ze které byl
polyomavirovy genom vyStépen. L. Hornikova (2005) nalezla na plazmidové DNA
(pMJ) specifickou sekvenci pro vazbu YY1 vzdalenou 650 bp od konce linearizované
molekuly.

Pentamery proteinu VP1 ve 20-ndsobném molarnim nadbytku oproti DNA se vézaly,
jak se dalo oekavat na DNA nespecificky. Pokud byl v reakéni smési pfitomen protein
VP1 (ve 20-ndsobném molarnim nadbytku vzhledem k DNA) i protein YY1 (v 50-
nasobném molarnim nadbytku), dochazelo ke tvorbé velikych agregétti. Tyto agregaty
by mohly vznikat provazanim pentamer VP1 na riznych mistech DNA pres YY1
mustky. Nicméné byly pozorovany dlouhé Gseky na DNA, které zlstavaly ,holé*“. Na

velikost agregath méla vliv koncentrace proteinu YY1, jelikoZz pii dvojnasobné
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koncentraci YY1 (ve 100-nasobném molarnim nadbytku oproti DNA a pfi stejné
koncentraci VP1 pentamer) se vytvafely mensi shluky a v n€kterych ptipadech byly
pozorovany agregaty ve forme€ smycky nukleové kyseliny obalené pentamery VPI,
obtacejici se kolem elektrodenziho ,jadra“. ,,Smyckovité“ agregity by mohly
disociované prazdné kapsidy interagujici s molekulami DNA. Problém téchto pokusi
spoc¢iva také ve skuteCnosti, Ze reakce probihaly v redukénich podminkach
(v pfitomnosti dithiotreitolu), aby se piedeSlo tvorbé prazdnych kapsid. Interakce
testovanych sloZek tak mohly byt naruSené.

Silné redukénim podminkdm by bylo mozZné se vyhnout, pokud by byla pfipravena
mutanta proteinu VP1, ve které by chybél flexibilni C-konec odpovédny za
interpentamerické vazby, aby nemohlo dochazet k asociaci pentamer do struktur
prazdnych kapsid. Konstrukt plazmidu nesouciho mutovany VP1 byl v ramci této prace
pfipraven a restrikéné ovéfen. Dalsi analyzy budou provadény po izolaci pentamer

tvofenych touto dele¢ni mutantou VP1.

6. 4. Ultrastrukturni analyza pusobeni syntetického peptidu C35 obsahujiciho
poslednich 35 aminokyselin spoleéného C-konce minoritnich proteini VP2 a VP3
na buiiky.

Tato ¢ast diplomové prace obsahuje pfedbézné vysledky ultrastrukturni analyzy vlivu
synteticky pfipraven¢ho peptidu C35 na savéi buiiky. Analyza je soucasti komplexni
studie funkce C-konce minoritnich strukturnich proteind polyomaviru v replikaénim
cyklu a rozSifuje vysledky prezentované v diplomové praci V. Jiraska (2006), ve které
byla studovdna pomoci nepiimé inmunofluorescence interakce peptidu s cytoplazma-
tickou membranou (po piidani peptidu k burikam do ristového média).

Peptid C35 je tvofen poslednimi 35 aminokyselinami z C-konce minoritnich proteint
mysiho polyomaviru. C-koncova &ast minoritnich proteind, obsahujici a helix a
n€kolika aminokyselinami oddé€leny sled bazickych aminokyselin vyhovuje svym
uspotfadanim konsensu tzv. protein transduk¢ni domény. NaSe hypotéza je, Ze by se po
konforma¢nich zménach mohla uplatiiovat v interakci s membranami pii vstupu viriond
do bun€k nebo pfi uvolnéni virionti z endozomalnich kompartmentt nebo pii dopravé

virovych genom do jadra.
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Synteticky piipraveny peptid C35 byl ptidan k my$im fibroblastim 3T6, po dobu 5,
10, 15 a 30 min. Po inkubaci byly buiky fixovany 3 % glutaraldehydem,
zapolymerovany do epoxidové pryskytice AGAR100 a kontrastovany acetatem uranylu.

Oproti kontrolnim buiikdm bylo po 5 minutové inkubaci v naprosté vétSin€ bunck
pozorovano naruSeni plazmatické membrany, u 50 % procent bun€k dochazelo tésn¢
pod membranou k tvorbé velkého mnozstvi velikostné homogennich hladkych vacku a
v nékterych buiikach byla pozorovana i indukce tvorby klatrinovych va¢kt. Neobalené
valky byly pozorovany i v 10 a 15 minutach po inkubaci, avSak hloub¢ji v cytoplazmé
za ochranou bariérou svazkii aktinovych mikrofilament. N&které vacky tvotily shluky
kolem vlaknitych struktur. V deseti minutdch po inkubaci byly va¢ky pozorovany
v blizkosti vlaken odpovidajicich struktufe mikrotubuli (Obr. 6.1).

Tyto vysledky by mohly znamenat endocytozu peptidu do bun€k a koresponduji
svysledky V. Jiraska (2006), ktery pomoci nepfimé imunofluorescence pozoroval
Caste¢nou kolokalizaci peptidu s lehkym feté€zcem klatrinu v 5 minutach po inkubaci a
v 15 minutach po inkubaci pozoroval kolokalizaci peptidu s markerem kaveolarni
endocytézy kaveolinem-1. Pfitomnost peptidu C35 v endocytickych drahach bude

nicméné nutno ovetit jest€ imunoelektronovou mikroskopii.

Obr. 6.1 a) Vacky o homogenni velikosti (§ipky) v blizkosti vlaken pfipominajicich mikrotubuly v ase
10 min po interakci s peptidem C35 (koncentrace 10 pg / ml media). Usetka: 0,5 pm b) Kolokalizace
peptidu C35 (zeleny) s a tubulinem (Eerveny), DNA (modie) v mysich fibroblastech 3T6 v ¢ase 15 minut
po inkubaci s peptidlem C35 (koncentrace 10 pug / ml media). Usetka: 10pm. Obr. 6.1b prevzat
z diplomové prace V. Jirasko (2006).
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Zakulaceny tvar bunék ovlivnénych peptidem b&hem 5, 10 a 15 minut inkubace
zvétSena jadra i jadérka, rovnéZ zvétSené, kulovité endoplazmatické retikulum a zietelné
poskozena cytoplazmatické membrana, ukazuji na toxicky ucinek peptidu C35 na buriky.
Nékteré buriky jiz v 5 minutach po inkubaci vykazovaly pokrocilé stadium apoptozy.
Tyto burniky byly zfejmé zasazeny vétSim mnoZstvim peptidu a nedokazaly prezit.
Apototické buiiky byly pozorovany ve vSech zmitiovanych ¢asech, jejich mnozstvi se
vSak s nartstajici dobou inkubace nezvy$ovalo. Buriky pozorované 30 minut po pfidani
peptidu piekvapivé vypadaly zdravé, podobné jako buiiky kontrolni. Toto pozorovani
by mohlo byt vysvétleno prvotni reakci bune€k na stress, kterda mize vést k apoptdze
(CHAN et al. 2005) a ty buriky, které nebyly pisobenim peptidu usmrceny jej dokazaly
eliminovat. Pozorovani provedena konfokalni mikroskopii toto vysvétleni podporuji:
Hodinu po adsorpci peptidu na buriky signadl polyklondlni protildtky proti VP3
v buiikach, které prezily, zmizel. Nedavné pokusy studia u€inkd peptidu na lipozémy
(R.FISER, nepublikované vysledky) ukazaly, e C35 peptid je schopen se zanofit do

membrany lipozému a zpusobit jeji naruseni.
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7. SOUHRN
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Vysledky této diplomové price je mozno shrnout do nasledujicich bodu:

» Provedli jsme ultrastrukturni analyzu dynamiky infekce mys$iho polyomaviru a
popsali strukturni zmény v burikdch nastavajicich v ddsledku infekce. V
nékterych butikach jsme pozorovali indukci apoptozy, ve vétSiné bun€k jsme
pozorovali nekrotické procesy. Zpusob uvolilovani viriond nebyl objasnén, ale
byl pozorovan intenzivni transport virového potomstva z jadra do cytoplazmy a
viriony vykazovaly afinitu k membranovym strukturam, zejména naruSenym

membranam mitochondrii.

» Metodou imunoelektronové mikroskopie jsme sledovali lokalizaci vybranych
jadernych proteind a organizaci jader béhem pozdnich fazi infekce. Pozorovali
jsme bunécny histon H1 v sousedstvi virionovych depozitli, coZ souhlasi s jeho
absenci v maturovanych virionech. Déle jsme otestovali metodu odkryvani

antigenu na ultratenkych fezech.

» Pfipravili jsme podminky pro EM sledovani interakci v in vitro systému mezi
polyomavirovou DNA, kapsidovym proteinem VP1 a bunéénym transkripénim
faktorem YY1.

» Zkonstruovali jsme rekombinantni plazmid nesouci gen pro zkraceny protein
VP1, ktery postrada poslednich 31 aminokyselin ze svého C-konce, a nebude tak
vytvéafet prazdné kapsidy a izolovali jsme pozitivni kolonie pro naslednou
produkci tohoto mutantniho proteinu v bakteriich. Expresi AVP1 genu bude

nutno ovéfit.

» Provedli jsme ultrastrukturni analyzu mysich fibroblastii po jejich inkubaci se
syntetickym peptidem tvofenym 35-ti aminokyselinami z C-konce minoritnich
strukturnich proteint VP2 a VP3, které strukturou pfipominaji protein
transduk¢ni domény. Pozorovali jsme, i) naruSenou plazmatickou membranu
bunék, ii) indukci tvorby hladkych monopinocytickych i klatrinovych vacku a
jejich kolokalizaci s aktinovymi vldkny a mikrotubuly, coZ je v souladu s
pozorovanim pomoci konfokadlniho mikroskopu, iii) znamky apoptézy u
n¢kterych bunék.
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INTRODUCTION

The mouse polyomavirus (PyV) is a small tumorogenic DNA virus. Its
genome encodes only six gene products, three early (large, middie and small
T antigens) and three structural proteins (VP1, VP2 and VP3). Mechanisms
of cell transformation by PyV has been intensively studied. Also, PyV capsid-
like particles, self-assembled from the PyV major capsid protein, are
investigated as potential vectors for gene- and immuno-therapy. However,
little is known about interactions of Py virions and individual proteins with
cellular structures during virus entry and trafficking towards cell nucleus. Also
detailed analysis of cell structural changes as a response on PyV infection
during virion assembly and release of virus progeny is missing.

The purpose of this work is to analyse changes in cell structures during
late phase of PyV infection.

RESULTS

Synchronized mouse 3T6 fibroblasts were infected with PyV, scraped at
12, 24, 36 and 48 h post infection (h p.i.), and embedded either to epoxy
resin AGAR 100 (for morphology analysis) or to acrylate resin LR White (for
immunoelectron microscopy). Unlike uninfected cells (Fig. 1 a), volume of the
nuclear compartment of infected cells increased markedly already 3 h p.i.
(Fig. 1 b). After 12 h p.i., large nucleoli with nucleolonemas were observed
(Fig. 2 a) suggesting stimulation effect of PyV infection, as nucleoli of this
type were seen in cells engaged in intensive metabolism or in proliferation.
The structure of cytoplasmic organelles was also changed, particularly rough
endoplasmic reticulum (RER) became swollen (Fig. 2 b), indicating increased
synthesis of proteins. With progression of infection (24 h p.i.) the volume of
nucleoli still increased and their architecture was changed from type with
nucleolonema to a more compact type (Fig. 3 a). The giant mitochondria
were found in the cytoplasmic area, indicating early steps of apoptotic
process (Fig. 3 b). The first virus progeny located at specific sites of the
nucleus were observed after 36 h p.i. The newly synthetized virions were
often observed in the proximity of nucleoli (Fig. 4 a), as indicated by the
marker of major capsid PyV protein VP1 (Fig. 4 b). However, at the same
time, some cells contained high amount of virions spread all over the nucleus
(Fig. 4 c). In addition, the openings in the nuclear membrane, for virion
release, were found. At this time of infection, most of the nucleoli revealed
compact character, typical for transformed cells (Fig. 4 d). The apoptosis
continued by chromatin clumping, indicating its later stages (Fig. 4 e). In
addition, the mutual localization of PyV VP1 marker with both histon H1 or
nucleoporin (NuP) proteins was followed at this time of infection. Anti VP1
antibody indicated clearly PyV progeny, while H1 marker was predominantly
localized on the chromatin of infected cells (Fig. 5 a). The NuP protein was
found in specific sites without any colocalization with VP1 marker (Fig. 5 b).
Release of virus progeny continued at 48 h p.i.. Surprisingly, new virions
released from cell nuclei were found attached to intracellular membrane
structures decorating membranous vesicles and in some cases also
membrane of destroyed mitochondria (Fig. 6).

CONCLUSIONS

Electronmicroscopic approaches were used to analyse the
ultrastructural changes of mouse fibroblasts after PyV infection
and to find out cooperation of virus with some cellular
components during virions assembly and their release from the
cells. The strong stimulation effect of PyV infection is obvious
from increase of nuclear volume of infected cells already after
virus internalisation and by presence of nucleoli with
mucleolonema. The late phases of infection are characterized
by increase of protein synthesis, as indicate swollen RER.
Compact nucleoli indicate transformed character of infected
cells. Localization of virus progeny in the proximity of nucleoli
indicates that these organelles could help with virion replication
and/or assembly. It has been described (Olson et al. Cell
Biology, 10, 189-195 (2000)) that variety of macromolecules are
present in the nucleolus with no apparent function in ribosomal
machinery and that nucleolus serves as a staging area for
transport in nuclear compartment. Finding of giant mitochondria
confirms the induction of initial steps of apoptotic process in the
cytoplasm of PyV infected cells. The growing of virions number
actively promotes the late steps of apoptosis in the nuclei. On
one hand, the apoptosis could represent a defence of the cells
against virus infection, but on the other hand, the apoptosis
could help to spread virus progeny to surrounding cells.
Accumulation of H1 histone around the sites of virus assembly,
prove its elimination from mature virions. The composition of
membranous structures that PyV uses for its release from
infected cells remains to be elucidated.



