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ABSTRAKT 

(ÌÁÖÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÊÅ ÐÒÏÄÕËÔÅÍ ÐÏÚÄÎþÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖĻÃÈ ÇÅÎĳ Á ÊÅÄÎÜ  

ÓÅ Ï ÎÅÊÖñÔĤþ Á ÚÜÒÏÖÅĐ ÔÁËï ÎÅÊÖþÃÅ ÚÁÓÔÏÕÐÅÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ ÃÅÌï ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖï ËÁÐÓÉÄÙȢ  

Vzhledem k ÎþÚËï ËĕÄÕÊþÃþ ËÁÐÁÃÉÔñ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖĻÃÈ genomĳ ÓÅ ÕÖÁĿÕÊÅȟ ĿÅ ËÒÏÍñ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ 

role by protein VP1 ÍÏÈÌ ÍþÔ Ö ÐÏÚÄÎþ ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÃÙËÌÕ É ĠÁÄÕ ÄÁÌĤþÃÈ ÆÕÎËÃþȢ 0ÒÜÖñ ÎÁ ÊÅÊÉÃÈ 

ÓÔÕÄÉÕÍ ÊÅ ÔÁÔÏ ÄÉÐÌÏÍÏÖÜ ÐÒÜÃÅ ÚÁÍñĠÅÎÁȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÂÙÌÏ 

ÐÏÚÏÒÏÖÜÎÏȟ ĿÅ ÊÅ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÜÚÁÔ ÓÅ ÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ 0ÒÖÎþÍ ÃþÌÅÍ ÔïÔÏ 

ÐÒÜÃÅ ÂÙÌÏ ÏÔÅÓÔÏÖÁÔȟ ÊÅÓÔÌÉ ÊÓÏÕ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÓÃÈÏÐÎÙ ÔïÔÏ ÖÁÚÂÙ É ÂÅÚ ĭéÁÓÔÉ ÄÁÌĤþÃÈ 

ÂÕÎñéÎĻÃÈ ɉéÉ ÖÉÒÏÖĻÃÈɊ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ .Á ÚÜËÌÁÄñ in vitro ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÕ ÍĳĿÅÍÅ ĠþÃÉȟ ĿÅ ÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 

VP1 ke strukÔÕĠÅ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÖÜĿÅ ÖÅÌÍÉ ÎÅÅÆÅËÔÉÖÎñȢ  $ÒÕÈĻÍ ÃþÌÅÍ ÔïÔÏ ÐÒÜÃÅ ÂÙÌÏ ÐĠÉÐÒÁÖÉÔ 

ÄÅÔÅËéÎþ ÓÙÓÔïÍȟ ËÔÅÒĻ ÂÙ ÕÍÏĿÎÉÌ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÔ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ 

polyomaviru BK. Proto byly ÐĠÉÐÒÁÖeny ÅØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÐÒÏÄÕËÕÊþÃþ . Á # ËÏÎÃÏÖñ ÚÎÁéÅÎĻ 

ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȟ ÊÅÎĿ ÍñÌ ÔÕ ÖÌÁÓÔÎÏÓÔ, ÂĻÔ Ö ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎȢ 0ÏÍÏÃþ 

ÎÜÓÌÅÄÎï ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ byly izolovÜÎÙ ÃÅÌï ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙȟ ÊÅĿ ÔÅÎÔÏ 

ÍÏÄÉÆÉËÏÖÁÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌÙȢ (ÍÏÔÎÏÓÔþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉþ byly ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ jednotlivï 

izolovanï proteiny Á ÐÏ ÎÜÓÌÅÄÎï ÁÎÁÌĻÚÅ Á ÆÉÌÔÒÁÃÉ ÄÁÔ byl sestaven ÓÅÚÎÁÍ ρςψ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ 

ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ "+Ȣ 

+ÌþéÏÖÜ ÓÌÏÖÁȡ ÍÙĤþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓȟ "+ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓȟ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȟ 6,0Óȟ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ 

ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅĠÉ 



ABSTRACT 

The main structural protein VP1 is the product of late polyomaviral genes and it is  

the largest and the most abundant protein of the whole polyomaviral capsid. Because of the low 

coding capacity of the polyomaviral genomes, it is considered that in addition to its structural 

role the VP1 protein might have some additional functions in the late phase of the infectious 

cycle. This diploma thesis is exactly on these additional functions. In the case of the VP1 protein 

of mouse polyomavirus, it was observed that the protein is capable of binding  

to the structure of cellular microtubules. The first objective of this work was to test whether 

pentamers of the VP1 protein are able of this binding without the participation  of other cellular 

(or viral) proteins. Based on an in vitro experiment, we showed that protein VP1 binds  

to the structure of microtubules very inefficiently. The second objective of this work was  

to prepare a detection system that would allow an identification of potential interaction 

partners of BK polyomavirus VP1 protein. Therefore, expression plasmids producing  

the N and C-terminally  tagged VP1 protein were prepared. These tagged proteins had  

the property of being biotinylated whilst being produced in the transfected cells.  

By using affinity chromatography, the entire protein complexes containing the modified protein 

were isolated. Using mass spectrometry, individual isolated proteins were identified  

and after a subsequent analysis and data filtering, a list of 128 potential interaction partners of 

BK polyomavirus VP1 protein was compiled. 

Keywords: mouse polyomavirus, BK polyomavirus, VP1 protein, VLPs, microtubules, 

interactions partners 



S9½b!a th¦¿L¢º/I ½Yw!TEK 

ɻ-SNAP ÒÏÚÐÕÓÔÎĻ .-ethylmaleimid ÓÅÎÚÉÔÉÖÎþ protein ÚÐÒÏÓÔĠÅÄËÕÊþÃþ 
  vazbu Á ÆĭÚÙ ÖÜéËĳ 

AcNPV virus ÔÖÏĠþÃþ ÐÏÌÙÈÅÄÒÁ v ÊÜÄÒÅÃÈ ÂÕÎñË mola Autographa 
 californica 

AP-1 ÁËÔÉÖÁéÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ ρ 

APS ÁÍÏÎÉÕÍ ÐÅÒÓÕÌÆÜÔ 

ATM ÐÒÏÔÅÉÎ ÍÕÔÏÖÁÎĻ Õ ÓÙÎÄÒÏÍÕ !ÔÁØÉÁ ÔÅÌÁÎÇÉÅÃÔÁÓÉÁ 

BBSome komplex proteinuȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÄÅÆÅËÔÕ ÓÅ ÐÒÏÊÅÖÕÊÅ ÊÁËÏ "ÁÒÄÅÔ-Biedl 
 syndrom 

BKPyV BK polyomavirus 

BSA ÂÏÖÉÎÎþ ÓïÒÏÖĻ ÁÌÂÕÍÉÎ 

CCC DNA ËÏÖÁÌÅÎÔÎñ ÕÚÁÖĠÅÎÜ ËÒÕÈÏÖÜ ÆÏÒÍÁ $.! 

CstF ÆÁËÔÏÒ ÓÔÉÍÕÌÕÊþÃþ ĤÔñÐÅÎþ ɉÐĠÉ ÐÏÌÙÁÄÅÎÙÌÁÃÉ Í2.!Ɋ 

CT-VP1 # ËÏÎÃÏÖñ ÚÎÁéÅÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ 

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol 

$%!$Ⱦ$%!( ÈÅÌÉËÜÚÙ 2.! ÈÅÌÉËÜÚÙ Ó ËÏÎÚÅÒÖÏÖÁÎĻÍ ÍÏÔÉÖÅÍ ÁÓÐÁÒÔÜÔ-ÇÌÕÔÁÍÜÔ-alanin- 
 ÁÓÐÁÔÜÔȾÈÉÓÔÉÄÉÎ 

DMEM Eaglovo Íïdium ÍÏÄÉÆÉËÏÖÁÎï $ÕÌÂÅÃÃÅÍ 

DTT 1,4-dithiotreitol  

E2F éÁÓÎĻ ÆÁËÔÏÒ ς 

EDTA ËÙÓÅÌÉÎÁ ÅÔÈÙÌÅÎÄÉÁÍÉÎÔÅÔÒÁÏÃÔÏÖÜ 

EGTA ËÙÓÅÌÉÎÁ ÅÇÔÁÚÉÄÏÖÜ 

ERAD ÄÅÇÒÁÄÁéÎþ ÄÒÜÈÁ ÁÓÏÃÉÏÖÁÎÜ Ó ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËĻÍ ÒÅÔÉËÕÌÅÍ 

ERdj5 ÐÒÏÔÅÉÎ υ ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ ÒÅÔÉËÕÌÁ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÄÏÍïÎÕ $.! * 

FBS ÆÅÔÜÌÎþ ÂÏÖÉÎÎþ ÓïÒÕÍ 

FEN1 ÅÎÄÏÎÕËÌïÚÁ ρ ĤÔñÐþÃþ $.! ÐĠÅÓÁÈ ɉÕ /ËÁÚÁËÉÈÏ ÆÒÁÇÍÅÎÔÕɊ 

GFP ÚÅÌÅÎĻ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎéÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 

GTB ÏÂÅÃÎĻ ÔÕÂÕÌÉÎÏÖĻ ÐÕÆÒ 



HEK293 ÌÉÄÓËï ÌÅÄÖÉÎÎï ÅÍÂÒÙÏÎÜÌÎþ ÅÐÉÔÅÌÉÜÌÎþ ÂÕĐËÙ ɉËÌÏÎ ςωσɊ 

Hsc70 ÐÒÏÔÅÉÎ ÔÅÐÌÏÔÎþÈÏ ĤÏËÕ (70 kDa) 

Hsp90 ÐÒÏÔÅÉÎ ÔÅÐÌÏÔÎþÈÏ ĤÏËÕ (90 kDa) 

Hsp105  ÐÒÏÔÅÉÎ ÔÅÐÌÏÔÎþÈÏ ĤÏËÕ (105 kDa) 

ICTV -ÅÚÉÎÜÒÏÄÎþ ÖĻÂÏÒ ÐÒÏ ÔÁØÏÎÏÍÉÉ ÖÉÒĳ 

JCPyV JC polyomavirus 

LB ÍïÄÉÕÍ Luria-Bertani ÍïÄÉÕÍ 

MAP mikrotuÂÕÌ ÁÓÏÃÉÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

MBA .ȟ.ᴂ-methylenbisakrylamid 

MPyV ÍÙĤþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ 

NCCR ÎÅËĕÄÕÊþÃþ ËÏÎÔÒÏÌÎþ ÏÂÌÁÓÔ 

NF-ʆ" ÊÁÄÅÒÎĻ ÆÁËÔÏÒ ʆ " 

NRZ komplex ËÏÍÐÌÅØ ÐÒÏÔÅÉÎĳ .!'ȟ RINT1 a ZW10 

NT-VP1 . ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ 

OC DNA ÏÔÅÖĠÅÎÜ ËÒÕÈÏÖÜ ÆÏÒÍÁ $.! 

OD ÏÐÔÉÃËÜ ÄÅÎÚÉÔÁ 

p53  protein 53 

PARP1 poly(ADP-ÒÉÂĕÚÁɊ ÐÏÌÙÍÅÒÜÚÁ ρ 

PBS ÆÏÓÆÜÔÏÖĻ ÐÕÆÒ 

PCNA ÊÁÄÅÒÎĻ ÁÎÔÉÇÅÎ ÐÒÏÌÉÆÅÒÕÊþÃþÃÈ ÂÕÎñË 

PI3K fÏÓÆÁÔÉÄÙÌÉÎÏÓÉÔÏÌ σ ËÉÎÜÚÁ 

Pipes 1,4-0ÉÐÅÒÁÚÉÎÄÉÅÔÈÁÎÓÕÌÆÏÎÏÖÜ ËÙÓÅÌÉÎÁ 

PP2A ÐÒÏÔÅÉÎ ÆÏÓÆÁÔÜÚÁ ς! 

pRB ÒÅÔÉÎÏÂÌÁÓÔÏÍÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 

rpm  ÐÏéÅÔ ÏÔÜéÅË ÚÁ ÍÉÎÕÔÕ 

204% ÂÕĐËÙ ÒÅÎÜÌÎþ ÅÐÉÔÅÌÉÜÌÎþ ÂÕĐËÙ ÐÒÏØÉÍÜÌÎþÃÈ ÔÕÂÕÌĳ 

SDS-PAGE eÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÁ Ö ÐÏÌÙÁËÒÙÌÁÍÉÄÏÖïÍ ÇÅÌÕ s dodecylsþranem ÓÏÄÎĻm 

Sf9 linie buÎñË z ÏÖÁÒÉþ ÍĳÒÙ Spodoptera frugiperda (klon 9) 



SGTA ÍÁÌĻ ÐÒÏÔÅÉÎ ɻ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ repetice tetratrikopeptidu  ÂÏÈÁÔïÈÏ ÎÁ 
 glutamin 

siRNA maÌï ÉÎÔÅÒÆÅÒÕÊþÃþ 2.! 

SOC sÕÐÅÒ ÏÐÔÉÍÜÌÎþ ÂÕÊĕÎ ɉÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ÍïÄÉÕÍɊ 

SV40 oÐÉéþ ÖÁËÕÏÌÉÚÕÊþÃþ ÖÉÒÕÓ τπ 

tAg ÍÁÌĻ t antigen 

TAg ÖÅÌËĻ 4 ÁÎÔÉÇÅÎ 

TBE pufr  tris-ÂÏÒÜÔÏÖĻ pufr s EDTA 

TE pufr  tris pufr s EDTA 

TEMED tetramethylethyldiamin  

TEV ÖÉÒÕÓ ÌÅÐÔÁÊþÃþ ÒÏÓÔÌÉÎÕ ÔÁÂÜËÕ 

TPN total parental nutrition  ɉÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ÍïÄÉÕÍ) 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan  

trun cAg ÚËÒÜÃÅÎĻ 4 ÁÎÔÉÇÅÎ 

VLPs viru podoÂÎï éÜÓÔÉÃÅ 

VP1 (2,3) ÖÉÒÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ ρ ɉςȟσɊ 

YY1 ÔÒÁÎÓËÒÉÐéÎþ ÆÁËÔÏÒ 9ÉÎ 9ÁÎ ρ
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*ÓÏÕ ÖÉÒÙ ĿÉÖï ÎÅÂÏ ÎÅĿÉÖïȩ 4Ï ÊÅ ÏÔÜÚËÁȟ ÎÁ ÊÅÊþĿ ÏÄÐÏÖñÄÉ ÓÅ ÖñÄÃÉ ÁÎÉ Ö ÒÏÃÅ ςπρψ ÓÔÜÌÅ 

ÎÅÄÏËÜĿþ shodnout. !Ô ÊÉĿ ÍÜ ËÄÏËÏÌÉÖ ÎÁ ÔÕÔÏ ÏÔÜÚËÕ jakoukoliv ÏÄÐÏÖñì, tak pravdou ÚĳÓÔÜÖÜ,  

ĿÅ ÖÉÒÙ ÖĿÄÙ byly, jsou ale i budou ÎÅÄþÌÎÏÕ ÓÏÕéÜÓÔþ ĿÉÖÏÔÁ ÎÁ :ÅÍÉ. %ØÉÓÔÕÊÅ ÊÉÃÈ ÎÅÐĠÅÂÅÒÎï 

ÍÎÏĿÓÔÖþ Á éÁÓÔÏ ÓÅ ÏÄ ÓÅÂÅ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÖÉÒÏÖï ĠÜÄÙ éÉ éÅÌÅÄñ ÌÉĤþ ÖþÃÅ ÎÅĿ ÒÏÓÔÌÉÎÙ ÏÄ ÚÖþĠÁÔ. Jedna 

ÖñÃ ÊÅ ÁÌÅ ÓÐÏÊÕÊÅȢ 6ĿÄÙ ÓÅ ÔÏÔÉĿ ÊÅÄÎÜ Ï ÏÂÌÉÇÜÔÎþ ÐÁÒÁÚÉÔÙȟ ËÔÅĠþ pro svojÉ ĭÓÐñĤÎÏÕ ÒÅÐÌÉËÁÃÉ 

ÖÙĿÁÄÕÊþ ÔÒÁÎÓÌÁéÎþ ÁÐÁÒÜÔ ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËï ÂÕĐËÙ. A je jedno, ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÂÁËÔÅÒÉÏÆÜÇÙ ÉÎÆÉËÕÊþÃþ 

ÂÁËÔÅÒÉÅ éÉ ÍÅÇÁÖÉÒÙ ÎÁÐÁÄÁÊþÃþ ÁÍïÂÙȢ To, ÊÁËĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ viry  ÄÏËÜĿþ ÉÎÆÉËÏÖÁÎï ÂÕĐËÙ 

ÐĠÅÐÒÏÇÒÁÍÏÖÁÔ ÐÒÏ ĭéÅÌÙ ÓÖï ÖÌÁÓÔÎþ replikace, se ale ÍĳĿÅ ÚÎÁéÎñ ÌÉĤÉÔȢ .ñËÔÅÒï ÖþÒÙ ËĕÄÕÊþ ÖÅÌËï 

ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÐÏÍÏÃþ ËÔÅÒĻÃÈ mohou ÊÅÍÎñ modulovat prostĠÅÄþ ÉÎÆÉËÏÖÁÎï ÂÕĐky.  

*ÉÎï ÖÉÒÙ ÄÏËÜĿþ ÔÏ ÓÁÍï, a to jen s ÈÒÓÔËÏÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳ. $Ï ÔïÔÏ ÓËÕÐÉÎÙ ÐÁÔĠþ É ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙȟ  

ÊÅÊÉÃÈĿ ÓÔÕÄÉÕ ÊÅ ÔÁÔÏ ÐÒÜÃÅ ÖñÎÏÖÜÎÁȢ  

Polyomaviry jsou ÍÁÌï ÖÉÒÙ Ó jen velmi ÎþÚËÏÕ ËĕÄÕÊþÃþ ËÁÐÁÃÉtou. V ÍÏÌÅËÕÌÜÒÎþ ÂÉÏÌÏÇÉÉ 

polyomaviry ÄÏÎÅÄÜÖÎÁ ÈÒÜÌy velkou roli v ÏÂÊÁÓÎñÎþ ĠÜÄÙ ËÌþéÏÖĻÃÈ ÐÒÏÃÅÓĳ ĭéÁÓÔÎþÃþÃÈ  

se ÚÐÒÁÃÏÖÜÎþ ÇÅÎÅÔÉÃËï ÉÎÆÏÒÍÁÃÅ a procesu tumorogeneze. S objevem ÌÉÄÓËĻÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ 

"+ Á *# Á ÎÅÄÜÖÎÏ ÐÏÐÓÁÎïm ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ËÁÒÃÉÎÏÍÕ -ÅÒËÅÌÏÖĻÃÈ ÂÕÎñË se studium ÔïÔÏ 

éÅÌÅÄÉ ale ÓÐþĤÅ ÐĠÅÓÏÕÖÜ ÓÍñÒÅÍ ke studiu ÊÅÊÉÃÈ ÐÁÔÏÇÅÎÎþch ÖÌÉÖĳ ÎÁ ÌÉÄÓËĻ ÏÒÇÁÎÉÓÍÕÓ. 

Vzhledem k ÔÏÍÕȟ ĿÅ polyomaviry ËĕÄÕÊþ ÖñÔĤÉÎÏÕ jen kolem 6 ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÔÁË ÔÙto viry vyvinuly 

ÄÖñ strategie. Jednak ÂñÈÅÍ ÓÖïÈÏ ÒÅÐÌÉËÁéÎþÈÏ ÃÙËÌÕ ÖÙÕĿþÖÁÊþ ÃÏ ÎÅÊÖþÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ hostitelsËï 

ÂÕĐËÙȢ +ÒÏÍñ ÔÒÁÎÓÌÁéÎþÈÏ ÁÐÁÒÜÔÕ ÔÅÄÙ ÖÙÕĿþÖÁÊþ É ÁÐÁÒÜÔ ÔÒÁÎÓËÒÉÐéÎþ éÉ ÒÅÐÌÉËÁéÎþ a mimo 

ÊÉÎï ÒÅÇÕÌÕÊþ svou genovou expresi ÐÏÄÏÂÎĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÊÁËÏ ÊÅÊÉÃÈ ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËï ÂÕĐËÙȢ  

$ÒÕÈĻÍ ÔÙÐÅÍ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖï ÓÔÒÁÔÅÇÉÅ ÊÅ ËĕÄÏÖÜÎþ ÍÕÌÔÉÆÕÎËéÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ,  

ËÔÅÒï ÊÓÏÕ ÓÃÈÏÐÎÙ ÐÌÎÉÔ ÖþÃÅro ĭÌÏÈ ÐĠÉ ÖÉÒÏÖï ÉÎÆÅËÃÉ. Tato strategie se v ÐÌÎï ÍþĠÅ ÕÐÌÁÔĐÕje  

u éÁÓÎĻÃÈ proteinĳ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ Á ÎÅÊÌïÐÅ je ÃÈÁÒÁËÔÅÒÉÚÏÖÜÎÁ Õ ÖÅÌËïÈÏ 4 ÁÎÔÉÇÅÎÕ.  

Tento protein v ÂÕĐÃÅ ÐÌÎþ ĠÁÄÕ ĭÌÏÈ ÏÄ ÚÁÂÌÏËÏÖÜÎþ ÐĠÅÄéÁÓÎï ÁÐÏÐÔĕÚÙ ÁĿ ÐÏ ÉÎÉÃÉÁÃÉ 

ÒÅÐÌÉËÁÃÅ ÖÉÒÏÖïÈÏ ÇÅÎÏÍÕȢ V ÐĠþÐÁÄñ ÐÏÚÄÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÊÅĿ ÔÖÏĠþ ÐĠÅÖÜĿÎñ ËÁÐÓÉÄÏÖï 

proteiny, ÓÅ Ï ÔÁËÏÖĻÃÈÔÏ ÆÕÎËÃþÃÈ ÒÏÖÎñĿ ÕÖÁĿÕÊÅȟ ÁÌÅ ÎÅÊÓÏÕ ÐĠþÌÉĤ ÐÒÏÚËÏÕÍÁÎïȢ  

4ïÍÁÔÅÍ ÔïÔÏ ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÅ je studium ÐÒÜÖñ ÔñÃÈÔÏ ÍÏĿÎĻÃÈ ÆÕÎËÃþȟ a to u dvou 

ÍÏÄÅÌÏÖĻÃÈ ÖÉÒĳ éÅÌÅÄÉ Polyomaviridaeȟ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ Á ÌÉÄÓËïÈÏ BK polyomaviru. 
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2.1 29[96 POLYOMAVIRIDAE 

IÅÌÅì Polyomaviridae ÊÅ ÔÁØÏÎÏÍÉÃËï ÏÚÎÁéÅÎþ ÓËÕÐÉÎÙ ÍÁÌĻÃÈ ÎÅÏÂÁÌÅÎĻÃÈ $.! ÖÉÒĳ, 

ËÔÅÒï ÍÁÊþ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌ ÖÙÖÏÌÁÔ ÏÎËÏÇÅÎÎþ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ Õ ÓÖĻÃÈ ÈÏÓÔÉÔÅÌĳȢ Podle Baltimorova 

ÓÃÈïÍÁÔÕ ÐÁÔĠþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÓÐÏÌÕ Ó ÐÁÐÉÌÏÍÁÖÉÒÙȟ ÁÄÅÎÏÖÉÒÙ Á ÄÁÌĤþÍÉ viry ÄÏ ÓËÕÐÉÎÙ éþÓÌÏ I, 

ÎÅÂÏĩ ÊÅÊÉÃÈ ÇÅÎÅÔÉÃËÜ ÉÎÆÏÒÍÁÃÅ ÊÅ ËĕÄoÖÜÎÁ kruhovou dvouĠÅÔñzcovou DNA molekulou.  

.Á ÚÜËÌÁÄñ ÐÏÄÏÂÎÏÓÔÉ ÖÅ ÓÔÒÕËÔÕĠÅ ÊÅÊÉÃÈ ÇÅÎÏÍÕ Á ËÁÐÓÉÄÙ ÐÁÔĠÉÌÙ polyomaviry ÄĠþÖÅ spolu 

s papilomaviry ÄÏ ÊÅÄÎï éÅÌÅÄÉȟ ËÔÅÒÜ ÎÅÓÌÁ ÏÚÎÁéÅÎþ Papovaviridae. V roce 1999  

ÖĤÁË -ÅÚÉÎÜÒÏÄÎþ ËÏÍÉÓÅ ÐÒÏ ÔÁØÏÎÏÍÉÉ ÖÉÒĳ ɉ)#46ȟ )ÎÔÅÒÎÁÔÉÏÎÁÌ #ÏÍÍÉÔÔÅÅ ÏÎ 4ÁØÏÎÏÍÙ  

of Viruses) taxon Papovaviridae ÚÒÕĤÉÌÁ, Á ÔþÍ byly ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÕÓÔÁÖÅÎÙ ÊÁËÏ ÓÁÍÏÓÔÁÔÎÜ éÅÌÅì 

(Regenmortel et al., 1999). V ÓÏÕéÁÓÎÏÓÔÉ je éÅÌÅì Polyomaviridae ÒÏÚÄñÌÅÎÁ ÄÏ éÔÙĠ ÒÏÄĳȟ  

a to Aflapolyomavirus, Betapolyomavirus, Gamapolyomavirus a Deltapolyomavirus. -ÅÚÉ ÔÙÔÏ éÔÙĠÉ 

rody je ÐÏÄÌÅ ÒÏÚÈÏÄÎÕÔþ )#46 dnes ÒÏÚÄñÌÅÎÏ celkem 83 ÚÎÜÍĻÃÈ ÄÒÕÈĳ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ,  

ÐĠÉéÅÍĿ ÎÅÊÖþÃÅ ÓÅ ÊÉÃÈ ÎÁÃÈÜÚþ Ö ÒÏÄÅÃÈ Alfapolyomavirus (38) a Betapolyomavirus (32).  

+ÒÏÍñ ÔÏÈÏ se v éÅÌÅÄÉ ÎÁÃÈÜÚþ ÊÅĤÔñ ÄÁÌĤþÃÈ ÐñÔ ÄÒÕÈĳ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳȟ ËÔÅÒï Ö ÓÏÕéÁÓÎÏÓÔÉ nejsou 

ÚÁĠÁÚÅÎÙ ÄÏ ĿÜÄÎïÈÏ Ú ÖĻĤÅ ÕÖÅÄÅÎĻÃÈ ÒÏÄĳ (https://talk.ictvonline.org/taxonomy, 03.08.2018 ). 

.ÜÚÅÖ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ ÐÏÃÈÜÚþ Ú ĠÅéÔÉÎÙȢ 3ÌÏÖÏ ÐÏÌÙ ÓÅ ÐĠÅËÌÜÄÜ jako mnoho a oma 

ÚÎÁÍÅÎÜ ÎÜÄÏÒȢ 6Å ÖÏÌÎïÍ ÐĠÅËÌÁÄÕ je tedy polyomavirus ÏÚÎÁéÅÎþ viru ÚÐĳÓÏÂÕÊþÃþch mnoho 

ÔÙÐĳ ÎÜÄÏÒĳȢ 4ÅÎÔÏ ÎÜÚÅÖ ÂÙÌ ÐÏÐÒÖï ÐÏÕĿÉÔ Ö roce 1958 (Stewart et al., 1958) ÐĠÉ ÓÔÕÄÉÕ 

ÐÒÖÎþÈÏ ÏÂÊÅÖÅÎïÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁviru, a to ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ (MPyV). $ÒÕÈĻÍ ÏÂÊÅÖÅÎĻÍ 

polyomavirem pak byl /ÐÉéþ ÖÁËÕÏÌizuÊþÃþ ÖÉÒÕÓ τπ ɉ36τπ, Simian vacuolating virus 40),  

ËÔÅÒĻ byl objeven v roce 1960 jako kontaminanta ÓÔÁÒĤþÃÈ ÐÏÌÉÏÖÉÒÏÖĻÃÈ ÖÁËÃþÎ  

(Sweet a Hilleman, 1960). Vzhledem k ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÏÎËÏÇÅÎÉÃÉÔñ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ 

ÐÒÏËÜÚÜÎÁ É Õ ÖÉÒÕ 36τπ (Eddy et al., 1962; Girardi et al., 1962), toÔÏ ÚÊÉĤÔñÎþ ÖÙÖÏÌÁÌÏ ĠÁÄÕ ÏÂÁÖ. 

.ÉÃÍïÎñ ÄÏ ÄÎÅĤËÁ ÎÅÂÙÌÁ ÐÒÏËÜÚÜÎÁ ĿÜÄÎÜ ÁÓÏÃÉÁÃÅ ÖÉÒÕ 36τπ Ó ÌÉÄÓËĻÍ ÒÁËÏÖÉÎÎĻÍ 

ÏÎÅÍÏÃÎñÎþÍȢ 

0ÒÖÎþ ÌÉÄÓËï ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÂÙÌÙ ÏÂÊÅÖÅÎÙ ÁĿ Ö roce 1971. V tomto roce byly ÖÙÉÚÏÌÏÖÜÎÙ 

hned dva viry, a to polyomavirus BK (Gardner et al., 1971) a polyomavirus JC (Padgett et al., 

1971). 0ÏÔï ÄÌÏÕÈÏÕ ÄÏÂÕ ÎÅÂÙÌ ÎÁÌÅÚÅÎ ĿÜÄÎĻ ÎÏÖĻ ÌÉÄÓËĻ polyomavirus a to ÁĿ ÄÏ ÒÏËÕ ςππχ, 

ËÄÙ ÂÙÌÙ ÏÐñÔ ÏÂÊÅÖÅÎÙ hned ÄÖÁ ÎÏÖï ÖÉÒÙ (Allander et al., 2007; Gaynor et al., 2007).  

DÁÌĤþ ÒÏË pak byl objeven polyomavirus ËÁÒÃÉÎÏÍÕ -ÅÒËÅÌÏÖĻÃÈ ÂÕÎñËȟ ËÔÅÒĻ ÏËÁÍĿÉÔñ ÖÚÂÕÄÉÌ 

ÚÜÊÅÍ ÏÄÂÏÒÎï ÖÅĠÅÊÎÏÓÔÉȟ ÎÅÂÏĩ ÓÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÐĳÖÏÄÃÅ ÁÇÒÅÓÉÖÎþÈÏ ÌÉÄÓËïÈÏ ÎÜÄÏÒÏÖïÈÏ 

ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ (Feng et al., 2008). .ÜÓÌÅÄÎñ ÓÅ ÓÅÚÎÁÍ ÌÉÄÓËĻÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ velmi rychle 

ÒÏÚÒĳÓÔÁÌ Á Ë ÄÎÅĤËÕ ÊÉÃÈ ÂÙÌÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ ÊÉĿ ÃÅÌËÅÍ ρτ. *ÅÊÉÃÈ ÖĻéÅÔ je shrnut v tabulce  

éþÓÌÏ ρȢ 
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¢ŀōǳƭƪŀ őΦ м ς Seznam ǇƻǇǎŀƴȇŎƘ ƭƛŘǎƪȇŎƘ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊǻ 

Druh Rod błȊŜǾ ǾƛǊǳ Zkratka Publikace 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 1 

Beta- BK polyomavirus BKPyV 
Gardner et al.,  

1971 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 2 

Beta- JC polyomavirus JCPyV 
Padgett et al.,  

1971 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 3 

Beta- KI polyomavirus KIPyV 
Allander et al., 

2007 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 4 

Beta- WU polyomavirus WUPyV 
Gaynor et al.,  

2007 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 5 

Alfa- 
Polyomavirus karcinomu 
aŜǊƪŜƭƻǾȇŎƘ ōǳƴŠƪ 

MCPyV 
Feng et al.,  

2008 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 6 

Delta- [ƛŘǎƪȇ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊǳǎ с HPyV6 
Schowalter et al., 

2010 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 7 

Delta- [ƛŘǎƪȇ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊǳǎ т HPyV7 
Schowalter et al., 

2010 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 8 

Alfa- 
tƻƭȅƻƳŀǾƛǊǳǎ ŀǎƻŎƛƻǾŀƴȇ ǎ ƴŜƳƻŎƝ 

Trichodysplasia spinulosa 
TSPyV 

van der Meijden  
et al., 2010 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 9 

Alfa- [ƛŘǎƪȇ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊǳǎ ф HPyV9 
Scuda et al.,  

2011 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 10 

Delta- MW polyomavirus MWPyV 
Siebrasse et al., 

2012 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 11 

Delta- STL polyomavirus STLPyV 
Lim et al.,  

2013 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 12 

Alfa- [ƛŘǎƪȇ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊǳǎ мн HPyV12 
Korup et al.,  

2013 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 13 

Alfa- New Jersey polyomavirus NJPyV 
Mishra et al.,  

2014 

[ƛŘǎƪȇ 
polyomavirus 14 

ZaǘƝƳ 
ƴŜȊŀǌŀȊŜƴ 

Lyon IARC polyomavirus LIPyV 
Gheit et al.,  

2017 

(ÏÓÔÉÔÅÌÓËï ÓÐÅËÔÒÕÍ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ ÖĤÁË ÎÅÎþ ÖÜÚÜÎÏ ÐÏÕÚÅ ÎÁ ÓÁÖÃÅȢ $ÁÌĤþ ĤÉÒÏÃÅ 

ÉÎÆÉËÏÖÁÎÏÕ ÔĠþÄÏÕ ÏÂÒÁÔÌÏÖÃĳ ÊÓÏÕ ÎÁÐĠþËÌÁÄ ÐÔÜÃÉȢ 5 ÔñÃÈÔÏ ÔÖÏÒĳ ÖĤÁË ÂĻÖÜ ÐÒĳÂñÈ ÉÎÆÅËÃÅ 

ÐÏÍñÒÎñ ÏÄÌÉĤÎĻȢ :ÁÔþÍÃÏ Õ ÓÁÖÃĳ ÖÙÖÏÌÜÖÁÊþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÖñÔĤÉÎÏÕ ÐÅÒÓÉÓÔÅÎÔÎþ ÉÎÆÅËÃÅȟ  

ËÔÅÒï ÍĳĿÏÕ ÚÐĳÓÏÂÏÖÁÔ ËÏÍÐÌÉËÁÃÅ ÁĿ ÐÏ ÉÍÕÎÏÓÕÐÒÅÓÉ éÉ ÉÍÕÎÏÄÅÆÉÃÉÅÎÃÉȟ  

ÔÁË Õ ÐÔÜËĳ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÖÙÖÏÌÜÖÁÊþ ÖÜĿÎï ÁËÕÔÎþ ÉÎÆÅËÃÅȟ ËÔÅÒï ÖÅÌÍÉ éÁÓÔÏ ËÏÎéþ ÓÍÒÔþ 

(ÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒnuto v Johne a Muller, 2007)Ȣ -ÉÍÏ ÔÏ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ É ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ 

ÉÎÆÉËÕÊþÃþ ÒÙÂÙ ÊÁËÏ ÎÁÐĠþËÌÁÄ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ +ÙÔÁÒÏÖÃÅ ÊÅÍÅÎÓËïÈÏ (Rhynchobatus djiddensis 

polyomavirus 1). Na ÚÜËÌÁÄñ ÓÔÜÌÅ ÎÏÖĻÃÈ Á ÎÏÖĻÃÈ ÓÅËÖÅÎÁéÎþÃÈ ÄÁÔ ÓÅ Ö ÓÏÕéÁÓÎÏÓÔÉ 

ÐĠÅÄÐÏËÌÜÄÜȟ ĿÅ ËÁĿÄĻ ÄÒÕÈ ÏÂÒÁÔÌÏÖÃÅ ÊÅ ÈÏÓÔÉÔÅÌÅÍ ÍÉÎÉÍÜÌÎñ ÊÅÄÎÏÈÏ ÖÉÒÕ Ú ÔïÔÏ éÅÌÅÄÉȢ 
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2.2 M¸~N th[¸ha!±Lw¦{ 

MÙĤþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ ÂÙÌ ÐÒÖÎþÍ ÐÏÐÓÁÎĻÍ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÅÍȟ ÊÅÈÏĿ ÒÁËÏÖÉÎÏÔÖÏÒÎï 

vlastnosti daly ÎÜÚÅÖ ÃÅÌï éÅÌÅÄÉȢ : ÔÁØÏÎÏÍÉÃËïÈÏ ÈÌÅÄÉÓËÁ ÐÁÔĠþ -0Ù6 ÄÏ ÒÏÄÕ 

Alfapolyomavirus Á ÊÁË ÊÉĿ Ú ÎÜÚÖÕ ÖÙÐÌþÖÜ ÊÅÄÎÜ ÓÅ Ï ÚÖþĠÅÃþ ÐÁÔÏÇÅÎȟ ÊÅÎĿ ÓÅ ÐĠÅÎÜĤþ ÍÅÚÉ 

hlodavci. .ÜÚÅÖ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ ÂÙÌ ÓÉÃÅ ÐÏÐÒÖï ÐÏÕĿÉÔ ÁĿ Ö ÒÏÃÅ ρωυψȟ ÁÌÅ ÖÉÒÕÓ ÓÁÍÏÔÎĻ ÖÉÒÕÓ ÂÙÌ 

ÖĳÂÅÃ ÐÏÐÒÖï ÚÄÏËÕÍÅÎÔÏÖÜÎ ÊÉĿ Ö roce 1953 doktorem Ludwigem Grossem. Doktor Gross 

ÐĳÖÏÄÎñ ÓÔÕÄÏÖÁÌ ÍÏĿÎÏÓÔ ÐĠÅÎÏÓÕ ÌÅÕËïÍÉÅ Õ ÍÙĤþ ÐÏÍÏÃþ ÂÅÚÂÕÎñéÎĻÃÈ ÅØÔÒÁËÔĳ Á ÈÌÅÄÁÌ 

ÉÎÆÅËéÎþ ÁÇÅÎÓ ÚÁ ÔÏ ÚÏÄÐÏÖñÄÎïȢ +ÄÙĿ ÁÌÅ ÉÎÏËÕÌÏÖÁÌ ÅØÔÒÁËÔÙ ÄÏ ÎÏÖÏÒÏÚÅÎĻÃÈ ÍÙĤþȟ ÖĤÉÍÎÕÌ 

ÓÉȟ ĿÅ ËÒÏÍñ ÌÅÕËïÍÉÅ éÜÓÔ ÍÙĤþ ÖÙÖÉÎÕÌÁ É ÐÜÒÏÖï ÎÜÄÏÒÙ ÓÌÉÎÎĻÃÈ ĿÌÜÚȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÄÅÍÏÎÓÔÒÏÖÁÌȟ 

ĿÅ ÔÅÎÔÏ ÎÏÖĻ ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÁÇÅÎÓ ÓÅ ÏÐÒÏÔÉ ÔÏÍÕ ÌÅÕËÅÍÉÃËïÍÕ ÌÉĤþ ÖÅ ÓÖï ÖÅÌÉËÏÓÔÉ Á ÄÁÌĤþÃÈ 

ÆÙÚÉËÜÌÎþÃÈ ÖÌÁÓÔÎostech (Gross, 1953)Ȣ +ÒÏÍñ ÉÎÄÕËÃÅ ÎÜÄÏÒĳ Õ ÍÙĤþ ÂÙÌÙ ÊÅÈÏ ÒÁËÏÖÉÎÏÔÖÏÒÎï 

ÖÌÁÓÔÎÏÓÔÉ ÐÏÐÓÜÎÙ É u ËÒÙÓȟ ÍÏÒéÁÔ Á ËĠÅéËĳȢ .ÜÄÏÒÙ ÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÖÙÖÏÌÁÔ É Õ ÎÏÖÏÒÏÚÅÎĻÃÈ 

ËÒÜÌþËĳȢ 4Ù ÓÅ ÁÌÅ ÐÏ ÕÒéÉÔï ÄÏÂñ ÓÁÍÉ ÏÄÈÏÊÉÌÙ (Stewart et al., 1958; Eddy a Stewart, 1959).  

O epidemiologii se v ÐĠþÐÁÄñ -0Ù6 ÖÚÈÌÅÄÅÍ Ë ÊÅÈÏ ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËïÍÕ ÓÐÅËÔÒÕ ÐĠþÌÉĤ ÎÅÖþȢ  

"ÙÌÏ ÐÕÂÌÉËÏÖÜÎÏȟ ĿÅ ÖÉÒÕÓ ÊÅ ÍÅÚÉ ÈÌÏÄÁÖÃÉ ÒÅÌÁÔÉÖÎñ ÈÏÊÎñ ÒÏÚĤþĠÅÎ Á ĿÅ ÖÙÖÏÌÜÖÜ ÃÅÌÏĿÉÖÏÔÎþ 

ÐÅÒÚÉÓÔÅÎÔÎþ ÉÎÆÅËÃÉȢ *Å ÍÏĿÎï ÈÏ ÄÅÔÅËÏÖÁÔ Ö ÍÏéÉȟ ÖĻËÁÌÅÃÈ É ÓÌÉÎÜÃÈ ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÍÙĤþ  

(Rowe, 1961)Ȣ 6ÚÎÉË ÎÜÄÏÒĳ ÐÁÔÒÎñ ÖÙÖÏÌÜÖÜ ÊÅÎ Õ ÎÏÖÏÒÏÚÅÎĻÃÈ éÉ Õ ÉÍÕÎÏÓÕÐÒÉÍÏÖÁÎĻÃÈ 

ÊÅÄÉÎÃĳȢ .ÏÒÍÜÌÎñ ÊÓÏÕ  ÎÏÖÏÒÏÚÅÎï ÍÙĤÉ ÐĠÅÄ ÖÉÒÅÍ ÃÈÒÜÎñÎÙ ÍÁÔÅĠÓËĻÍÉ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁÍÉ  

(Law et al., 1962). 

2.3 BK POLYOMAVIRUS 

"+ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ ÎÅÂÏ ÔÁËï ,ÉÄÓËĻ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ υ byl ÐÒÖÎþm zdokumentovanĻÍ 

lidskĻÍ polyomavirem. 4ÁØÏÎÏÍÉÃËÙ ÊÅ "+0Ù6 ĠÁÚÅÎ do rodu Betapolyomavirus  

a v ÓÏÕéÁÓÎÏÓÔÉ se podle polymorfismu v ÈÌÁÖÎþÍ ËÁÐÓÉÄÏÖïÍ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÄñÌþ "+0Ù6  

na celkem 4 subtypy, kÔÅÒï ÓÅ ÍÅÚÉ ÓÅÂÏÕ ÌÉĤþ ÆÒÅËÖÅÎÃþ ÖĻÓËÙÔÕ É ÇÅÏÇÒÁÆÉÃËÏÕ ÄÉÓÔÒÉÂÕÃþȢ 

SÕÂÔÙÐ ) ÊÅ ÒÏÚĤþĠÅÎ ÃÅÌÏÓÖñÔÏÖñ, ÚÁÔþÍÃÏ ÓÕÂÔÙÐ )6 ÓÅ ÖÙÓËÙÔÕÊÅ ÓËÏÒÏ ÖĻÈÒÁÄÎñ ÊÅÎ Ö %ÖÒÏÐñ  

Á 6ĻÃÈÏÄÎþ !ÓÉÉȢ 6ĻÓËÙÔ ÓÕÂÔÙÐĳ )) Á ))) ÊÅ ÐÁË ÖÅ ÓÖñÔÏÖï populaci ÍïÎñ éÁÓÔĻ (Jin et al., 1993; 

Yogo et al., 2009)Ȣ 0ÏÐÒÖï ÂÙÌ "+0Ù6 ÉÚÏÌÏÖÜÎ Ö ÒÏÃÅ ρωχρ ÐÏÔïȟ ÃÏ ÂÙÌÙ 6ÅÒÏ ÂÕĐËÙ 

ÉÎÏËÕÌÏÖÜÎÙ ÖÚÏÒËÅÍ ÍÏéÉ ÏÄÅÂÒÁÎï ÏÄ σωÌÅÔïÈÏ ÐÁÃÉÅÎÔÁ ÓĭÄÜÎÓËïÈÏ ÐĳÖÏÄĳ ɉÉÎÉÃÉÜÌÙ "Ȣ+ȢɊȟ 

ËÔÅÒĻ ÂÙÌ Ö imunosupresi po transplantaci ledvin (Gardner et al., 1971).  

#Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÐÁÔÏÌÏÇÉÃËĻÃÈ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ ÔÁË "+0Ù6 ÊÅ ÐÒÏÂÌïÍ ÐÒÜÖñ ÐÒÏ ÐÁÃÉÅÎÔÙ  

ÐÏ ÔÒÁÎÓÐÌÁÎÔÁÃÉ ÌÅÄÖÉÎȟ Õ ËÔÅÒĻÃÈ ÍĳĿÅ ÖÙÖÏÌÁÔ ÔÚÖȢ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÅÍ ÚÐĳÓÏÂÅÎÏÕ ÎÅÆÒÏÐÁÔÉÉ 

(Ramos et al., 2009)Ȣ +ÒÏÍñ ÔÏÈÏ ÐĳÓÏÂþ ÐÒÏÂÌïmy i u lidþ ÐÏ ÔÒÁÎÓÐÌÁÎÔÁÃÉ ËÏÓÔÎþ ÄĠÅÎñȟ  

Õ ËÔÅÒĻÃÈ ÊÅ Ö ÎñËÔÅÒĻÃÈ ÐĠþÐÁÄÅÃÈ "+0Ù6 ÁÓÏÃÉÏÖÜÎ Ó tzv. hemoragickou cystitidu  

(Dropulic a Jones, 2008)Ȣ +ÌþéÏÖĻÍ ÆÁËÔÏÒÅÍ ÐĠÉ ÖÚÎÉËÕ ÔñÃÈÔÏ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ ÊÅ ÐÁÔÒÎñ ÕÍñÌÅ 
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ÎÁÖÏÚÅÎÜ ÉÍÕÎÏÓÕÐÒÅÓÅȟ ËÔÅÒÜ ÍÜ ÚÁÂÒÜÎÉÔ ÏÄÍþÔÎÕÔþ ĤÔñÐÕȟ ÐÒÏÔÏĿÅ ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÓïÒÏÌÏÇÉÃËï 

studie z ÒÏËÕ ςππω ÍÜ ψς Ϸ ÓÖñÔÏÖï ÐÏÐÕÌÁÃÅ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÙ ÐÒÏÔÉ "+0Ù6 ÊÉĿ Ë ςρȢ ÒÏËÕ ĿÉÖÏÔÁȢ  

Virus je tedy v populaci ÈÏÊÎñ ÒÏÚĤþĠÅÎ Á k ÐÒÉÍÜÒÎþ ÉÎÆÅËÃÉ ÄÏÃÈÜÚþ ÚĠÅÊÍñ ÊÉĿ Ö ÄñÔÓÔÖþ  

(Kean et al., 2009)Ȣ 0ÏÔï "+0Ù6 ÐÁÔÒÎñ ÐÅÒÚÉÓÔÕÊÅ Ö ÌÅÄÖÉÎÜÃÈ Á ÕÒÏÇÅÎÉÔÜÌÎþÍ ÔÒÁËÔÕȟ  

kde je infekce kontrolovÜÎÁ ÉÍÕÎÉÔÎþÍ ÓÙÓÔïÍÅÍ (Heritage et al., 1981)Ȣ 0ĠÉ ÉÍÕÎÏÓÕÐÒÅÓÉ  

ÓÅ ÁÌÅ ÔÁÔÏ ËĠÅÈËÜ ÒÏÖÎÏÖÜÈÁ ÍĳĿÅ ÎÁÒÕĤÉÔ Á "+0Ù6 ÓÅ ÚÁéÎÅ ÎÅËÏÎÔÒÏÌÏÖÁÎñ ÒÅÐÌÉËÏÖÁÔȢ 

Ke vsÔÕÐÕ "+0Ù6 ÄÏ ÌÉÄÓËïÈÏ ÏÒÇÁÎÉÓÍÕ ÄÏÃÈÜÚþ Ó ÎÅÊÖñÔĤþ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎÏÓÔþ ÒÅÓÐÉÒÁéÎþ 

éÉ ÏÒÜÌÎþ ÃÅÓÔÏÕ Á ÐÒÉÍÜÒÎþÍ ÍþÓÔÅÍ ÉÎÆÅËÃÅ jsou ÎÅÊÓÐþĤÅ ËÒéÎþ ÍÁÎÄÌÅȟ ÖÅ ËÔÅÒĻÃÈ ÌÚÅ Õ ÄñÔþ 

ÄÅÔÅËÏÖÁÔ ÖÉÒÏÖÏÕ $.!Ȣ /ÂÅÃÎñ ÖÚÁÔÏ ÖĤÁË ÂĻÖÜ ÐÒÉÍÜÒÎþ ÉÎÆÅËÃÅ ÁÓÙÍÐÔÏÍÁÔÉÃËÜ  

ÎÅÂÏ Êþ ÐÒÏÖÜÚþ ÊÅÎ ÍþÒÎï ÒÅÓÐÉÒÁéÎþ ÐÏÔþĿÅ (Goudsmit et al., 1982)Ȣ .ÅÊÓÏÕ ÖÙÌÏÕéÅÎÙ ÁÎÉ ÄÁÌĤþ 

ÚÐĳÓÏÂÙ ÐĠÅÎÏÓÕ ÖÉÒÕ ÊÁËÏ ÎÁÐĠþËÌÁÄ ÅÊÁËÕÌÜÔÅÍȟ ÔÒÁÎÓÆĭÚþ ËÒÖÅȟ ÔÒÁÎÓÐÌÁÃÅÎÔÜÒÎñ éÉ ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÍ 

ĤÔñÐÅÍ ÐĠÉ ÔÒÁÎÓÐÌÁÎÔÁÃÉ ɉÄÉÓËÕÔÏÖÜÎÏ Ö (ÉÒÓÃÈ a Steiger, 2003). K ĤþĠÅÎþ ÖÉÒÕ ÏÒÇÁÎÉÓÍÅÍ 

ÖÙÕĿþÖÜ "+0Ù6 ÎÅÊÓÐþĤÅ ÃÉÒËÕÌÕÊþÃþ ÂÕĐËÙ ÉÍÕÎÉÔÎþÈÏ ÓÙÓÔïÍÕȟ ÐÒÏÔÏĿÅ $.!  

BKPyV s ÁÒÃÈÅÔÙÐÜÌÎþÍ éÉ ÒÅËÏÍÂÉÎÏÖÁÎĻÍ .##2 ÌÚÅ ÎÁÌïÚÔ Ö ÌÅÕËÏÃÙÔÅÃÈ ÐÅÒÉÆÅÒÎþ ËÒÖÅ  

(Chatterjee et al., 2000)Ȣ 0ĠÅÓ ÌÅÕËÏÃÙÔÙ ÓÅ "+0Ù6 ÚĠÅÊÍñ ÄÏÓÔÜÖÜ É ÄÏ ÌÅÄÖÉÎȟ ËÄÅ ÃÅÌÏĿÉÖÏÔÎñ 

ÐÅÒÚÉÓÔÕÊÅȢ 0ÏÍÏÃþ ÉÍÕÎÏÈÉÓÔÏÃÈÅÍÉÅ ÂÙÌÏ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÖÉÒÕÓ ÌÚÅ ÄÅÔÅËÏÖÁÔ Ö ÅÐÉÔÅÌÉÜÌÎþÃÈ 

ÂÕĐËÜÃÈ ÌÅÄÖÉÎȟ ÍÏéÏÖÏÄÕ É ÍÏéÏÖïÈÏ ÍñÃÈĻĠÅ (Shinohara et al., 1993)Ȣ /ÂéÁÓ ÐÁË ÍĳĿÅ ÄÏÊþÔ 

k ÒÅÁËÔÉÖÁÃÉ ÖÉÒÕ Õ ÚÄÒÁÖĻÃÈ ÊÅÄÉÎÃĳ Á Ë ÊÅÈÏ ÕÖÏÌÎñÎþ ÄÏ ÍÏéÉ Á ÐÁË ÄÜÌÅ ÄÏ ÖÎñÊĤþÈÏ ÐÒÏÓÔĠÅÄþ 

(Arthur a Shah, 1989)Ȣ *ÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ ÐÓÜÎÏ ÖĻĤÅȟ ÔÁË Ö ÎñËÔÅÒĻÃÈ ÐĠþÐÁÄÅÃÈ ÓÅ ÐĠÉ ÉÍÕÎÏÓÕÐÒÅÓÉ 

ÍĳĿÅ ÖÉÒÕÓ ÄÏÓÔÁÔ ÚÐÏÄ ËÏÎÔÒÏÌÙ ÉÍÕÎÉÔÎþÈÏ ÓÙÓÔïÍÕ Á ÐĳÓÏÂÉÔ ÚÜÖÁĿÎÜ ÐÁÔÏÌÏÇÉÃËÜ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ 

(Dropulic a Jones, 2008; Ramos et al., 2009). 

2.4. STRUKTURA A ORGANIZACE GENOMU 

*ÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ ÚÍþÎñÎÏȟ ÔÁË ÇÅÎÏÍ ÖĤÅÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ ÊÅ ÔÖÏĠÅÎ ËÒÕÈÏÖÏÕ ÄÖÏÕĠÅÔñÚÃÏÖÏÕ 

molekulou DNAȢ $ïÌËÁ ÔïÔÏ ÍÏÌÅËÕÌÙ ÓÅ ÌÉĤþ ÍÅÚÉ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÍÉ polyomaviry,  

ÁÌÅ ÖĿÄÙ se pohybuje kolem 5 πππ ÐÜÒÕ ÂÜÚþ. Vzhledem k ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÓÅ ÖĤÅÃÈÎÙ polyomaviry 

ÒÅÐÌÉËÕÊþ Ö ÊÜÄĠÅ infikovanĻÃÈ buÎñË, tak ÐÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËÜ $.! ÊÓÏÕ É ÊÅÊÉÃÈ ÇÅÎÏÍÙ 

ÁÓÏÃÉÏÖÁÎï Ó ÂÕÎñéÎĻÍÉ ÈÉÓÔÏÎÙȟ ÊÅĿ vytvÜĠþ ÓÔÒÕËÔÕÒy nukleosomu. VirovĻ genom  

se tedy vyskytuje ÖÅ ÆÏÒÍñ ËÒÕÈÏÖïÈÏ ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍÕ (Griffith, 1975; Howe a Tan, 1977), 

jehÏĿ ÐĠÉÂÌÉĿÎÏÕ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍĳĿÅÍÅ ÎÁ ÐĠþËÌÁÄÕ ÖÉÒÕ 36τπ pozorovat ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρȢ  

Tuto strukturu ÍĳĿÅÍÅ ÎÁÌïÚÔ ÎÅÊÅÎ Ö ÊÜÄÒÅÃÈ ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñË ÁÌÅ ÔÁËï ÕÖÎÉÔĠ ÍÁÔÕÒÏÖÁÎï 

kapsidy (Germond et al., 1975). 2ÏÚÄþÌ mezi virovou a hostitelskou DNA ÊÅ ÖĤÁË Ö ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ 

histonu H1. Ten sice s virovou DNA asociuje ÂñÈÅÍ ÒÅÐÌÉËÁéÎþÈÏ ÃÙËÌÕȟ ÁÌÅ Ö ÐÒĳÂñÈÕ 

enkapsidace je z ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍÕ ÏÄÓÔÒÁÎñÎ Á ÏÐñÔ Ó Îþ ÁÓÏÃÉÕÊÅ ÁĿ ÐĠÉ ÄÁÌĤþm kole infekce  

(Varshavsky et al., 1976; La Bella a Vesco, 1980). 0ĠþÔsÏÍÎÏÓÔ ÈÉÓÔÏÎĳ ÎÁ ÖÉÒÏÖï $.! ÒÏÖÎñĿ 
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ÕÍÏĿĐÕÊÅ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳÍ ÖÙÕĿþÔ É ÓÙÓÔïÍ ÅÐÉÇÅÎÅÔÉÃËĻÃÈ ÍÏÄÉÆÉËÁÃþȟ ËÔÅÒĻÍÉ ÂÕĐËÁ ÒÅÇÕÌuje 

svou genovou expresi (ÐĠÅÈÌÅÄÎñ shrnuto v Milavetz a Balakrishnan, 2015). 

Co ÓÅ ÔĻéÅ ÓÁÍÏÔÎï ÏÒÇÁÎÉÚÁÃÅ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖïÈÏ genomu, tak ten ÍĳĿÅÍÅ ÒÏÚÄñÌÉÔ  

ÎÁ ÃÅÌËÅÍ ÔĠÉ ÆÕÎËéÎþ ÏÂÌÁÓÔÉȢ 'ÒÁÆÉÃËï ÚÎÜÚÏÒÎñÎþ ÔïÔÏ ÏÒÇÁÎÉÚÁÃÅ je ÕËÜÚÜÎÏ ÎÁ ÐĠþËÌÁÄÕ MPyV a 

BKPyV ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ςȢ 0ÒÖÎþ Ú ÔñÃÈÔÏ ÏÂÌÁÓÔþ ÊÅ ÎÅËĕÄÕÊþÃþ ËÏÎÔÒÏÌÎþ ÏÂÌÁÓÔ ÏÚÎÁéÏÖÁÎÜ 

anglickou zkratkou NCCR (Non-Coding Control Region). V ÔïÔÏ ÏÂÌÁÓÔÉ ÇÅÎÏÍu  

ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ ÊÁË ÖÉÒÏÖĻ ÐÏéÜÔÅË replikace, tak i dva promotory , jeden ÒÅÇÕÌÕÊþÃþ expresi éÁÓÎĻÃÈ 

genĳ a ÄÒÕÈĻ pro regulaci exprese ÐÏÚÄÎþch genĳ. 0ĠÉ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎþ ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍÕ 

v ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖïÍ ÍÉËÒÏÓËÏÐÕ ÓÅ ÒÏÖÎñĿ ÕËÜÚÁÌÏȟ ĿÅ Ö ÔïÔÏ ÏÂÌÁÓÔÉ ÓÅ ÐÒÁËÔÉÃËÙ ÎÅÖÙÓËÙÔÕÊþ ĿÜÄÎï 

nukleosomy (Jakobovits et al., 1980). To je ÐÏÃÈÏÐÉÔÅÌÎï vzhledem k ÔÏÍÕȟ ĿÅ tato oblast slouĿþ 

jako ÄÖÏÊþ promotor  i ÊÁËÏ ÍþÓÔÏ ÖÁÚÂÙ ÒĳÚÎĻÃÈ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÔÒÁÎÓËÒÉÐéÎþÃÈ ÆÁËÔÏÒĳ,  

ÊÁËÏ ÎÁÐĠþËÌÁÄ !0-1 éÉ NF-ʆB (ÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒÎÕÔÏ ÖÅ White et al., 2009). DïÌËa NCCR je velmi 

ÖÁÒÉÁÂÉÌÎþȟ Á ÔÏ ÎÅÊÅÎ ÍÅÚÉ ÒĳÚÎĻÍÉ ÄÒÕÈÙ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ ÁÌÅ É Ö ÒÜÍÃÉ jednoho druhu.  

:ÐÒÁÖÉÄÌÁ ÓÅ ÖĤÁË ÐÏÈÙÂÕÊÅ mezi 300-5ππ ÐÜÒy ÂÜÚþ. $ĳÖÏÄÅÍȟ ÐÒÏé ÊÅ ÄïÌËÁ .##2 ÖÁÒÉÁÂÉÌÎþ  

ȴi v ÒÜÍÃÉ ÊÅÄÎÏÈÏ ÄÒÕÈÕ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒu, ÊÅ ÂÅÚÅÓÐÏÒÕ ÖÙÓÏËÜ frekvence ÄÅÌÅÃþ Á ÄÕÐÌÉËÁÃþȟ  

ËÅ ËÔÅÒĻÍ zde ÄÏÃÈÜÚþ ÐĠÉ ÒÅÐÌÉËÁÃÉ ÖÉÒÏÖï $.!Ȣ 4ÙÔÏ ÚÍñÎÙ ÐÁË vedou k tomuȟ ĿÅ ÓÅ zvÙĤÕÊÅ 

ÐÏéÅÔ ÖÁÚÅÂÎĻÃÈ ÍþÓÔ ÐÒÏ ÔÒÁÎÓËÒÉÐéÎþ ÆÁËÔÏÒÙ, a dþËÙ ÔÏÍÕ ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÊÁËïÓÉ ÓÅÌÅËÃÉ ÒÅÐÌÉËÁéÎñ 

ÎÅÊÖþÃÅ kompetentnþÈÏ viru . To bylo ÐÏÚÏÒÏÖÜÎÏ ÎÁÐĠþËÌÁÄ Õ JC polyomaviru (JCPyV),  

ËÄÅ ÂÙÌÏ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÜÌÎñ ÐÒÏËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÖÉÒÙ Ó ÒÅËÏÍÂÉÎÁÔÎþÍ .##2 ÍÁÊþ ÖÙĤĤþ ĭÒÏÖÅĐ 

transkripce i replikace ÎÅĿ virus s ÎÅÒÅËÏÍÂÉÎÏÖÁÎĻm ÔÚÖȢ ÁÒÃÈÅÔÙÐÜÌÎþm NCCR  

(Gosert et al., 2010). :ÁÊþÍÁÖï ÊÅȟ ĿÅ ÐÒÜÖñ ÔÙÔÏ viry , É ÐĠÅÓ ÈÏÒĤþ ÓÃÈÏÐÎÏÓÔ ÒÅÐÌÉËÁÃÅȟ  

jsou forÍÏÕȟ ËÔÅÒÜ ÓÅ ÐĠÉÒÏÚÅÎñ ĤþĠþ Ö populaci. K rekombinaci NCCR tedy ÍÕÓþ dochÜÚÅÔ  

ÁĿ Ö ÐÒĳÂñÈÕ ÖÉÒÏÖï ÐÅÒÚÉÓÔÅÎÃÅ v ÎÏÖïÍ ÈÏÓÔÉÔÅÌÉ a vzniËÌï .##2 Êsou ÔÅÄÙ ÖĿÄÙ ÕÎÉËÜÔÎþ 

(ÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒÎÕÔÏ Ö Yogo a Sugimoto, 2001). 

hōǊłȊŜƪ őΦ м ς Struktura minichromosomu viru SV40 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ Ȋ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾŞƘƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ ƳǻȌŜƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀǘ ƳƛƴƛŎƘǊƻƳƻǎƻƳȅ ǾƛǊǳ 
{±плΣ ƪǘŜǊŞ ōȅƭȅ ƛȊƻƭƻǾłƴȅ Ȋ ǾƛǊƛƻƴǻΦ tŀǘǊƴŞ Ƨǎƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ƻŘǇƻǾƝŘŀƧƝŎƝ ƴǳƪƭŜƻǎƻƳǻƳΣ 
ƧŜȌ Ƨǎƻǳ ƴŀōŀƭŜƴŞ ƴŀ ǾƛǊƻǾŞ 5b!Φ tǌŜǾȊŀǘƻ ŀ ǳǇǊŀǾŜƴƻ z Germond et al., 1975. 
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hōǊłȊŜƪ őΦ н ς {ŎƘŞƳŀ ƻǊƎŀƴƛȊŀŎŜ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊƻǾŞƘƻ ƎŜƴƻƳǳ ƴŀ ǇǌƝƪƭŀŘǳ ƳȅǑƝƘƻ 
polyomaviru (MPyV) a BK polyomaviru (BKPyV). 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ƧŜ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƻ ȊłƪƭŀŘƴƝ ŦǳƴƪőƴƝ ǊƻȊŘŠƭŜƴƝ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊƻǾŞƘƻ ƎŜƴƻƳǳ ƴŀ ǇǌƝƪƭŀŘǳ atȅ±  

ŀ .Ytȅ±Φ 2ŜǊǾŜƴŠ ƧŜ ƻȊƴŀőŜƴł ƴŜƪƽŘǳƧƝŎƝ ƪƻƴǘǊƻƭƴƝ ƻōƭŀǎǘ όb//wύ ȊŀǘƝƳŎƻ ȌƭǳǘŠ Ƨǎƻǳ ƻȊƴŀőŜƴȇ őŀǎƴŞ ƎŜƴȅ 

ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊǻΦ tƻȊŘƴƝ ƎŜƴȅ Ƨǎƻǳ ƻȊƴŀőŜƴȅ ƳƻŘǊƻǳ ōŀǊǾƻǳΦ bŀǾƝŎ ǳ .Ytȅ± ƧŜ Ǿ ǇƻȊŘƴƝ ƻōƭŀǎǘƛ ƪƽŘƻǾłƴ  

ƛ ƴŜǎǘǊǳƪǘǳǊƴƝ !ƎƴƻǇǊƻǘŜƛƴ όƻȊƴŀőŜƴ ǑŜŘƛǾŠύΦ DǊŀŦƛŎƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ƎŜƴƻƳǻ ōȅƭƻ ǇǌƛǇǊŀǾŜƴƻ Ǿ programu 

SnapGene (http://www.snapgene.com)Σ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ ǎŜƪǾŜƴŎƝ dostupnȇŎƘ Ǿ ŘŀǘŀōłȊƛ DŜƴ.ŀƴƪ ǇƻŘ !/ őƝǎƭȅ 

NC_001515 (MPyV) a V01108.1 (BKPyV). 
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$ÁÌĤþm ÆÕÎËéÎñ ÄĳÌÅĿÉÔĻÍ ĭÓÅËÅÍ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖïÈÏ ÇÅÎÏÍÕ ÊÅ ÏÂÌÁÓÔ ÔÚÖȢ éÁÓÎĻÃÈ ÇÅÎĳȟ 

k ÊÅÊÉÃÈĿ ÔÒÁÎÓËÒÉÐÃÉ ÄÏÃÈÜÚþ ÂÅÚÐÒÏÓÔĠÅÄÎñ ÐÏ ÖÓÔÕÐÕ ÖÉÒÕ ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÉÎÆÉËÏÖÁÎï ÂÕĐËÙ.  

%ØÐÒÅÓÅ ÔñÃÈÔÏ ÇÅÎĳ ÓÌÏÕĿþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳÍ ÐĠÅÄÅÖĤþÍ k tomu, aby v ÂÕĐÃÅ ÎÁÖÏÄÉÌÉ ÖÈÏÄÎï 

ÐÒÏÓÔĠÅÄþ ÐÒÏ ÖÌÁÓÔÎþ ÒÅÐÌÉËÁÃÉȢ Proteinyȟ ÊÅĿ ÔÁÔÏ ÏÂÌÁÓÔ ËĕÄÕÊÅ, ÓÅ ÒÏÖÎñĿ ÎÁÚĻvÁÊþ jako  

T antigeny, ÐÒÏÔÏĿÅ pokud jsou ÓÁÍÏÓÔÁÔÎñ ÅØÐÒÉÍÏÖÜÎÙ Ö ÂÕĐceȟ ÄÏËÜĿþ ÎÁÖÏÄÉÔ ÊÅÊþ 

ÎÜÄÏÒÏÖÏÕ ÔÒÁÎÓÆÏÒÍÁÃÉȢ .ÅÊÖñÔĤþÍ ÖÉÒÏÖĻÍ ÐÒÏÄÕËÔÅÍ ÔïÔÏ ÏÂÌÁÓÔÉ ÊÅ ÔÚÖȢ ÖÅÌËĻ 4 ÁÎÔÉÇÅÎ 

(TAg). Tento protein ÍÜ Ö ÉÎÆÉËÏÖÁÎï ÂÕĐÃÅ ĠÁÄÕ ÆÕÎËÃþ.  0ÒÖÎþ z nich je, ĿÅ ÖÙÖÁÚÕÊÅ Ð2" 

z ÖÁÚÂÙ Ó %ς& ÔÒÁÎÓËÒÉÐéÎþÍÉ ÆÁËÔÏÒÙȟ éþÍĿ ÓÔÉÍÕÌÕÊÅ ÂÕĐËÙ Ë ÐĠÅÃÈÏÄÕ ÄÏ 3 ÆÜÚÅ Á Ë ÐÒÏÄÕËÃÉ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÎÕÔÎĻÃÈ pro replikaci (DeCaprio et al., 1988; Zalvide a DeCaprio, 1995).  

:ÜÒÏÖÅĐ ÓÅ TAg ÖÜĿÅ ÄÏ ÖÉÒÏÖïÈÏ ÐÏéÜÔËÕ ÒÅÐÌÉËÁÃÅ (Tenen et al., 1983), kam ÐĠÉÖÜÄþ i proteiny 

ÒÅÐÌÉËÁéÎþho komplexu. TAg pak ÐÏÍÏÃþ ÓÖï ÈÅÌÉËÜÚÏÖï ÁËÔÉÖÉÔÙ ÐÏÍÜÈÜ ÉÎÉÃÉÏÖÁÔ ÒÅÐÌÉËÁÃÉ 

polyomaÖÉÒÏÖïÈÏ ÇÅÎÏÍÕ (Stahl et al., 1986; Collins a Kelly, 1991; Dornreiter et al., 1992; 

Melendy a Stillman, 1993). 4ĠÅÔþ, ÖÅÌÍÉ ÄĳÌÅĿÉÔÏÕ ÆÕÎËÃþ  ÊÅȟ ĿÅ TAg ÒÏÖÎñĿ ÖÜĿÅ a inaktivuje p53 

Á ÔþÍ ÂÒÜÎþ ÚÜÓÔÁÖñ ÂÕÎñéÎïÈÏ ÃÙËÌÕ éÉ ÐĠÅÄéÁÓÎï ÁÐÏÐÔĕÚÅ (Linzer a Levine, 1979;  

Jiang et al., 1993). :ÁÊþÍÁÖï ÊÅȟ ĿÅ ÎÁÐĠþËÌÁÄ TAg MPyV sice ÎÅÖÜĿÅ p53, ale i tak tento protein 

ÄÏËÜĿÅ ÎÅÇÁÔÉÖÎñ interferovat s ÆÕÎËÃþ Ðυσ (Doherty a Freund, 1997).  

$ÒÕÈĻÍ ËÏÎÚÅÒÖÏÖÁÎĻÍ ÐÒÏÄÕËÔÅÍ éÁÓÎï ÏÂÌÁÓÔÉ ÇÅÎĳ ÊÅ ÐÁË ÔÚÖȢ ÍÁÌĻ Ô ÁÎÔÉÇÅÎ (tAg),  

ÊÅÈÏĿ ÈÌÁÖÎþÍ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÍ ÐÁÒÔÎÅÒÅÍ je ÆÏÓÆÁÔÜÚÁ 00ς! (Yang et al., 1991). 4þÍȟ ĿÅ ÓÅ tAg ÖÜĿÅ 

na ÔÕÔÏ ÆÏÓÆÁÔÜÚÕ, ji  inaktivuje, a ÔþÍ ÚÐĳÓÏÂÕÊÅ ÈÙÐÅÒÁËÔÉÖÁÃÉ ÄÒÁÈ ÓÉÇÎÜÌÎþ ÔÒÁÎÓÄÕËÃÅ 

(ÐĠÅÈÌÅÄÎñ shrnuto v Skoczylas et al., 2004).  

Mimo TAg a tAg ÐÁË ÊÅĤÔñ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ Ö éÁÓÎï ÏÂÌÁÓÔÉ ËĕÄÕÊþ ÄÁÌĤþ ȵÄÏÐÌĐËÏÖïȰ 

ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÓÅ ÖĤÁË ÍÅÚÉ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÍÉ viry  éÁÓÔÏ ÌÉĤþȢ .ÁÐĠþËÌÁÄ -0Ù6 v éÁÓÎï ÏÂÌÁÓÔÉ ËĕÄÕÊÅ 

ÊÅĤÔñ tzv. ÓÔĠÅÄÎþ 4 ÁÎÔÉÇÅÎ. Tento protein se v ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÎÁÃÈÜÚþ Ö ÂÌþÚËÏÓÔÉ 

ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÍÅÍÂÒÜÎ (Dilworth et al., 1986)ȟ ËÄÅ ÐÏÍÏÃþ ÓÖïÈÏ # konce interaguje s proteiny 

ÓÉÇÎÜÌÎþÃÈ ËÁÓËÜÄ Á ÚÐĳÓÏÂÕÊÅ, ÐÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ ÍÁÌĻ Ô ÁÎÔÉÇÅÎ, jejich hyperaktivaci.  

#Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÓÔĠÅÄÎþÈÏ 4 ÁÎÔÉÇÅÎuȟ ÔÁË ÓÅ ÊÅÄÎÜ ÎÁÐĠþËÌÁÄ Ï 3ÒÃ ËÉÎÜÚÕ 

(Courtneidge a Smith, 1983)ȟ 0)σ ËÉÎÜÚÕ (Courtneidge a Heber, 1987) éÉ ÆÏÓÆÏÌÉÐÜÚÕ #  

(Su et al., 1995). BKPyV naopak v éÁÓÎï ÏÂÌÁÓÔÉ ËĕÄÕÊÅ ÊÅĤÔñ ÔÚÖȢ ÚËÒÜÃÅÎĻ 4 antigen (truncAg),  

ÃÏĿ je v ÚÜÓÁÄñ ËÒÁÔĤþ ÖÅÒÚÅ ÖÅÌËïÈÏ 4 ÁÎÔÉÇÅÎÕ s limitoÖÁÎÏÕ ÍÏĿÎÏÓÔþ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ  

(Abend et al., 2009). 

V ÐÏÓÌÅÄÎþÃÈ ÌÅÔÅÃÈ ÓÅ ÕËÜÚÁÌÏȟ ĿÅ Ö éÁÓÎï ÏÂÌÁÓÔÉ ÇÅÎÏÍÕ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ ÊÓÏÕ ËĕÄÏÖÜÎÙ  

i prekurzory pro miRNA. Ty jsou ale ÎÁ ÒÏÚÄþÌ ÏÄ éÁÓÎĻÃÈ ÇÅÎĳ ËĕÄÏÖÜÎÙ ÎÁ ÏÐÁéÎïÍ ĠÅÔñÚÃÉȟ  

Á ÐÒÏÔÏ ÊÓÏÕ ÐĠÅÐÉÓÏÖÜÎÙ ÁĿ Ú ÐÏÚÄÎþÈÏ ÐÒÏÍÏÔÏÒÕȢ *ÅÊÉÃÈ ÈÌÁÖÎþÍ ĭËÏÌÅÍ je v ÐÏÚÄÎþÃÈ ÆÜÚþÃÈ 

infekce ÓÎþĿÉÔ ÐÒÏÄÕËÃÉ éÁÓÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÊÅĿ ÕĿ ÎÅÊÓÏÕ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ (Sullivan et al., 2005, 2009; 

Broekema a Imperiale, 2013). -ÉÍÏ ÔÏ ÍĳĿÏÕ ÔÅÏÒÅÔÉÃËÙ ÒÅÇÕÌÏÖÁÔ É ÅØÐÒÅÓÉ ÎñËÔÅÒĻÃÈ 
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ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËĻÃÈ ÇÅÎĳȢ To ÂÙÌÏ ÕËÜÚÜÎÏ ÎÁÐĠþËÌÁÄ Õ -0Ù6ȟ ÊÅÈÏĿ ÍÉ2.! ÓÎÉĿÏÖÁÌa expresi 

ÐÒÏÁÐÏÐÔÏÔÉÃËïÈÏ proteinu Smad2 (Sung et al., 2014). 

0ÏÓÌÅÄÎþ ÆÕÎËéÎþ ÏÂÌÁÓÔþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖïÈÏ ÇÅÎÏÍÕ ÊÅ ĭÓÅË ËĕÄÕÊþÃþ ÔÚÖȢ ÐÏÚÄÎþ ÇÅÎÙ,  

Ë ÊÅÊÉÃÈĿ ÅØÐÒÅÓÉ ÄÏÃÈÜÚþ ÐÏ ÚÁÈÜÊÅÎþ ÒÅÐÌÉËÁÃÅ ÇÅÎÏÍÕȢ .Á ÒÏÚÄþÌ od éÁÓÎĻÃÈ ÇÅÎĳȟ ËÔÅÒï ÍÁÊþ  

ÚÁ ĭËÏÌ ÎÁÖÏÄÉÔ Ö ÉÎÆÉËÏÖÁÎï ÂÕĐÃÅ ÐÏÄÍþÎËÙ ÖÈÏÄÎï ÐÒÏ virovou ÒÅÐÌÉËÁÃÉȟ ÊÓÏÕ ÐÏÚÄÎþ ÇÅÎÙ 

ÏÄÐÏÖñÄÎï ÚÁ ÐÒÏÄÕËÃÉ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ. *ÅÄÎÜ ÓÅ Ï ÃÅÌËÅÍ ÔĠÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ 0ÒÖÎþ Ú nich, VP1,  

ÊÅ ÈÌÁÖÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎȢ $ÁÌĤþ ÄÖÁ ËÁÐÓÉÄÏÖï proteinyȟ ÏÚÎÁéÏÖÁÎï ÊÁËÏ ÍÉÎÏÒÉÔÎþȟ jsou pak 

VP2 a VP3. #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÔñÃÈÔÏ ÄÖÏÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳ, tak jsou oba ÔÒÁÎÓÌÁÔÏÖÜÎÙ ÚÅ ÓÔÅÊÎïÈÏ éÔÅÃþÈÏ ÒÜÍÃÅ, 

ÁÌÅ 60ς ÍÜ ÎÁÖþÃ ÊÅĤÔñ .-koncovou oblastȟ ËÔÅÒÜ ÂĻÖÜ ÍÙÒÉÓÔÙÌÏÖÜÎÁ (Krauzewicz et al., 1990).  

Mimo ËÁÐÓÉÄÏÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ËĕÄÕÊþ ÎñËÔÅÒï ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ɉÊÁËÏ ÎÁÐĠȢ "+0Ù6Ɋ v ÐÏÚÄÎþ ÏÂÌÁÓÔÉ jeden 

ÎÅÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÐÒÏÔÅÉÎȟ ÊÅÎĿ ÓÅ ÎÁÚĻÖÜ !ÇÎÏȢ &ÕÎËÃÅ ÔÏÈÏÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÎÅÎþ ÄÏÐÏÓÕÄ ĭÐÌÎñ 

ÏÂÊÁÓÎñÎÁȢ Experimenty provedenï na JCPyV a BKPyV ÎÁÚÎÁéÕÊþȟ ĿÅ jednou z ÈÌÁÖÎþÃÈ ÒÏÌþ bude 

ÒÏÚÒÕĤÅÎþ ÊÁÄÅÒÎïÈÏ ÏÂÁÌÕ Á ÕÖÏÌÎñÎþ virÉÏÎĳ ven z ÂÕĐËÙ (Okada et al., 2005; Panou et al., 2018). 

Mimo to bylo u "+0Ù6 ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÄþËÙ ÉÎÔÅÒÁËÃÉ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ ɻ-SNAP Agnoprotein ÎÅÇÁÔÉÖÎñ 

ÒÅÇÕÌÕÊÅ ÅØÏÃÙÔĕÚÕ ÍÁÔÅÒÉÜÌÕ ÖÅÎ Ú ÂÕĐËÙ (Johannessen et al., 2011).  

2.5. Pw®.=I LbC9Y2bNIh /¸Y[¦ b! tyNY[!5¦  

BK POLYOMAVIRU 

RÅÐÌÉËÁéÎþ ÃÙËÌÕs polyomaÖÉÒĳ je u ÖĤÅÃÈ ÚÜÓÔÕÐÃĳ ÔïÔÏ éÅÌÅÄÉ Ö ÚÜÓÁÄñ ÓÔÅÊÎĻ a mezi 

ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÍÉ ÖÉÒÙ ÓÅ ÌÉĤþ pouze v ÎñËÏÌÉËÁ ÍÜÌÏ ohledech. 2ÏÚÄþÌÙ ÊÓÏÕ ÎÁÐĠþËÌÁÄ Ö typu 

ÂÕÎñéÎïÈÏ ÒÅÃÅÐÔÏÒÕȟ na kterĻ ÓÅ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÖÜĿÏÕȟ éÉ Ö ÔÙÐÕ ÖÜéËÕȟ ËÔÅÒĻÍ ÊÓÏÕ 

ÉÎÔÅÒÎÁÌÉÚÏÖÜÎÙ ÄÏÖÎÉÔĠ ÂÕĐËÙȢ V ÔïÔÏ ËÁÐÉÔÏÌÅ ÊÅ ÃÅÌĻ ÒÅÐÌÉËÁéÎþ ÃÙËÌÕÓ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ ÓÈÒÎÕÔ ÎÁ 

ÐĠþËÌÁÄÕ ÌÉÄÓËïÈÏ "+0Ù6 Á ÊÅÈÏ ÚÊÅÄÎÏÄÕĤÅÎï ÓÃÈïÍÁ je ÚÎÜÚÏÒÎñÎÏ ÎÁ ÏÂÒÜÚku éȢ σȢ 

2ÅÐÌÉËÁéÎþ cyklus "+0Ù6 ÚÁéþÎÜ ÖÁÚÂÏÕ ÎÁ ÂÕÎñéÎĻ ÒÅÃÅÐÔÏÒ. V ÐĠþÐÁÄñ "+0yV jsou 

ÂÕÎñéÎĻÍÉ receptory gangliosidy b-ĠÁÄÙ Á ÔÏ '$ρÂ Á '4ρÂ (Low et al., 2006). 0ÏÚÄñÊÉ bylo 

ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ "+0Ù6 je schopen vstoupit do buĐËÙ É ÐÏÍÏÃþ ÄÁÌĤþÃÈ gangliosidĳ b-ĠÁÄÙȟ GD2 a 

GD3, ÁÖĤÁË Ó ÎÉĿĤþ ĭéÉÎÎÏÓÔþ (Neu et al., 2013). IÜÓÔþ ÇÁÎÇÌÉÏÓÉÄÕȟ ËÔÅÒÜ ÊÅ ÒÏÚÐÏÚÎÜÖÜÎÁ "+0Ù6ȟ 

ÊÅ ÔÅÒÍÉÎÜÌÎñ ÖÜÚÁÎÜ ÓÉÁÌÏÖÜ ËÙÓÅÌÉÎÁȟ ÐĠÅÓÎñÊÉ ĠÅéÅÎÏ N-ÁÃÅÔÙÌÎÅÕÒÁÍÉÎÏÖÜ ËÙÓÅÌÉÎÁȟ ËÔÅÒÜ ÊÅ 

ɻ(2,8) glykosidickou vazbou ÖÜÚÜÎÁ ÎÁ ÄÁÌĤþ N-acetylneuraminovou kyselinu (Neu et al., 2013). 

$þËÙ ÔÏÍÕȟ ĿÅ "+0Ù6 ÖÜĿÅ ÓÉÁÌÏÖÏÕ ËÙÓÅÌÉÎÕ ÊÅ ÒÏÖÎñĿ ÊÁËÏ ÎñËÔÅÒï ÄÁÌĤþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒy schopen 

hemaglutinace éÅÒÖÅÎĻÃÈ ËÒÖÉÎÅË (Sinibaldi et al., 1987). Mimo interakce s gangliosidy bylo 

v roce 2005 ÔÁËï ÐÏÐÓÜÎÏȟ ĿÅ BKPyV ÐÏÔĠÅÂÕÊÅ ÐÒÏ ÖÓÔÕÐ ÄÏ 6ÅÒÏ ÂÕÎñË i N-ÇÌÙËÏÓÙÌÏÖÁÎĻ 

glykoprotein s ɻɉςȟσɊ ÖÜÚÁÎÏÕ ÓÉÁÌÏÖÏÕ ËÙÓÅÌÉÎÏÕ (Dugan et al., 2005). JÅÓÔÌÉ ÊÅ ÔÏÔÏ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎþ 

ÒÅÌÅÖÁÎÔÎþ i pro lidskï RPTE buĐËÙȟ ËÔÅÒï se v ÓÏÕéÁÓÎÏÓÔÉ ÐÒÏ ÓÔÕÄÉÕÍ ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÃÙËÌÕ "+0Ù6 

ÐÏÕĿþÖÁÊþȟ ÚĳÓÔÜÖÜ ÏÔÜÚËÏÕȢ 0Ï ÖÁÚÂñ ÎÁ ÒÅÃÅÐÔÏÒ dojde k ÉÎÔÅÒÎÁÌÉÚÁÃÉ ÖÉÒÕ ÂÕĐËÏÕȢ K tomu 
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ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÄÏÃÈÜÚþ Ö mþÓÔÅÃÈ ÍÅÍÂÒÜÎÏÖĻÃÈ ÒÁÆÔĳȟ ËÔÅÒï ÊÓÏÕ ÂÏÈÁÔï ÎÁ ÖĻÓËÙÔ 

ÇÁÎÇÌÉÏÓÉÄĳ (Sonnino et al., 2007). K ÓÁÍÏÔÎï ÉÎÔÅÒÎÁÌÉÚÁÃÉ ÐÁË ÄÏÃÈÜÚþ ÐÏÍÏÃþ ÖÜéËĳ ÂÏÈÁÔĻÃÈ 

na kaveolinȟ ÃÏĿ ÂÙÌÏ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎÏ ÊÁË ÖÅ 6ÅÒÏ ÂÕĐËÜÃÈ (Eash et al., 2004) tak i v ÌÉÄÓËĻ 2PTE 

ÂÕĐËÜÃÈ (Moriyama et al., 2007). 4þÍ ÓÅ "+0Ù6 ÌÉĤþ ÏÄ *#0Ù6ȟ ËÔÅÒĻ ËÅ ÖÓÔÕÐÕ ÖÙÕĿþÖÜ 

ËÌÁÔÒÉÎÅÍ ÏÂÁÌÅÎï ÖÜéËÙ (Pho et al., 2000). V roce 2016 Zhao et al. ÐÕÂÌÉËÏÖÁÌÉ ÄÁÔÁȟ ËÔÅÒï 

ÐÏÕËÁÚÕÊþ ÎÁ ÔÏȟ ĿÅ Ö ÌÉÄÓËĻÃÈ 204% ÂÕĐËÜÃÈ ÂÙÌ  "+0Ù6 ÉÎÔÅÒÎÁÌÉÚÏÖÜÎ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÖÎþ ÃÅÓÔÏÕȟ 

ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ÎÅÚÜÖÉÓÌÜ ÊÁË ÎÁ ËÌÁÔÒÉÎÕ ÔÁË ËÁÖÅÏÌÉÎÕ (Zhao et al., 2016). :ĳÓÔÜÖÜ ÔÅÄÙ ÏÔÜÚËÏÕ, 

ÊÁËĻÍ ÐĠÅÓÎĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÊÅ ÖÉÒÕÓ ÉÎÔÅÒÎÁÌÉÚÏÖÜÎ Á ÐÁÔÒÎñ ÄÏÓÔÉ ÚÜÖÉÓþ É ÎÁ ÆÙÚÉÏÌÏÇÉÃËïÍ ÓÔÁÖÕ 

ÂÕĐËÙȢ $ÁÌĤþ ÖĻÚËÕÍ ÊÅ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ ÐÒÏ ÏÂÊÁÓÎñÎþ ÔÏÈÏÔÏ ÐÒÏÂÌïÍÕȢ 

0ÏÔï ÃÏ "+0Ù6 ÖÓÔÏÕÐþ ÄÏ ÂÕĐËÙ ÓÅ éÜÓÔÉÃÅ ÄÏÓÔÜÖÁÊþ ÄÏ éÁÓÎïÈÏ Á ÎÜÓÌÅÄÎñ ÐÏÚÄÎþho 

ÅÎÄÏÚĕÍÕȢ Pokusy s ÉÎÈÉÂÉÔÏÒÙȟ ÊÅĿ ÂÒÜÎþ ÁÃÉÄÉÆÉËÁÃÉ ÂÕÎñéÎĻÃÈ organel, ÐÏÕËÁÚÕÊþ ÎÁ ÔÏȟ  

ĿÅ Ö ÐÒÖÎþÃÈ ς ÈÏÄÉÎÜÃÈ po absorpci je   pro virus ÚÜÓÁÄÎþ ÎþĿĤþ Ð( ÐÏÚÄÎþho ÅÎÄÏÚĕÍÕ pro 

ÄÁÌĤþ ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËÃÅ (Jiang et al., 2009). Z ÐÏÚÄÎþÈÏ ÅÎÄÏÚĕÍÕ ÓÅ ÐÁË ÖÉÒÕÓ ÄÏÓÔÜÖÜ ÒÅÔÒÏÇÒÜÄÎþÍ 

ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÅÍ ÄÏ ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ ÒÅÔÉËÕÌÁ (Low et al., 2006). V roce 2017  

pak bylo popsÜÎÏȟ ĿÅ ÖÉÒÕÓ ÐĠÉ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÕ ÄÏ ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ ÒÅÔÉËÕÌÁ ÖÙÕĿþÖÜ 2ÁÂρψ 

ÐÏÚÉÔÉÖÎþÃÈ ÖÜéËĳ Á ĿÅ ÐÒÏ ÆĭÚÉ je ÚÁÐÏÔĠÅÂþ ÐÒÏÔÅÉÎĳ NRZ komplexu a Syntaxinu 18 (Zhao a 

Imperiale, 2017). #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÄÏÂÙ po absorpci viru, ÔÁË ÓÅ "+0Ù6 ÄÏÓÔÜÖÜ ÄÏ 

ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ retikula  mezi 6 a 10 hodinou (Moriyama a Sorokin, 2008). 6ÉÒÕÓ ÓÅ ÐĠÉ 

ÒÅÔÒÏÇÒÜÄÎþÍ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÕ ÚĠÅÊÍñ ËÏÍÐÌÅÔÎñ ÖÙÈĻÂÜ 'ÏÌÇÉÈÏ ÁÐÁÒÜÔÕȟ ÖÅ ËÔÅÒïÍ ÄÏÐÏÓÕÄ ÎÅÂÙÌ 

ÖĳÂÅÃ ÄÅÔÅËÏÖÜÎȢ 0ÒÏ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔ "+0Ù6 ÊÅ ÔÁËï ÚÁÐÏÔĠÅÂþ ÆÕÎËéÎþ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÜÒÎþ Óþĩ ale ÊÉĿ ÎÅÎþ 

ÐÏÔĠÅÂÁ molekuÌÜÒÎþ ÍÏÔÏÒ ÄÙÎÅÉÎ a ani aktinovĻ cytoskelet (Eash a Atwood, 2005; Moriyama a 

Sorokin, 2008). 

/ ÔÏÍȟ ÃÏ ÓÅ ÄñÊÅ Ó "+0Ù6 ÐÏ ÖÓÔÕÐÕ ÄÏ ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ ÒÅÔÉËÕÌÁȟ ÓÅ ÔÏÈÏ ÍÏÃ ÎÅÖþ  

Á ÖñÔĤÉÎÏÕ ÓÅ ÐĠÉ ÐÏÐÉÓÕ ÔïÔÏ ÆÜÚÅ ÉÎÆÅËÃÅ ÖÙÕĿþÖÁÊþ ÄÁÔÁ ÐÕÂÌÉËÏÖÜÎÁ ÎÁ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ 36τπȢ 

/ÂÅÃÎñ ÌÚÅ ĠþÃÉȟ ĿÅ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ɉÔÅÄÙ É ÖéÅÔÎñ "+0Ù6Ɋ ÖÙÕĿþÖÁÊþ ÒÅÚÉÄÅÎÔÎþÃÈ ÅÎÚÙÍĳ 

ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ ÒÅÔÉËÕÌÁ Ë ÒÏÚÖÏÌÎñÎþ Á ÒÅÍÏÄÅÌÁÃÉ ËÁÐÓÉÄÙȟ ÃÏĿ ÖÅ ÖĻÓÌÅÄËÕ ÕÍÏĿÎþ ÖÉÒÕ 

ÄÏÓÔÁÔ ÓÅ ÐĠÅÓ ÍÅÍÂÒÜÎÕ ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ ÒÅÔÉËÕÌÁ do cytoplazmy. V ÐĠþÐÁÄñ "+0Ù6 ÂÙÌÏ 

ÎÁÐĠþËÌÁÄ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ ÄÉÓÕÌÆÉÄ ÉÚÏÍÅÒÜÚÁ %2ÄÊυ ÊÅ ÐÏÔĠÅÂÎÜ ÐÒÏ ÒÅÄÕËÃÉ 3-3 ÍĳÓÔËĳ 

ËÁÐÓÉÄÙ Á ÐÒÏ ÄÁÌĤþ ÐÏÓÔÕÐ ÉÎÆÅËÃÅ (Inoue et al., 2015). Mimo to bylo ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ "+0Ù6 

ÐÏÔĠÅÂÕÊÅ ÐÒÏ ĭÎÉË Ú ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÈÏ ÒÅÔÉËÕÌÁ ÆÕÎËéÎþ ÐÒÏÔÅÁÚÏÍÜÌÎþ a ERAD ÄÒÜÈu,  

ÃÏĿ ÐÏÄÐÏÒÕÊþ ÐÏËÕÓÙ Ó ÉÎÈÉÂÉÔÏÒÙ ÔñÃÈÔÏ ÄÒÁÈȟ ËÔÅÒï ÐÏÕËÁÚÕÊþ ÎÁ ÈÒÏÍÁÄñÎþ éÜÓÔÅéÎñ 

rozÂÁÌÅÎĻÃÈ ÖÉÒÉÏÎĳ Ó ÅØÐÏÎÏÖÁÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 60ςȾ60σ Ö ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïÍ ÒÅÔÉËÕÌÕ  

(Bennett et al., 2013). 2ÏÖÎñĿ ÂÙÌÁ ÐÏÐÓÜÎÁ É ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÖÉÒÕ 

BKPyV s ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ $ÅÒÌÉÎρȟ ÊÅÎĿ ÊÅ ÓÏÕéÜÓÔþ ÐÒÜÖñ %2!$ ÄÒÜÈÙ (Jiang et al., 2009).  

0ÏÔï, ÃÏ ÊÅ ÒÏÚÖÏÌÎñÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÁ ËÁÐÓÉÄÙ Á ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÒÏÚÐÏÚÎÜÎþ ÓÐÁÔÎñ ÓÂÁÌÅÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

ÐÏÍÏÃþ %2!$ ÄÒÜÈÙȟ ÓÅ ÖÉÒÉÏÎÙ ÐÏÍÏÃþ ÈÙÄÒÏÆÏÂÎþÃÈ éÁÓÔþ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 60ςȾ60σ ÖÜĿþ  
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ÎÁ ÍÅÍÂÒÜÎÕ ÒÅÔÉËÕÌÁȢ 0ĠÉ ÓÔÕÄÉÕ viru 36τπ ÐÁË ÂÙÌ ÎÁÖÒĿÅÎ model, ÐÏÄÌÅ ËÔÅÒïÈÏ ÊÓÏÕ ÖÉÒÉÏÎÙ, 

ÊÅĿ ÊÓÏÕ ÁÄÈÅÒÏÖÁÎï ÎÁ ÍÅÍÂÒÜÎñ ÒÅÔÉËÕÌÁȟ ÔÒÁÎÓÌÏËÏÖÜÎÙ ÄÏ ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÙ ÐÏÍÏÃþ ÓÏÕÈÒÙ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÒÏÄÉÎÙ * ɉ"ρςȟ B14), Hsp105 a SGTA (Goodwin et al., 2011; Walczak et al., 2014; 

Ravindran et al., 2015). $ÅÔÁÉÌÎñÊĤþ ÐÏÐÉÓ ÃÅÌïÈÏ ÐÒÏÃÅÓÕ ÊÅ ÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒÎÕÔ  

v Dupzyk a Tsai (2016). 

.ÁËÏÎÅÃ ÊÓÏÕ ÒÏÚÖÏÌÎñÎï ÖÉÒÉÏÎÙ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÏÖÜÎÙ ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÐÏÍÏÃþ ÉÍÐÏÒÔÉÎu ɻ a ɼ1. 

4ÅÎÔÏ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÎþ ËÏÍÐÌÅØ ÒÏÚÅÚÎÜÖÜ ÊÁÄÅÒÎĻ ÌÏËÁÌÉÚÁéÎþ ÓÉÇÎÜÌ ÎÁ ÓÐÏÌÅéÎïÍ # ËÏÎÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

VP2 a VP3 Á ÖÙÕĿþÖÜ ho ÐÒÏ ÅÆÅËÔÉÖÎþ transport BKPyV ÓËÒÚÅ ÊÁÄÅÒÎĻ ÐĕÒ (Bennett et al., 2015). 

:ÜÒÏÖÅĐ ÁÌÅ ÂÙÌÏ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÓÅ ÖÉÒÕÓ ÄÏËÜĿÅ ÄÏÓÔÁÔ ÄÏ ÊÜÄÒÁ É ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÖÎþ ÃÅÓÔÏÕ,  

kterÜ je ale ÍïÎñ ĭéÉÎÎÜȢ 5ÖÁĿÕÊÅ ÓÅȟ ĿÅ k ÖÓÔÕÐÕ ÍĳĿÅ ÄÏÊþÔ É ÐÁÓÉÖÎñ ÐĠÉ ÄñÌÅÎþ ÂÕĐËÙȟ  

ËÄÙĿ ÓÅ ÒÏÚÐÁÄÜ ÊÁÄÅÒÎĻ obal. $ÁÌĤþ ÍÏĿÎÏÓÔþ ÊÅȟ ĿÅ Ë importu ÓËÒÚÅ ÊÁÄÅÒÎĻ ÐĕÒ ÍĳĿÅ ÂĻÔ ÖÙÕĿÉÔ 

É ÊÁÄÅÒÎĻ ÌÏËÁÌÉÚÁéÎþ ÓÉÇÎÜÌ proteinu VP1. 4ÅÎ ÊÅ ÎÏÒÍÜÌÎñ ÓÃÈÏÖÁÎĻ ÕÖÎÉÔĠ ËÁÐÓÉÄÙȟ  

ÁÌÅ ÐĠÉ ÊÅÊþÍ ÒÏÚÖÏÌÎñÎþ ÐÏ ĭÎÉËÕ Ú retikula ÂÙ ÍÏÈÌÏ ÄÏÊþÔ Ë ÊÅÈÏ ÏÍÅÚÅÎïÍÕ ÖÙÕĿÉÔþ  

(Bennett et al., 2015). $ÁÌĤþ ËÒÏË ÒÅÐÌÉËÁéÎþ ÃÙËÌÕ ÊÅ ÊÉĿ ÖÅÌÍÉ ÐÏÄÏÂÎĻ Õ ÖĤÅÃÈ  

ÓÔÕÄÏÖÁÎĻÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳȢ 

0Ï ÖÓÔÕÐÕ ÄÏ ÊÜÄÒÁ je v ÐÒÖÎþÍ ËÒÏËÕ ÚÁÈÜÊÅÎÁ ÔÒÁÎÓËÒÉÐÃÅ éÁÓÎĻÃÈ ÇÅÎĳȟ a to v ÐĠþÐÁÄñ 

"+0Ù6 ÇÅÎĳ ÐÒÏ ÖÅÌËĻȟ ÍÁÌĻ Á ÚËÒÜÃÅÎĻ 4 ÁÎÔÉÇÅÎȢ 0ÏÔï ÃÏ ÊÅ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ÔÒÁÎÓÌÁÔÏÖÜÎ TAg 

ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÊÅÈÏ ÔÒÁÎÓÌÏËÁÃÉ ÄÏ ÊÜÄÒÁȟ ËÄÅ ÊÅÄÎÁË ÄþËÙ ÖÙÖÜÚÜÎþ Ð2Â ȵĿÅÎÅȰ ÂÕĐËÙ ÄÏ 3 ÆÜÚÅ 

ÂÕÎñéÎïÈÏ ÃÙËÌÕ Á ÚÜÒÏÖÅĐ ÂÒÜÎþ ÂÕÎñéÎï ÁÐÏÐÔĕÚÅ a ÁËÔÉÖÁÃÉ ÓÔÒÅÓÏÖĻÃÈ ÄÒÁÈ ÄþËÙ tomu,  

ĿÅ inaktivuje p53 (Shivakumar a Das, 1996). 3ÏÕÂñĿÎñ Ó ÔþÍ tAg ÁÎÔÉÇÅÎ ÉÎÁËÔÉÖÁÃþ ÆÏÓÆÁÔÜÚÙ 

00ς! ÈÙÐÅÒÁËÔÉÖÕÊÅ ÂÕÎñéÎï ÓÉÇÎÜÌÎþ ÄÒÜÈÙ (pro SV40 ÐĠÅÈÌÅÄÎñ shrnuto v Skoczylas et al., 

2004). Po vstupu do S ÆÜÚÅ ÓÅ TAg spolu s proteiny repliËÁéÎþÈÏ ÁÐÁÒÜÔÕ ÖÜĿÅ ÎÁ ÖÉÒÏÖĻ ÐÏéÜÔÅË 

replikace. K ÊÅÊþ ÉÎÉÃÉÁÃÉ ÐÁÔÒÎñ ÄÏÃÈÜÚþ ÓÔÅÊÎĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ jako tomu je viru SV40.  

Spolu s ÒÅÐÌÉËÁÃþ ÇÅÎÏÍĳ ÄÏÃÈÜÚþ É Ë ÔÒÁÎÓËÒÉÐÃÉ ÐÏÚÄÎþÃÈ ÇÅÎĳ Á ÐÒÏÄÕËÃÉ ÖÉÒÏÖĻÃÈ ÍÉ2.!,  

ÊÅĿ ÓÎÉĿÕÊþ ÔÒÁÎÓËÒÉÐÃÉ éÁÓÎĻÃÈ ÇÅÎĳ (Broekema a Imperiale, 2013). 0Ï ÔÒÁÎÓÌÁÃÉ ËÁÐÓÉÄÏÖĻÃÈ 

VP1, VP2 a VP3 dochÜÚþ i k ÊÅÊÉÃÈ ÔÒÁÎÓÌÏËÁÃÉ ÄÏ ÊÜÄÒÁȟ ËÄÅ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÚÁéþÎÜ ÍÏÒÆÏÇÅÎÅÚÅ ÎÏÖĻÃÈ 

ÖÉÒÉÏÎĳȢ K ÔÏÍÕ ÄÏÃÈÜÚþ ÚÈÒÕÂÁ τψ ÈÏÄÉÎ ÐÏ ÉÎÆÅËÃÉ (Low et al., 2004). 

0ÏÓÌÅÄÎþÍ ËÒÏËÅÍ Ö ĿÉÖÏÔÎþÍ ÃÙËÌÕ "+0Ù6 ÊÅ ÕÖÏÌÎñÎþ novĻÃÈ ÖÉÒÉÏÎĳ pro infekci 

ÄÁÌĤþÃÈ ÂÕÎñË. K ÒÏÚÐÁÄÕ ÊÁÄÅÒÎï ÍÅÍÂÒÜÎÙ Á ĭÎÉËÕ ÎÏÖĻÃÈ ÖÉÒÉÏÎĳ Ú ÊÜÄÒÁ je ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ 

ÄĳÌÅĿÉÔĻ protein Agno (Panou et al., 2018). $Ï ÏËÏÌÎþÈÏ ÐÒÏÓÔĠÅÄþ ÓÅ ÐÁË ÖÉÒÉÏÎÙ ÄÏÓÔÜÖÁÊþ  

ÐÏ ÔÏÍȟ ÃÏ ÂÕĐËÁ ÌÙÚÕÊÅ. (Low et al., 2004). +ÒÏÍñ ÌÙÚÅ ÂÕÎñË ÂÙÌ Ö ÐĠþÐÁÄñ "+0Ù6 ÐÏÐÓÜÎ 

i ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÖÎþ, ÎÅÌÙÔÉÃËĻ, ÚÐĳÓÏÂ ÕÖÏÌÎñÎþȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌÏ ÍÏĿÎï zablokovat ÉÎÈÉÂÉÃþ ÁÎÉÏÎÔÏÖĻÃÈ 

ËÁÎÜÌĳȢ Po inhibici ËÁÎÜÌĳ ÓÅ ÐÁË éÜÓÔ ÎÏÖĻÃÈ ÖÉÒÉÏÎĳ ÚÁéÁÌÁ hromadit v ÏÒÇÁÎÅÌÜÃÈ 

ÐĠÉÐÏÍþÎÁÊþÃþ ÐÏÚÄÎþ endosom. TþÍÔÏ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÕÖÏÌÎñÎþ ÚÈÒÕÂÁ ρ Ϸ ÖÉÒÏÖïÈÏ 

ÐÏÔÏÍÓÔÖÁ Á ÍÏÈÌ ÂÙ ÈÒÜÔ ÄĳÌÅĿÉÔÏÕ ÒÏÌÉ ÐĠÉ ÐÅÒÚÉÓÔÅÎÃÉ ÖÉÒÕ Ö organismu (Evans et al., 2015). 
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2.6. STRUKTURA A ORGANIZACE VIRIONU 

0ÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖÜ ËÁÐÓÉÄÁ ÊÅ ÍÕÌÔÉÍÅÒÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖÜ strukturaȟ ÊÅÊþĿ σ$ ÕÓÐÏĠÜÄÜÎþ  

i ÓÔÁÖÅÂÎþ ÏÒÇÁÎÉÚÁÃÅ ÊÅ ÅÖÏÌÕéÎñ zachovÜÎÁ v ÒÜÍÃÉ ÃÅÌï éÅÌÅÄÉ Polyomaviridae. *ÅÊþ tvar je 

ÓÆïÒÉÃËĻ Ó velikostþ ÍÅÚÉ τυ ÁĿ υπ ÎÍ Á ÊÅ ÓÌÏĿÅÎÁ Ú ÃÅÌËÅÍ ÔĠÉ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ, a to VP1, 

VP2 a VP3. :ÜÒÏÖÅĐ kapsida ÎÅÏÂÓÁÈÕÊÅ ÁÎÉ ĿÜÄÎĻ ÍÅÍÂÒÜÎÏÖĻ obal, Á ÔÕÄþĿ ÊÅ ÔÁÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖÜ 

strukÔÕÒÁ ÒÅÚÉÓÔÅÎÔÎþ Ë ÌÉÐÉÄÉÃËĻÍ ÒÏÚÐÏÕĤÔñÄÌĳÍȢ .ÅÊÖþÃÅ ÚÁÓÔÏÕÐÅÎĻÍ proteinem kapsidy je 

ÈÌÁÖÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȟ ÊÅÎĿ ÔÖÏĠþ ÓËÏÒÏ ψ3 Ϸ ÖĤÅÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ Tento ËÁÐÓÉÄÏÖĻ protein  

se v ÂÕĐÃÅ ÎÉËÄÙ ÎÅÖÙÓËÙÔÕÊÅ ÖÏÌÎñ ÖÅ ÆÏÒÍñ monomeru, ale hned ÐÏÔï, co je transÌÁÔÏÖÜÎ, 

ÐÅÎÔÁÍÅÒÉÚÕÊÅ ÄÏ ÃÙÌÉÎÄÒÉÃËï ÓÔÒÕËÔÕÒÙ. 0ÒĳÍñÒ ÔïÔÏ pentamery je zhruba 80 ÁÎÇÓÔÒĘÍĳȟ 

ÚÁÔþÍÃÏ ÊÅÊþ ÖĻĤËa ÊÅ ËÏÌÅÍ χπ ÁÎÇÓÔÒĘÍĳȢ 5ÖÎÉÔĠ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ ÐÒÜÚÄÎÜ ÄÕÔÉÎÁ,  

hōǊłȊŜƪ őΦ о ς {ŎƘŞƳŀ ȌƛǾƻǘƴƝƘƻ Ŏȅƪƭǳ .Ytȅ± 
V ǇǊǾƴƝƳ ƪǊƻƪǳ ȌƛǾƻǘƴƝƘƻ Ŏȅƪƭǳ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ ǾŀȊōŠ .Ytȅ± ƴŀ ƎŀƴƎƭƛƻǎƛŘȅ ō-ǌŀŘȅ ƴŀ ǇƻǾǊŎƘǳ ōǳƶƪȅ όмύΦ  
tƻǘŞ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƛ ǾƛǊǳ Řƻ ǾłőƪǳΣ ŀ ǘƻ ƴŀ ƪŀǾŜƻƭƛƴ ȊłǾƛǎƭŞƳ, ŀƭŜ ƛ ƴŜȊłǾƛǎƭŞƳ ƳŜŎƘŀƴƛǎƳǳ όнύΦ  
±ƛǊǳǎ ǇƻǘŞ ǾǎǘǳǇǳƧŜ Řƻ ŜƴŘƻǎƻƳłƭƴƝƘƻ ǎȅǎǘŞƳǳ ŀ ƧŜ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǾłƴ Řƻ ŜƴŘƻǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞƘƻ ǊŜǘƛƪǳƭŀ όоύΦ 
V ǊŜǘƛƪǳƭǳ ŘłƭŜ ƴŀǎǘłǾł őłǎǘŜőƴŞ ǊƻȊǾƻƭƴŠƴƝ ƪŀǇǎƛŘȅ ŀ ǾƛǊǳǎ ƧŜ ƴłǎƭŜŘƴŠ ǇƻƳƻŎƝ ōǳƴŠőƴȇŎƘ ŎƘŀǇŜǊƻƴǻ 
ǘǊŀƴǎƭƻƪƻǾłƴ Řƻ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳȅ όпύΦ ½ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳȅ ƧŜ ǇƻǘŞ ǾƛǊǳǎ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǾłƴ Řƻ ƧłŘǊŀ ǇƻƳƻŎƝ ƛƳǇƻǊǘƛƴǳ  h 
a 1̡ (5). V ƧłŘǌŜ ƧŜ Ǉŀƪ ƻƪŀƳȌƛǘŠ ȊŀƘłƧŜƴŀ ŜȄǇǊŜǎŜ őŀǎƴŞ ƻōƭŀǎǘƛ ƎŜƴƻƳǳ όсύΦ ± ǇǌƝǇŀŘŠ .Ytȅ± Ƨǎƻǳ 
ǇǊƻŘǳƪǘŜƳ őŀǎƴŞ ƻōƭŀǎǘƛ ŎŜƭƪŜƳ ǘǌƛ ǇǊƻǘŜƛƴȅΣ ŀ ǘƻ ǾŜƭƪȇ ¢ ŀƴǘƛƎŜƴ ό¢!ƎύΣ ȊƪǊłŎŜƴȇ ¢ ŀƴǘƛƎŜƴ όǘǊǳƴŎ!Ǝύ  
ŀ Ƴŀƭȇ ǘ ŀƴǘƛƎŜƴ όǘ!ƎύΦ TAg pak ǎǘƛƳǳƭǳƧŜ ǇǌŜŎƘƻŘ Řƻ S ŦłȊŜ ŀ ōǊłƴƝ ǇǌŜŘőŀǎƴŞ ŀǇƻǇǘƽȊŜΦ  
5łƭŜ ǎŜ TAg ǾłȌŜ ƴŀ ǾƛǊƻǾȇ ǇƻőłǘŜƪ ǊŜǇƭƛƪŀŎŜ ŀ ǇƻƳłƘł Ǉǌƛ ƛƴƛŎƛŀŎƛ ǊŜǇƭƛƪŀŎŜ όтύΦ błǎƭŜŘƴŠ ƴŀǎǘłǾł 
ǘǊŀƴǎƪǊƛǇŎŜ ǇƻȊŘƴƝŎƘ ƎŜƴǻ ŀ ǇǊƻŘǳƪŎŜ ƪŀǇǎƛŘƻǾȇŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ±tмΣ ±tнΣ ±tо ŀ ǇƻȊŘƴƝƘƻ ǇǊƻǘŜƛƴǳ !ƎƴƻΦ 
YŀǇǎƛŘƻǾŞ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ǇƻǘŞ ǾǎǘǳǇǳƧƝ Řƻ ƧłŘǊŀΣ ǾłȌƝ ǾƛǊƻǾȇ ƳƛƴƛŎƘǊƻƳƻǎƻƳ ŀ ȊŀőƝƴł ƳƻǊŦƻƎŜƴŜȊŜ ƴƻǾȇŎƘ 
ǾƛǊƛƻƴǻ όфύΦ bŀƪƻƴŜŎ ƴƻǾŞ ǾƛǊƻǾŞ ǇƻǘƻƳǎǘǾƻ ƻǇƻǳǑǘƝ ƛƴŦƛƪƻǾŀƴƻǳ ōǳƶƪǳ Ǉƻ ƧŜƧƝ ƭȅȊƛ όмлύΦ ±ŜƭƳƛ ƳŀƭŞ 
ǇǊƻŎŜƴǘƻ ǾƛǊƛƻƴǻ ǇŀǘǊƴŠ ŘƻƪłȌŜ ƻǇǳǎǘƛǘ ōǳƶƪȅ ƛ ƴŜƭȅǘƛŎƪȇƳ ȊǇǻǎƻōŜƳ ǇǌŜǎ ǾłőƪƻǾȇ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ όммύ.  
tǌŜǾȊŀǘƻ ŀ ǳǇǊŀǾŜƴƻ z Helle et al., 2017 
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ËÔÅÒÜ ÊÅ Õ ÚÜËÌÁÄÎÙ ÃÙÌÉÎÄÒu ĤÉÒÏËÜ ÚÈÒÕÂÁ υπ ÁÎÇÓÔÒĘÍĳ Á ÐÁË ÓÅ ÓÍñÒÅÍ Ë vrcholu ÚÕĿÕÊÅ  

ÁĿ ÎÁ ÐÏÕÈĻÃÈ ρς ÁÎÇÓÔÒĘÍĳ (Liddington et al., 1991). Tato dutina ÚÁ ÎÏÒÍÜÌÎþÃÈ ÏËÏÌÎÏÓÔþ 

ÎÅÎþ ÐÒÜÚÄÎÜȟ ÁÌÅ ÊÅ ÄÏ Îþ ÖÌÏĿÅÎÁ ÊÅÄÎÁ ÍÏÌÅËÕÌÁ ÍÉÎÏÒÉÔÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ς  

éÉ 60σȟ ÊÅĿ ÔÖÏĠþ ÚÂÙÌĻÃÈ 17 Ϸ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ËÁÐÓÉÄy. -ÉÎÏÒÉÔÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖï proteiny VP2/ 3 jsou ÕÖÎÉÔĠ 

pentamery VP1 ÖÌÏĿÅÎÙ ÔÁËÏÖĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍȟ ĿÅ ÖÙÔÖÜĠþ ÊÁËÏÕÓÉ ÓÍÙéËÕ. Od N konce polypeptid 

ÓÍñĠÕÊÅ ÓÍñÒÅÍ Ë ÖÒÃÈÏÌÕ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȟ ËÄÅ ÓÅ ÓÔÜéþ Á ÓÖĻÍ # ËÏÎÃÅÍ ÓÅ ÖÒÁÃþ ÚÐñÔ ÓÍñÒÅÍ  

k centru kapsidy. V ÐĠþÐÁÄñ proteinu VP2 ÓÍñĠÕÊÅ ÊÅÈÏ ÄÅÌĤþ . ËÏÎÅÃ ÊÅĤÔñ ÖþÃÅ ÚÐÜÔËÙ ÄÏ ÃÅÎÔÒÁ 

kapsidy, ÎÅĿ ÊÅ ÔÏÍÕ Õ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60σ (Chen et al., 1998). -ÉÎÏÒÉÔÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÊÓÏÕ tedy 

ÓÃÈÏÖÜÎÙ ÕÖÎÉÔĠ pentamery a na povrchu ÍÁÔÕÒÏÖÁÎï ËÁÐÓÉÄÙ ÓÅ ÖĳÂÅÃ ÎÅÖÙÓËÙÔÕÊþ,  

ÃÏĿ ÊÅ ÚÎÜÚÏÒÎñÎÏ ÎÁ ÏÂÒÜÚku 4A.  

PÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖÜ ËÁÐÓÉÄÁ ÊÅ ÓÌÏĿÅÎÁ Ú celkem 72 pentamer. Celkem je tedy na stavbu 

ÊÅÄÎï ÖÉÒÏÖï éÜÓÔÉÃÅ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ σφπ ÍÏÌÅËÕÌ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ  

a 72 molekul ÍÉÎÏÒÉÔÎþÃÈ ËÁÐÓÉÄÏÖĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ. 3ÔÒÕËÔÕÒÁ ÃÅÌï ËÁÐÓÉÄy, i ÐĠÅÓÔo ĿÅ ÊÅ ÓÆïÒÉÃËïÈÏ 

tvaru, ÊÅ ÐÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ Õ ÄÁÌĤþÃÈ ÖÉÒĳ ÐÏÄĠþÚÅÎÁ ÉËÏÓÁÈÅÄÒÜÌÎþ ÓÙÍÅÔÒÉÉ s ÔÒÉÁÎÇÕÌÁéÎþm éþÓÌem 7. 

Graficky je ÔÏÔÏ ÕÓÐÏĠÜÄÜÎþ ÚÎÜÚÏÒÎñÎÏ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ τ". V ËÁÐÓÉÄñ ÍĳĿÅÍÅ ÎÁÌïÚÔ ÃÅÌËÅÍ  

60 pentamer, ÊÅĿ ÏÚÎÁéÕÊÅÍÅ ÊÁËÏ hexavaÌÅÎÔÎþȟ ÐÒÏÔÏĿÅ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊþ Ó 6 ÄÁÌĤþÍÉ pentamerami  

ÖÅ ÓÖïÍ ÏËÏÌþȢ :ÂÙÌĻÃÈ 12 pentamer ÍÜ ÐÅÎÔÁÖalÅÎÔÎþ ÃÈÁÒÁËÔÅÒ Á ÉÎÔÅÒÁÇÕÊÅ ÐÏÕÚÅ Ó 5 

ÓÏÕÓÅÄÎþÍÉ pentamerami. TñÃÈÔÏ ρς pentamer pak ÔÖÏĠþ ÖÒÃÈÏÌÙ ÐÏÍÙÓÌÎïÈÏ ÉËÏÓÁÈÅÄÒÏÎÕ  

a ÐÒÜÖñ ÏÎÙ jsou ÎÅÊÖþÃÅ ÏÄÐÏÖñÄÎy ÚÁ ÚÁËĠÉÖÅÎþ ÐÏÖÒÃÈÕ ËÁÐÓÉÄÙ ÄÏ ÓÆïÒÉÃËïÈÏ ÔÖÁÒÕ.  

.Á ÚÜËÌÁÄñ ÔñÃÈÔÏ ÉÎÆÏÒÍÁÃþ ÐÁË ÖÙÖÓÔÜÖÜ ÏÔÜÚËÁȟ ÊÁËĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ jsou ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï pentamery 

propojeny, ËÄÙĿ ÄÏËÜĿþ ÚÁÕÊÍÏÕÔ tyto dva ÏÄÌÉĤÎï ÚÐĳÓÏÂy ÕÓÐÏĠÜÄÜÎþȢ /ÄÐÏÖñì ÎÁ ÔÕÔÏ 

ÏÔÜÚËÕ ÐĠÉÎÅÓÌÁ v ÒÏÃÅ ρωωρ ÓÔÕÄÉÅȟ ÊÅĿ ÐÏÍÏÃþ ÒÅÎÔÇÅÎÏÖï ËÒÙÓÔÁÌÏÇÒÁÆÉÅ ÕÒéÉÌÁ ÓÔÒÕËÔÕÒu 

kapsidy viru SV40 s ÒÏÚÌÉĤÅÎþÍ σȟψ ÁÎÇÓÔÒĘÍĳȢ Ze studie vyplynulo, ĿÅ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï pentamery 

jsou v ÒÜÍÃÉ ÃÅÌï kapsidy propojeny C konci ÓÖĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 60ρȟ ÊÅĿ ÖÙéÎþÖÁÊþ Ú ÊÜÄÒÁ ËÁĿÄï 

pentamery. Tyto C konce pak ÉÎÖÁÄÕÊþ jeden z proteinĳ VP1 ÓÏÕÓÅÄÎþ pentamerÙ Á ÖÙÔÖÜĠþ 

ÓÅËÕÎÄÜÒÎþ struktury , ÐÏÍÏÃþ ËÔÅÒĻÃÈ ÄÜÌÅ ÓÔÁÂÉÌÉÚÕÊþ celkovou ÔÅÒÃÉÜÒÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ 60ρȢ Jedna 

pentamera VP1 ÔÅÄÙ ÄÏËÜĿÅ ÓÖĻÍÉ # ËÏÎÃÉ ÎÁÖÜÚÁÔ kontakt ÁĿ s 5 ÓÏÕÓÅÄÎþÍÉ pentamerami. 

ZÜÒÏÖÅĐ ale ÍĳĿÅ É υ # ËÏÎÃĳ od ÏËÏÌÎþÃÈ pentamer ÐĠÉÊÍÏÕÔ. PĠÉÔÏÍ se ÖĳÂÅÃ ÎÅÍÕÓþ ÊÅÄÎÁÔ  

o C konce pentamer, s ËÔÅÒĻÍÉ ÊÉĿ ona sama interaguje. 0ÒÜÖñ ÄþËÙ ÔÏÍÕÔÏ ÍÅÃÈÁÎÉÓÍÕ ÍĳĿÅ 

jedna pentamera VP1 interagovat nejen s 5 ale i s 6 ÏËÏÌÎþÍÉ pentamerami (Liddington et al., 

1991). 

CelÜ kapsida ÊÅ ÄÜÌÅ ÓÔÁÂÉÌÉÚÏÖÜÎÁ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔþ ÖÜÐÅÎÁÔĻÃÈ ÉÏÎÔĳ (Bradyet al., 1977).  

.Á ÊÅÄÎÕ ÍÏÌÅËÕÌÕ 60ρ ÐĠÉÐÁÄÁÊþ ÄÖñ ÖÁÚÅÂÎÜ ÍþÓÔÁ ÐÒÏ ÖÜÐÎþË. Tato ÍþÓÔÁ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ Ö oblasti 

ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ËÄÅ ÄÏÃÈÜÚþ k interakci s # ËÏÎÃÅÍ ÓÏÕÓÅÄÎþ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȢ :ÄÅ ÖÜÐÅÎÁÔï ionty 

ÓÌÏÕĿþ Ë ÄÁÌĤþ stabilizaci ÔÅÒÃÉÜÒÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ 60ρ Á ÉÎÖÁÄÕÊþÃþÈÏ # ËÏÎÃÅȢ 0ÒÏ ÖÁÚÂÕ ÉÏÎÔĳ ÊÓÏÕ 

ÄĳÌÅĿÉÔï ÚÅÊÍïÎÁ ÇÌÕÔÁÍÜÔÏÖï Á ÁÓÐÁÒÔÏÖï ÚÂÙÔËÙȟ ËÔÅÒï ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ ÊÁË ÎÁ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ,  
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tak na ÉÎÖÁÄÕÊþÃþÍ # ËÏÎÃÉ Á ËÔÅÒï celou vazbu ÖÜÐÎþËÕ ËÏÏÒÄÉÎÕÊþ (Liddington et al., 1991;  

Stehle et al., 1996). Roli v ÓÔÁÂÉÌÉÔñ ËÁÐÓÉÄÙ ÒÏÖÎñĿ ÈÒÁÊþ i disulfidÉÃËï ÍĳÓÔËÙȢ Aminokyselina 

cystein je v ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÐĠþÔÏÍÎÜ ÊÅÎ ÎÁ ÐÜÒ ÍþÓÔÅÃÈȟ ÐĠÉéÅÍĿ ÐÒÏ ÔÖÏÒÂÕ ÄÉÓÕÌÆÉÄÉÃËĻÃÈ 

ÍĳÓÔËĳ ÊÅ ÎÅÊÖÈÏÄÎñÊĤþ ÃÙÓÔÅÉÎÏÖĻ ÚÂÙÔÅË Ö ÔÚÖȢ #$ ÓÍÙéÃÅȢ 4Ù ÌÅĿþ Õ ÚÜËÌÁÄÎÙ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ  

Á ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÍÅÚÉ ÎÉÍÉ ÍĳĿÅ ÄÏÃÈÜÚÅÔ Ë ÎÜÈÏÄÎï ÔÖÏÒÂñ ÄÉÓÕÌÆÉÄÉÃËĻÃÈ ÍĳÓÔËĳȢ 

VĻÓÌÅÄËÅÍ ÔïÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÊÅ ÄÁÌĤþ ÚÐÅÖÎñÎþ ÖÉÒÏÖï kapsidy (Stehle et al., 1996a). 

V roce 2015 ÂÙÌÁ ÐÕÂÌÉËÏÖÜÎÁ ËÒÙÓÔÁÌÏÇÒÁÆÉÃËÜ ÓÔÕÄÉÅ ÐÏÐÉÓÕÊþÃþ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÖÉÒÉÏÎÕ 

BKPyVȢ 0ÒĳĠÅÚ ÃÅÌÏÕ éÜÓÔÉÃþ ÊÅ ÚÎÜÚÏÒÎñÎ ÎÁ ÏÂÒÜÚÃþÃÈ τ# Á τ$Ȣ Na publikaci Ï ÔïÔÏ ÓÔÒÕËÔÕĠÅ je 

ÚÁÊþÍÁÖï ÚÅÊÍïÎÁ toȟ ĿÅ ËÒÏÍñ ÄÁÔ Ï ÕÓÐÏĠÜÄÜÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÁÕÔÏĠÉ ÚþÓËÁÌÉ i data  

Ï ÓÔÒÕËÔÕĠÅ ÖÉÒÏÖïÈÏ ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍÕ ÕÖÎÉÔĠ ËÁÐÓÉÄÙȢ :ÊÉÓÔÉÌÉȟ ĿÅ $.! ÊÅ ÕÖÎÉÔĠ ËÁÐÓÉÄÙ 

ÌÏËÁÌÉÚÏÖÜÎÁ Ö ËÏÎÃÅÎÔÒÉÃËĻÃÈ ËÒÕĿÎÉÃÏÖĻÃÈ ÖÒÓÔÖÜÃÈȢ *ÅÊÉÃÈ ÐÏéÅÔ Á ÐĠÅÓÎÜ ÓÔÒÕËÔÕÒÁ ale ÎÅÎþ 

zcela ÊÁÓÎÜ, ÎÅÂÏĩ data o ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖï ÈÕÓÔÏÔñ z tñÃÈÔÏ oblasÔþ ÊÉĿ ÎÅÂÙÌÁ ÚþÓËÜÎÁ Ö ÄÏÓÔÁÔÅéÎïÍ 

ÒÏÚÌÉĤÅÎþȢ  £þĠËÁ ÊÅÄÎï ÖÒÓÔÖÙ byla zhruba ςτ ÁÎÇÓÔÒĘÍĳȟ ÃÏĿ ÐĠÉÂÌÉĿÎñ ÏÄÐÏÖþÄÜ ĤþĠÃÅ ÊÅÄÎï 

ÄÖÏÕĤÒÏÕÂÏÖÉÃÅ DNA. 6ÚÄÜÌÅÎÏÓÔ ÖÒÃÈÎþÃÈ ÄÖÏÕ vrstev minichromosomu ÏÄÐÏÖþÄÁÌÁ ÚÈÒÕÂÁ 

ςψ ÁÎÇÓÔÒĘÍĳm. To je poÄÌÅ ÁÕÔÏÒĳ ÐÏÄÏÂÎÜ ÖÚÄÜÌÅÎÏÓÔ jako mezi ĠÅÔñÚÃÉ $.! v ÒÜÍÃÉ 

nukleosomu (Hurdiss et al., 2016). "ÏÈÕĿÅÌ ÄþËÙ ÎþÚËïÍÕ ÒÏÚÌÉĤÅÎþ ÎÅÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÒÏÚÌÉĤÉÔ ÊÁËĻÍ 

ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÊÓÏÕ ÈÉÓÔÏÎÙ ÎÁ ÖÉÒÏÖï $.! ÕÓÐÏĠÜÄÜÎy. !ÕÔÏÒĳÍ ÓÅ ÔÁËï ÐÏÖÅÄÌÏ ÕÒéÉÔ ËÏÎÆÏÒÍÁÃi 

ÐÒÖÎþÃÈ ρυ ÁÍÉÎÏËÙÓÅÌÉÎ ÎÁ . ËÏÎÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ jeĿ ÔÖÏĠþ DNA vazebnou ÄÏÍïÎu. 5ËÜÚÁÌÏ ÓÅȟ 

ĿÅ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖÜ ÈÕÓÔÏÔÁ Ú ÔïÔÏ ÏÂÌÁÓÔÉ ÓÅ ÐĠÅËÒĻÖÜ Ó hustotou minichromosomu v ÈÏÒÎþÃÈ 

ÖÒÓÔÖÜÃÈ virionu . To ÎÁÚÎÁéÕÊÅȟ ĿÅ 60ρ ÊÅ ÖÅ ÖÉÒÉÏÎÕ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÜÚÁÔ ÖÉÒÏÖĻ ÇÅÎÏÍ ÐÏ ÃÅÌï ÊÅÈÏ 

ÄïÌÃÅ. 2ÏÖÎñĿ ÓÅ ÕËÜÚÁÌy ÐĠÅËÒÙÖy mezi elektronovĻÍÉ hustotami minichromosomu  

Á ÍÉÎÏÒÉÔÎþch proteinĳ VP2/3. -ÉÎÏÒÉÔÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÐÒÉÍÜÔþÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ,  

ÔÏÔÉĿ ÎÁ ÓÖïÍ # ËÏÎÃÉ ÏÂÓÁÈÕÊþ $.! ÖÁÚÅÂÎÏÕ ÄÏÍïÎÕȟ ËÔÅÒÜ ÊÅ ÒÏÖÎñĿ ÓÃÈÏÐÎÁ ÖÜÚÁÔ $.!Ȣ 

0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÔïÔÏ ÄÏÍïÎÙ ÂÙÌÁ ÐĳÖÏÄÎñ ÐÏÔÖÒÚÅÎÁ Õ ÖÉÒÕ 36τπ (Clever et al., 1993). ) ÐĠÅÓ tato 

ÐÏÚÏÒÏÖÜÎþ ÚĳÓÔÜÖÜ ËÏÎÆÏÒÍÁÃÅ ÖÉÒÏÖïÈÏ ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍÕ ÕÖÎÉÔĠ ËÁÐÓÉÄÙ ÓÔÜÌÅ ÎÅÄÏÓÔÁÔÅéÎñ 

ÃÈÁÒÁËÔÅÒÉÚÏÖÜÎÁȢ 
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hōǊłȊŜƪ őΦ п ς {ǘǊǳƪǘǳǊŀ ŀ ƻǊƎŀƴƛȊŀŎŜ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊƻǾŞ ƪŀǇǎƛŘȅ 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύ ƧŜ ȊƴłȊƻǊƴŠƴ ƳƻŘŜƭ ǇŜƴǘŀƳŜǊȅ ±tм atȅ± όǾ ƻŘǎǘƝƴŜŎƘ ƳƻŘǊŞύ ǎǇƻƭǳ ǎ ŎŜƴǘǊłƭƴŠ ǳƭƻȌŜƴȇƳ 
ƳƛƴƻǊƛǘƴƝƳ ǇǊƻǘŜƛƴŜƳ ±tнκо όƻȊƴŀőŜƴ őŜǊǾŜƴƻǳύΦ 2łǊƪƻǾŀƴł ƭƛƴƛŜ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tнκо ȊƴŀőƝ ƻōƭŀǎǘΣ ǳ ƪǘŜǊŞ 
ƴŜōȅƭƻ ƳƻȌƴŞ ǇǌŜǎƴŠ ǳǊőƛǘ ƪǊȅǎǘŀƭƻƎǊŀŦƛŎƪƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳΦ ½ƘǊǳōŀ Ǿ ǇǻƭŎŜ őłǊƪƻǾŀƴŞ ƭƛƴƛŜ ǎŜ ǊƻǾƴŠȌ ƴŀŎƘłȊƝ b 
konec proteinu VP3. ½ōȅǘŜƪ őłǊȅ ƧŜ ƻōƭŀǎǘ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tнΣ ƪǘŜǊł ƧŜ ǇǊƻ ƴŠƧ ǳƴƛƪłǘƴƝ  
a kterou s ǇǊƻǘŜƛƴŜƳ ±tо ƴŜǎŘƝƭƝΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό.ύ ƧŜ ǎŎƘŞƳŀǘƛŎƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ƻǊƎŀƴƛȊŀŎŜ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊƻǾŞ 
ƪŀǇǎƛŘȅΦ YŀǇǎƛŘŀ ƧŜ ȊŀƭƻȌŜƴŀ ƴŀ ƛƪƻǎŀƘŜŘǊłƭƴƝ ǎȅƳŜǘǊƛƛ ŀ ǇŜƴǘŀƳŜǊȅΣ ƧŜȌ ƭŜȌƝ Ǿ ǇƻƳȅǎƭƴȇŎƘ ǾǊŎƘƻƭŜŎƘ 
ikosahedronu, jsou oznaőŜƴȅ ǑŜŘŠΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ je ōŀǊŜǾƴŠ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƻΣ ƧŀƪȇƳ ȊǇǻǎƻōŜƳ ǎƛ ǎƻǳǎŜŘƴƝ 
ǇŜƴǘŀƳŜǊȅ ǾȅƳŠƶǳƧƝ ǎǾŞ / ƪƻƴŎŜΣ ǘŀƪ ŀōȅ ŘƻǎłƘƭȅ Ƨŀƪ ǇŜƴǘŀǾŀƭŜƴǘƴƝƘƻ ǘŀƪ ƘŜȄŀǾŀƭŜƴǘƴƝƘƻ ǳǎǇƻǌłŘłƴƝΦ 
hōǊłȊŜƪ ό/ύ ǇǌŜŘǎǘŀǾǳƧŜ ǇǊǻǌŜȊ ǾƛǊƛƻƴŜƳ .Ytȅ±Σ ƪŘŜ Ƨǎƻǳ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ȊƴłȊƻǊƴŠƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ǎǾŞ 
ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾŞ ƘǳǎǘƻǘȅΦ {ǾŠǘƭŜ ǑŜŘƻǳ ōŀǊǾƻǳ ƧŜ ȊƴłȊƻǊƴŠƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾł Ƙǳǎǘƻǘŀ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tмΣ ƧŜƴȌ ǘǾƻǌƝ ƘƻǊƴƝ 
vrstvu virionu. V ƪŀȌŘŞ ǇŜƴǘŀƳŜǌŜ ƧŜ ǳƭƻȌŜƴ ƧŜŘŜƴ Ȋ ƳƛƴƻǊƛǘƴƝŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ±tн őƛ ±tо όƳƻŘǊł  
ŀȌ ȊŜƭŜƴł ōŀǊǾŀύΦ tƻŘ ǾǊǎǘǾƻǳ ƪŀǇǎƛŘƻǾȇŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ƧŜ ǳƭƻȌŜƴ ǾƛǊƻǾȇ ƳƛƴƛŎƘǊƻƳƻǎƻƳ Ǿ ƪƻƴŎŜƴǘǊƛŎƪȇŎƘ 
ƪǊǳȌƴƛŎƻǾȇŎƘ ǾǊǎǘǾłŎƘ όȌƭǳǘł ŀȌ őŜǊǾŜƴł ōŀǊǾŀύΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ 5 ƧŜ ŘŜǘŀƛƭƴƝ ȊƻōǊŀȊŜƴƝ ǳǎǇƻǌłŘłƴƝ ǾƛǊƻǾŞƘƻ 
minichromozomu pod pentamerou VP1 s ǾȅȊƴŀőŜƴȇƳƛ ǾȊŘłƭŜƴƻǎǘƳƛ ƳŜȊƛ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳƛ Ǿƭłƪƴȅ 
ŘǾƻǳǑǊƻǳōƻǾƛce DNA. hōǊłȊŜƪ (A) ōȅƭ ǇǌŜǾȊŀǘ ŀ ǳǇǊŀǾŜƴ Ȋ Chen et al., 1998Φ hōǊłȊƪȅ (B-D) ōȅƭȅ ǇǌŜǾȊŀǘȅ 
a upraveny z  Hurdiss et al., 2016. 
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2.7. D![~N STR¦Y¢¦w¸ ±½bLY[; ½ Y!t{L5h±º/I twh¢9Lb® 

+ÒÏÍñ ÓÃÈÏÐÎÏÓÔÉ ÖÙÔÖÜĠÅÔ viriony ÄÏËÜĿÅ protein VP1 ÔÖÏĠÉÔ É ÄÁÌĤþ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÖÎþ ÔÙÐÙ 

éÜÓÔÉÃȢ 0ÒÖÎþ Ú nich jsou tzv. pseudovirionyȢ *ÅÄÎÜ ÓÅ Ï éÜÓÔÉÃÅȟ ËÔÅÒï ÊÓÏÕ ÓÔÅÊÎñ ÖÅÌËï  

jako viriony, ale ÎÅÏÂÓÁÈÕÊþ virovou DNA. 0ÅÎÔÁÍÅÒÙ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ proteinu VP1  

ÔÏÔÉĿ nejsou schopny sami Ï ÓÏÂñ ÒÏÚÅÚÎÁÔ ÖÉÒÏÖÏÕ $.! ÏÄ Ôï ÂÕÎñéÎï a mohou  

tedy enkapsidovat i fragment ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËïÈÏ ÇÅÎÏÍÕ. Pro enkapsidaci ÂÕÎñéÎï $.! ÊÅ ÄĳÌÅĿÉÔï 

ÚÅÊÍïÎÁ ÔÏȟ ÁÂÙ ÊÅÊþ ÖÅÌÉËÏÓÔ ÂÙÌÁ ÐĠÉÂÌÉĿÎñ ÓÔÅÊÎÜ jako ÖÅÌÉËÏÓÔ ÖÉÒÏÖïÈÏ ÇÅÎÏÍÕ  

(Gillock et al., 1997). 

$ÁÌĤþÍ ÔÙÐÅÍ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÊÓÏÕ ÔÚÖȢ viru  pÏÄÏÂÎï éÜÓÔÉÃÅ (VLPs, z ÁÎÇÌÉÃËïÈÏ 6ÉÒÕÓ-like 

particles). V ÔÏÍÔÏ ÐĠþÐÁÄñ ÓÅ ÊÅÄÎÜ o ÐÒÜÚÄÎï éÜÓÔÉÃÅȟ ËÔÅÒï ÎÅÏÂÓÁÈÕÊþ ÖĳÂÅÃ ĿÜÄÎÏÕ $.!Ȣ 

Protein VP1 a z ÎñÊ ÓÌÏĿÅÎï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÊÓÏÕ ÔÏÔÉĿ ÓÃÈÏÐÎÙ ÓÅ ÓÁÍÏÕÓÐÏĠÜÄÁÔ ÄÏ ËÁÐÓÉÄÏÖĻÃÈ 

struktur  ÐÏÍÏÃþ ÓÖĻÃÈ # ËÏÎÃĳ i bez ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ $.!Ȣ 0ÒÏ ÔÖÏÒÂÕ ÔñÃÈÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒ dokonce 

nejsou ÎÕÔÎï ÁÎÉ ÍÉÎÏÒÉÔÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖï proteiny. 6ñÔĤÉÎÏÕ VLPs ÚÁÕÊþÍÁÊþ ÓÆïÒÉÃËĻ ÔÖÁÒ,  

ËÔÅÒĻ ÍÜ ÉËÏÓÁÈÅÄÒÜÌÎþ ÓÙÍÅÔÒÉÉ s ÔÒÉÁÎÇÕÌÁéÎþÍ éþÓÌÅÍ χ. .Á ÐÒÖÎþ ÐÏÈÌÅÄ ÊÓÏÕ ÔÙÔÏ 6,0Ó svou 

strukturou ÓÔÅÊÎï ÊÁËÏ ÖÉÒÉÏÎÙ éÉ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎÙȢ Pentamery VP1 mohou ÒÏÖÎñĿ ÖÙÔÖÏĠÉÔ 6,0Óȟ 

ËÔÅÒï ÎÅÊÓÏÕ ÓÆïÒÉÃËïÈÏ ÁÌÅ ÔÒÕÂËÏÖÉÔïÈÏ ÔÖÁÒÕ Á ËÔÅÒï ÍÁÊþ ÈÅÌÉËÜÌÎþ ÓÙÍÅÔÒÉÉ.  

$ÁÌĤþÍÉ ÁÔÙÐÉÃËĻÍÉ 6,0Ó ÊÓÏÕ σςÎÍ éÜÓÔÉÃÅ ÔÖÏĠÅÎï ςτ ÐÅÎÔÁÍÅÒÁÍÉ proteinu VP1 ÕÓÐÏĠÜÄÁÎï 

ÐÏÄÌÅ ÏËÔÁÈÅÄÒÜÌÎþ ÓÙÍÅÔÒÉÅ éÉ ςφ ÎÍ 6,0Ó ÔÖÏĠÅÎï ÊÅÎ Ú 12 pentamer (Salunke et al., 1989). 

Vzhledem k ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÊÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÙÔÖÜĠÅÔ ÐÒÜÚÄÎï ËÁÐÓÉÄÙ ÓÜÍ Ï ÓÏÂñȟ ÔÁË 

ÊÅ ÖÙÕĿþÖÜÎ v ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþÃÈ ÅØÐÒÅÓÎþÃÈ ÓÙÓÔïÍÅÃÈ Ë ÐÒÏÄÕËÃÉ ÖÅÌËïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ 6,0ÓȢ  

0ÒÖÎþÍ ÅØÐÒÅÓÎþÍ ÓÙÓÔïÍÅÍ ÐÏÕĿÉÔĻÍ pro tvorbu VLPs byla bakterie Escherichia coli (Salunke 

et al., 1986). 2ÏÖÎñĿ ÓÅ ÕËÜÚÁÌÏȟ ĿÅ 6,0Ó ÊÅ ÍÏĿÎï ÅÆÅËÔÉÖÎñ produkovat i v kvasince 

Saccharomyces. cerevisiae (Sasnauskas et al., 1999). 6ÙÓÏËï ÐÒÏÄÕËÃÅ 6,0Ó ÌÚÅ ÄÏÓÜÈÎÏÕÔ  

i v ÈÍÙÚþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ s ÐÏÕĿÉÔþÍ ÂÁËÕÌÏÖÉÒÏÖïho ÅØÐÒÅÓÎþho ÓÙÓÔïÍÕ (Montross et al., 1991). 

6,0Ó ÊÓÏÕ ÔÁËÔÏ ÐĠÉÐÒÁÖÏÖÜÎÙ Ú ÎñËÏÌÉËÁ ÄĳÖÏÄĳ. Jednak ÊÓÏÕ ÐÏÕĿþÖÜÎÙ v ÚÜËÌÁÄÎþÍ ÖĻÚËÕÍÕ 

ÐĠÉ ÓÔÕÄÉÕ ÒÁÎĻÃÈ ÆÜÚþ ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÃÙËÌÕ éÉ Ë ÕÒéÅÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃȢ  

$ÁÌĤþ ÍÏĿÎï ÖÙÕĿÉÔþ ÍÁÊþ 6,0Ó Ö ÂÉÏÍÅÄÉÃþÎñȟ ËÄÅ ÍÏÈÏÕ ÓÌÏÕĿÉÔ v ÐĠþÐÒÁÖñ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃËĻÃÈ 

ÔÅÓÔĳȟ ÖÁËÃþÎ éÉ ÖÅËÔÏÒĳ pro genovou terapii (ÐĠÅÈÌÅÄÎñ shrnuto v Teunissen et al., 2013). 

2.8 H[!±bN Y!t{L5h±º twh¢EIN VP1 

(ÌÁÖÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÊÅ ÎÅÊÖñÔĤþÍ Á ÚÜÒÏÖÅĐ ÎÅÊÖþÃÅ ÚÁÓÔÏÕÐÅÎĻÍ proteinem 

ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖï kapsidy. *ÅÈÏ ÐĠÅÓÎÜ ÖÅÌÉËÏÓÔ a sekvence ÓÅ ÍÅÚÉ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÍÉ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ 

ÍþÒÎñ ÌÉĤþȢ .ÁÐĠþËÌÁÄ protein 60ρ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÊÅ ÄÌÏÕÈĻ 384 ÚÁÔþÍÃÏ protein VP1 BK 

ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÊÅ ÄÌÏÕÈĻ ÊÅÎ σφς ÁÍÉÎÏËÙÓÅÌÉÎ ) ÐĠÅÓ ÏÄÌÉĤÎÏÕ ÖÅÌÉËÏÓÔ jsou ale oba proteiny 

ÓÔÅÊÎñ ÏÒÇÁÎÉÚÏÖÜÎÙ Á ÚÁÕÊþÍÁÊþ ÏÂÄÏÂÎï ÐÒÏÓÔÏÒÏÖï ÕÓÐÏĠÜÄÜÎþȢ  
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#Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÔÅÒÃÉÜÒÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ, ÔÁË ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍĳĿÅÍÅ ÒÏÚÄñÌÉÔ ÎÁ ÃÅÌËÅÍ σ ÏÂÌÁÓÔÉȢ  

PÒÏÓÔÏÒÏÖï ÕÓÐÏĠÜÄÁÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÓÐÏÌÕ ÓÅ ÓÅËÕÎÄÜÒÎþÍÉ ÓÔÒÕËÔÕÒÁÍÉ ÊÅ ÚÎÜÚÏÒÎñÎÏ  

ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ υ!Ȣ .ÅÊËÒÁÔĤþ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÏÂÌÁÓÔþ je N konec proteinuȟ ÖÅ ËÔÅÒïÍ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ  

ÊÁË ÊÁÄÅÒÎĻ ÌÏËÁÌÉÚÁéÎþ ÓÉÇÎÜÌȟ ÔÁË É $.! ÖÁÚÅÂÎÜ ÄÏÍïÎÁȢ Po pentamerizaci proteinu VP1  

ÓÅ ÔÁÔÏ ÏÂÌÁÓÔ ÐÅÐÔÉÄÕ ÎÁÃÈÜÚþ ve spodu pentamery a ÐÏ ÍÏÒÆÏÇÅÎÅÚÉ ÖÉÒÉÏÎÕ ÓÍñĠÕÊÅ ÄÏÖÎÉÔĠ 

éÜÓÔÉÃÅ. $.! ÖÁÚÅÂÎÜ ÄÏÍïÎÁ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÅÎþ ÓÅËÖÅÎéÎñ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ a je schopna se ÖÜÚÁÔ  

na jakoukoli sekvenci DNA (Morela et al., 1991). Proto se uÖÁĿÕÊÅȟ ĿÅ 601 ÓÖĻÍ N koncem ÍĳĿÅ 

ÒÅÇÕÌÏÖÁÔ ÕÓÐÏĠÜÄÜÎþ ÖÉÒÏÖïÈÏ ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍÕ ÕÖÎÉÔĠ virionu . Tato interakce je ale 

ÌÉÍÉÔÏÖÜÎÁ ÐÏÕÚÅ ÎÁ ÔÕ éÜÓÔ $.!ȟ ËÔÅÒÜ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ pod pentamerou VP1 (Hurdiss et al., 2016). 

#ÅÎÔÒÜÌÎþ ÏÂÌÁÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÊÅ ÎÅÊÄÅÌĤþ ÚÅ ÖĤÅÃÈ a ÔÖÏĠþ ÊÜÄÒÏ ÃÅÌïÈÏ proteinu.  

4ÁÔÏ ÏÂÌÁÓÔ ÊÅ ÖÅÌÍÉ ÂÏÈÁÔÜ ÎÁ ÓÅËÕÎÄÜÒÎþ struktury, a to ÚÅÊÍïÎÁ na ÁÎÔÉÐÁÒÁÌÅÌÎþ ɼ ÓËÌÜÄÁÎï 

ÌÉÓÔÙȟ ËÔÅÒï jsou ÓÌÏĿÅÎÙ do ËÏÍÐÁËÔÎþ ÔÅÒÃÉÜÒÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒy. -ÉÍÏ ÔÏ ÍĳĿÅÍÅ Ö proteinu VP1 

ÒÏÖÎñĿ ÎÁÌïÚÔ ËÒÜÔËï ĭÓÅËÙ ÔÖÏĠÅÎï ÈÅÌÉØÙȢ *ÅÄÎÏÔÌÉÖï ɼ listy jsou mezi sebou propojeny 

ÎñËÏÌÉËÁ ÓÍÙéËÁÍÉȢ .ÅÊÄĳÌÅĿÉÔñÊĤþ Ú ÎÉÃÈ ÊÓÏÕ $%ȟ () Á "# ÓÍÙéËÙȢ 4Ù ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ v ÈÏÒÎþ éÜÓÔÉ 

ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ 60ρ Á ÒÏÖÎñĿ É ÎÁ ÐÏÖÒÃÈÕ ÓÅÓÔÁÖÅÎï ËÁÐÓÉÄÙ. $þËÙ ÔÏÍÕ ÓÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÈÌÁÖÎþ ÁÎÔÉÇÅÎÎþ 

determinanty proteinu VP1. 3ÍÙéËÁ %& ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ Ú boku ÃÅÌï ÓÔÒÕËÔÕÒÙ a hraje roli  

ve ÖÁÚÂñ ÖÜÐÅÎÁÔĻÃÈ ÉÏÎÔĳ Á ÓÔÁÂÉÌÉÚÁÃÉ ÉÎÖÁÄÕÊþÃþÈÏ # ËÏÎÃÅ ze ÓÏÕÓÅÄÎþ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ  

(Liddington et al., 1991; Stehle et al., 1996). 0ÏÓÌÅÄÎþ ÄĳÌÅĿÉÔÏÕ ÓÍÙéËÏÕ ÊÅ ÓÍÙéËÁ #$Ȣ  

4Á ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ ve spodu pentamery a obsahuje ÃÙÓÔÅÉÎÏÖĻ ÚÂÙÔÅËȟ ËÔÅÒĻ ÊÅ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ 

ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÙÔÖÏĠÉÔ ÄÉÓÕÌÆÉÄÉÃËĻ ÍĳÓÔÅË ÍÅÚÉ ÄÁÌĤþÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 60ρ Ö ÐÅÎÔÁÍÅĠÅ  

(Stehle et al., 1996). *ÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ ÚÍþÎñÎÏ ÄĠþÖÅȟ tak se protein VP1 nikdy v ÂÕĐÃÅ ÎÅÖÙÓËÙÔÕÊÅ  

ÖÅ ÆÏÒÍñ ÍÏÎÏÍÅÒÕ, ale ihned asociuje s ÄÁÌĤþÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ VP1 za vzniku pentamery.  

4Ï ÊÅ ÚÐĳÓÏÂÅÎÏ ÄþËÙ ÖÙÓÏËï ËÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÉÔñ ÐÏÖÒÃÈĳ ÍÅÚÉ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 60ρȢ 

)ÎÔÅÒÁËéÎþ ÒÏÚÈÒÁÎþ ÍÅÚÉ ÄÖñÍÁ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 60ρ ÊÅ velkï zhruba 2 ψππ éÔÖÅÒÅéÎþÃÈ ÁÎÇÓÔÒĘÍĳ 

(Stehle et al., 1996b). Z toho ÄĳÖÏÄÕȟ kdyĿ ÓÅ ÐÏÄþÖÜÍÅ ÎÁ struktur y ÖĤÅÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 60ρ  

v ÊÅÄÎï ÐÅÎÔÁÍÅĠÅ, tak ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔȟ ĿÅ ÄÏ ÓÅÂÅ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÚÁÐÁÄÁÊþ jako puzzle. 

0ÏÓÌÅÄÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÏÂÌÁÓÔþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÊÅ ÊÅÈÏ # ËÏÎÃÏÖÜ éÜÓÔȟ ËÔÅÒÜ hraje roli  

ve ÖÁÚÂñ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÐÅÎÔÁÍÅÒ ÍÅÚÉ ÓÅÂÏÕ. V ÐĠþÐÁÄñȟ ĿÅ Ë takoÖïÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÉ ÎÅÄÏÃÈÜÚþȟ  

ÊÅ ÖñÔĤÉÎÁ # ËÏÎÃe proteinu VP1 v ÐĠÉÒÏÚÅÎñ ÎÅÕÓÐÏĠÜÄÁÎïÍ ÓÔÁÖÕ. K organizaci  

ÄÏ ÓÅËÕÎÄÜÒÎþÃÈ ÓÔÒÕËÔÕÒ ÄÏÊÄÅ ÔÅÐÒÖÅ ÁĿ ÐÏÔïȟ ÃÏ # ËÏÎÅÃ ÉÎÖÁÄÕÊÅ ÊÜÄÒÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ 

ÓÏÕÓÅÄÎþ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȢ :ÐĳÓÏÂ, ÊÁËĻÍ # ËÏÎÅÃ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊÅ Ó  ÊÜÄÒÅÍ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ, ÊÅ ÖÅ ÖĤÅÃÈ 

ÐĠþÐÁÄÅÃÈ ÓÔÅÊÎĻ, ÎÉÃÍïÎñ ÊÅÈÏ ÐĠÅÓÎï ÕÓÐÏĠÜÄÜÎþ ÓÅ ÍĳĿÅ ÌÅÈÃÅ ÌÉĤÉÔ podle toho,  

ËÄÅ ÓÅ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊþÃþ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ Ö ÒÜÍÃÉ ËÁÐÓÉÄÙ ÖÙÓËÙÔÕÊþ (Liddington et al., 1991;  

Stehle et al., 1996). 
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(ÌÁÖÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÊÅ ÔÁËï ÚÏÄÐÏÖñÄÎĻ za vazbu k ÂÕÎñéÎïÍÕ povrchu.  

*Å ÔÏÔÉĿ ÓÃÈÏÐÎĻ ÖÜÚÁÔ sialovou kyselinuȟ ÊÅĿ ÊÅ ÓÏÕéÜÓÔþ ÍÎÏÈÁ ÐÏÖÒÃÈÏÖĻÃÈ ÍÏÌÅËÕÌ ÖéÅÔÎñ 

ÒĳÚÎĻÃÈ ÇÌÙËÏÐÒÏÔÅÉÎĳ a ÇÁÎÇÌÉÏÓÉÄĳ. 6ÁÚÅÂÎï ÍþÓÔÏ ÐÒÏ ÓÉÁÌÏÖÏÕ ËÙÓÅÌÉÎu ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ  

z boku pentamery v ÍþÓÔñ ÍÅÚÉ ÐÏÖÒÃÈÏÖĻÍÉ ÓÍÙéËÁÍÉ DE, BC a HI (Stehle a Harrison, 1996; 

Neu et al., 2013). 0ĠÅÓÎï ÍþÓÔÏ ÖÁÚÂÙ ÊÅ ÚÎÜÚÏÒÎñÎÏ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ υ" a 5C. +ÁĿÄĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÊÅ 

tedy schopen teoreticky ÖÜÚÁÔ ÓÉÁÌÏÖÏÕ ËÙÓÅÌÉÎÕ a vzhledem k ÐÏéÔÕ ÊÅÈÏ kopiþ Ö ÊÅÄÎï ËÁÐÓÉÄñȟ 

se ÖÅ ÖĻÓÌÅÄËÕ ÍĳĿÅ virion absorbovat k ÂÕÎñéÎï ÍÅÍÂÒÜÎñ ÐÏÍÏÃþ ÖÅÌËï éÜÓÔÉ  

ÓÖïÈÏ ÐÏÖÒÃÈÕȢ 

3ÔÅÊÎñ ÊÁËÏ ÓÐÏÕÓÔÁ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏÄÌïÈÜ i ÈÌÁÖÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÐÏÓÔÔÒÁÎÓÌÁéÎþÍ 

ÍÏÄÉÆÉËÁÃþÍȢ *ÉĿ Ö ÒÏÃÅ ρωψρ ÖÙĤÌÁ ÐÕÂÌÉËÁÃÅȟ ËÔÅÒÜ identifikovala ve virionu MPyV ÒĳÚÎï 

subpopulace proteinu VP1 ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÊÅÊÉÃÈ ÒÏÚÄþÌÎïÈÏ ÉÚÏÅÌÅËÔÒÉÃËïÈÏ ÂÏÄÕ. !ÕÔÏĠÉ ale byli 

schopni éÜÓÔ ÔñÃÈÔÏ ÒÏÚÄþÌĳ v ÉÚÏÅÌÅËÔÒÉÃËïÍ bodu ÐĠÉÐÓÁÔ ÏÄÌÉĤÎĻÍ ÐÏÓÔÔÒÁÎÓÌÁéÎþÍ 

ÍÏÄÉÆÉËÁÃþÍ proteinu VP1, Á ÔÏ ÚÅÊÍïÎÁ ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃþÍ a acetylacþÍ (Bolen et al., 1981).  

0ÏÔï ÎÜÓÌÅÄÏÖÁÌÏ ÏÂÊÅÖÅÎþ ÄÁÌĤþÃÈ ÔÙÐĳ ÍÏÄÉÆÉËÁÃþ ÊÁËÏ sulfurylace tyrosinu (Ludlow a Consigli, 

1987), hydroxylace prolinu (Ludlow a Consigli, 1989) éÉ ÍÅÔÈÙÌÁÃÅ ÌÙÓÉÎÕ Á ÁÒÇÉÎÉÎÕ (Burton a 

Consigli, 1996). Dokonce v ÐĠþÐÁÄñ "+0Ù6 ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ ÄÅÔÁÉÌÎþ ÁÎÁÌĻÚÁȟ ËÔÅÒÜ Õ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 

VP1 identifikovala ÁĿ ω ÒĳÚÎĻÃÈ ÔÙÐĳ ÍÏÄÉÆÉËÁÃþ ÎÁ ÃÅÌËÅÍ υφ ÁÍÉÎÏËÙÓÅÌÉÎÜÃÈ (Fang et al., 

2010). Pro MPyV byla ÕËÜÚÜÎÁ ÚÅÊÍïÎÁ ÄĳÌÅĿÉÔÏÓÔ ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ Jako jedny z ÍþÓÔ 

ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃÅ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÔÈÒÅÏÎÉÎ φσ ɉ"# ÓÍÙéËÁɊ Á ÔÈÒÅÏÎÉÎ ρυφ ɉ$% ÓÍÙéËÁɊȢ 

Vzhledem k ÊÅÊÉÃÈ ÐÏÚÉÃÉ ÖÅ ÓÍÙéËÜÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÂÙ ÊÅÊÉÃÈ ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃÅ ÍÏÈÌÁ ÈÒÜÔ ÄĳÌÅĿÉÔÏÕ 

ÒÏÌÉ ÖÅ ÖÁÚÂñ ÂÕÎñéÎïÈÏ ÒÅÃÅÐÔÏÒÕ. #Ï ÓÅ ÁÌÅ ÕËÜÚÁÌÏ ÊÅȟ ĿÅ ÐĠÉ mutaci threoninu 156 ÎÅÎþ virus 

schopnĻ ÍÏÒÆÏÇÅÎÅÚÅ ÎÏÖĻÃÈ virionĳ (Li a Garcea, 1994). Mimo threoninu ÄÏÃÈÜÚþ É 

k fosforÙÌÁÃþÍ ÓÅÒÉÎĳȢ .ÁÐĠþËÌÁÄ ÓÅÒÉÎ φφ ÂÙÌ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎ ÊÁËÏ ÍþÓÔÏ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃÅ 

ÐÏÍÏÃþ ËÁÓÅÉÎ ËÉÎÜÚÙ II. "ÏÈÕĿÅÌ ÓÅÒÉÎÏÖï ÍÕÔÁÎÔÙ ÎÅÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÐÏÍÎÏĿÉÔ v buÎñéÎï ËÕÌÔÕĠÅȢ 

Proto byl protein s ÍÕÔÏÖÜÎĻÍ serinem ÅØÐÒÉÍÏÖÜÎ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎñ Ö E. coli a jeho fosforylace 

ËÁÓÅÉÎ ËÉÎÜÚÏÕ )) ÂÙÌÁ ÐÏÔÖÒÚÅÎÁ ÁĿ in vitro (Li et al., 1995). 2ÏÌÉ ÖÅ ÓÐÒÜÖÎï ÍÏÄÉÆÉËÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎu 

VP1 ÐÁÔÒÎñ ÈÒÁÊþ É ÍÉÎÏÒÉÔÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÙ. V ÈÍÙÚþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ 3Æω ÂÙÌÏ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÐĠÉ 

ÅØÐÒÅÓÉ ÐÏÕÚÅ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÅÂÏ ËÏÅØÐÒÅÓÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Á 60σ ÄÏÃÈÜÚþ Ë 

nefyziologickĻÍ fosforylacþÍ serinĳ a k poklesu fosforylace threoninĳ 63 a 156. +ÄÙĿ ÓÅ ÁÌÅ 

s proteinem VP1 exprimoval i protein VP2, tak ÓÅ ÓÎþĿÉÌÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÎÅÆÙÚÉÏÌÏÇÉÃËĻch ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃþ 

ÓÅÒÉÎĳ Á ÒÏÖÎñĿ ÓÅ ÚÖÅÄÌÁ É ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃÅ ÎÁ ÔÈÒÅÏÎÉÎÕ φσ (Li et al., 1995). Interakce s proteinem 

VP2 tedy ÚĠÅÊÍñ ÖÅÄÅ ËÅ ÚÍñÎñ konformace proteinu VP1ȟ Á ÔþÍ É ËÅ ÚÍñÎñ ÐĠþÓÔÕÐÎÏÓÔÉ 

ÆÏÓÆÏÒÙÌÁéÎþÃÈ ÍþÓÔȢ #Ï ÓÅ ÔĻéÅ fosforylace threoninu 156, tak ta ÓÔÜÌÅ ÚĳÓÔÁÌÁ ÎþÚËÜȢ (ÍÙÚþ 

ÂÕĐËÙ 3Æω ÂÕì  tedy ÏÐÒÏÔÉ ÍÙĤþÍ ÂÕĐËÜÍ ÐÏÓÔÒÜÄÁÊþ ËÉÎÜÚÕ ÓÃÈÏÐnou fosforylace tohoto 

threoninu a nebo je k ÔïÔÏ ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃÅ ÐÏÔĠÅÂÎÜ ÓÏÕÈÒÁ ÄÁÌĤþÃÈ ÖÉÒÏÖĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ (Li et al., 

1995). Role ve ÓÐÒÜÖÎï ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ MPyV byla proËÜÚÜÎÁ Õ ÓÔĠÅÄÎþÈÏ 4 ÁÎÔÉÇÅÎÕ 
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(Li a Garcea, 1994). V ÐĠþÐÁÄñ BKPyV ÂÙÌÏ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ Ö proteinu VP1 ÄÏÃÈÜÚþ pouze 

k ÆÏÓÆÏÒÙÌÁÃþÍ ÓÅÒÉÎĳ Á ÎÉËÏÌÉ ÔÈÒÅÏÎÉÎĳ (Fang et al., 2010). :Å ÖĤÅÃÈ ÔĠþ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ 

fosforylÏÖÁÎĻÃh ÍþÓÔ ÊÅ ÎÁÖþÃ ÐÒÏ ĭÓÐñĤÎÏÕ ÐÒÏÐÁÇÁÃÉ ÖÉÒÕ Ö ÔËÜĐÏÖĻÃÈ ËÕÌÔÕÒÜÃÈ ÄĳÌÅĿÉÔÜ jen 

fosforylace serinu 80 (Chen et al., 2011). 

hōǊłȊŜƪ őΦ р ς {ǘǊǳƪǘǳǊŀ ƘƭŀǾƴƝƘƻ ƪŀǇǎƛŘƻǾŞ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύ ƧŜ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƻ ǇǊƻǎǘƻǊƻǾŞ ǳǎǇƻǌłŘłƴƝ ƘƭŀǾƴƝƘƻ ƪŀǇǎƛŘƻǾŞƘƻ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм MPyV.  
hōƭŀǎǘ ƴŜƧǾƝŎŜ ōƻƘŀǘł ƴŀ ǎŜƪǳƴŘłǊƴƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ǎŜ ƴŀŎƘłȊƝ ǳǇǊƻǎǘǌŜŘ ǇǊƻǘŜƛƴǳΦ ¿ƭǳǘŠ Ƨǎƻǳ ǾȅȊƴŀőŜƴȅ 
ǎŜƪǳƴŘłǊƴƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ŀƴǘƛǇŀǊŀƭŜƭƴƝŎƘ  ̡ǎƪƭłŘŀƴȇŎƘ ƭƛǎǘǻΣ ƧŜȌ ǘǾƻǌƝ ƧłŘǊƻ ŎŜƭŞ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ. Tyto listy jsou 
ǇƻǎǇƻƧƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ǎƳȅőŜƪ.  2ŜǊǾŜƴŠ Ƨǎƻǳ ǾȅȊƴŀőŜƴȇ ƻōƭŀǎǘƛ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ǎ ƘŜƭƛƪłƭƴƝ ǎŜƪǳƴŘłǊƴƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊƻǳΦ 
½ƴłȊƻǊƴŠƴŀ ƧŜ i konformace b ŀ / ƪƻƴŎŜ ǇǊƻǘŜƛƴǳΦ hōǊłȊŜƪ ό.ύ ƧŜ ǇƻƘƭŜŘ Ȋ boku na pentameru proteinu 
VP1 BKPyV v ƪƻƳǇƭŜȄǳ ǎŜ ǎƛŀƭƻǾȇƳƛ ƪȅǎŜƭƛƴŀƳƛΦ Detail tohoto komplexu ƧŜ ǇǊŜȊŜƴǘƻǾłƴ ƴŀ ƻōǊłȊƪǳ ό/ύΦ  
½ŘŜ ǎƛ ƳǻȌŜƳŜ ǾǑƛƳƴƻǳǘΣ ȌŜ ǾŀȊŜōƴŞ ƳƝǎǘƻ ǇǊƻ ǎƛŀƭƻǾƻǳ ƪȅǎŜƭƛƴǳ ƧŜ Ǿ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ǘǾƻǌŜƴƻ ǇƻǾǊŎƘƻǾȇƳƛ 
ǎƳȅőƪŀƳƛ 59Σ ./ ŀ IL. hōǊłȊŜƪ ό!ύ ōȅƭ Ǉǌipraven v ǇǊƻƎǊŀƳǳ tȅah[ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ Řŀǘ Ȋ Liddington et al., 
1991 a Stehle et al., 1996Φ {ǘǊǳƪǘǳǊŀ ƴŀ ƻōǊłȊƪǳ ǇƻŎƘłȊƝ Ȋ ŘŀǘŀōłȊŜ t5. ŀ ƧŜ ŘƻǎǘǳǇƴł ǇƻŘ ƪƽŘŜƳ м{L9Φ 
hōǊłȊƪȅ ό.ύ ŀ ό/ύ ōȅƭȅ ǳǇǊŀǾŜƴȅ ŀ ǇǌŜǾȊŀǘȅ Ȋ  Neu et al., 2013. 
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2.9. INTERAKCE MEZI MIKROTUBULY A VP1  
a¸~NIh th[¸ha!±Lw¦ 

+ÒÏÍñ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ Ó ÍÉÎÏÒÉÔÎþÍÉ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 60ς Á 60σ je protein VP1 ÒÏÖÎñĿ 

schopen vazby i s ĠÁÄou ÄÁÌĤþÃÈ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ. PÒÏÚÁÔþÍ jich ale ÂÙÌÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ  

jen velmi ÏÍÅÚÅÎï ÍÎÏĿÓÔÖþ. EØÐÅÒÉÍÅÎÔÜÌÎñ byla ÎÁÐĠþËÌÁÄ ÐÒÏËÜÚÜÎÁ interakce s proteinem 

Hsc70ȟ ËÔÅÒĻ ÐÁÔÒÎñ ÂÒÜÎþ ÐĠÅÄéÁÓÎï ÔÖÏÒÂñ ÐÒÜÚÄÎĻÃÈ ËÁÐÓÉÄ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ (Cripe et al., 1995; 

Chromy et al., 2003). DÁÌĤþm ÉÎÔÅÒÁËéÎþm partnerem proteinu VP1 je poly(ADP-ÒÉÂĕÚÁɊ 

ÐÏÌÙÍÅÒÜÚÁ 1 (Carbone et al., 2006) éÉ ÔÒÁÎÓËÒÉÐéÎþ ÆÁËÔÏÒ 99ρ ɉ0ÁÌËÏÖÜ et al., 2000).  

In vitro ÂÙÌÁ ÔÁËï ÐÏÔÖÒÚÅÎÁ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÍÅÚÉ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ Á ÂÕÎñéÎĻÍÉ ÉÍÐÏÒÔÉÎy ɻ2 a ɼ1 

(Bird et al., 2008). .ÅÄÜÖÎÏ ÂÙÌÁ ÔÁÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÐÏÔÖÒÚÅÎÁ É in vivo (Soldatova et al., 2018). 

Protein VP1 MPyV ÊÅ ÒÏÖÎñĿ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÜÚÁÔ strukturu  mikrotubulĳ.  

Pokud je ÔÏÔÉĿ Ö ÂÕĐËÜÃÈ ÅØÐÒÉÍÏÖÜÎ pouze protein VP1 ÄÏÃÈÜÚþ Ë jeho akumulaci 

v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ a jen zhruba 10-ςπ Ϸ ÊÅ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÏÖÜÎÏ ÄÏ ÊÜÄÒÁȢ 6 ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ÊÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ 

ÌÏËÁÌÉÚÏÖÜÎ jednak ÄÉÓÐÅÒÚÎñ ÁÌÅ ÚÜÒÏÖÅĐ ÔÖÏĠþ i ÄÌÏÕÈÜ ÎÅÒÏÚÐÕÓÔÎÜ ÖÌÜËÎaȟ ËÔÅÒÜ ÊÓÏÕ 

ÐÏÄÏÂÎÜ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍȢ &ÏÔÏÇÒÁÆÉÅ ÔñÃÈÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒ ÊÅ ÚÏÂÒÁÚÅÎÁ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ φ. K ÅÆÅËÔÉÖÎþÍÕ 

transportu proteinu VP1 ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÄÏÃÈÜÚþ teprve ÁĿ ÐÏÔïȟ ÃÏ ÊÅ ËÏÅØÐÒÉÍÏÖÜÎ ÓÐÏÌÕ 

s ÍÉÎÏÒÉÔÎþÍÉ ËÁÐÓÉÄÏÖĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ ) ÐĠÉ ËÏÅØÐÒÅÓÉ ÁÌÅ éÜÓÔ proteinu VP1 ÓÔÜÌÅ ÚĳÓÔÜÖÜ 

v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ a ÏÐñÔ ÖÙÔÖÜĠþ ÎÅÒÏÚÐÕÓÔÎÜ ÖÌÜËÎÁ. K ÔÏÍÕÔÏ ÊÅÖÕ ÒÏÖÎñĿ ÄÏÃÈÜÚþ É ÐĠÉ ÉÎÆÅËÃÉȟ  

ÃÏĿ ÎÁÚÎÁéÕÊÅȟ ĿÅ ÂÙ ÔÙÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÓËÕÔÅéÎñ ÍÏÈÌÙ ÍþÔ ÒÅÌÅÖÁÎÔÎþ ÆÙÚÉÏÌÏÇÉÃËĻ ÖĻÚÎÁÍ  

ÐÒÏ ĿÉÖÏÔÎþ ÃÙËÌÕÓ -0Ù6 ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017). 

0ĠÉ ÐÏÓÔÕÐÎï ÆÒÁËÃÉÏÎÁÃÉ ÂÕÎñË ÔÒÁÎÓÉÅÎÔÎñ ÅØÐÒÉÍÕÊþÃþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ se ÕËÜÚalo,  

ĿÅ ÖÌÜËÎÉÔï struktury  proteinu VP1 jsou vysoce stabilÎþ a ÔïÍñĠ ÎÅÒÏÚÐÕÓÔÎï. Nakonec bylo 

ÐÒÏËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÓÅ ÓËÕÔÅéÎñ ÊÅÄÎÜ Ï ÖÌÜËÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȟ ËÔÅÒÜ ÊÓÏÕ ale tak obalena  

Á ÓÔÁÂÉÌÉÚÏÖÜÎÁ proteinem VP1ȟ ĿÅ ÁÎÉ ÎÅÍohou ÂĻÔ ÐĠÉ ÉÍÕÎÏÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÃÉ ÒÏÚÐÏÚÎÜÎÙ 

ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁÍÉ ÓÐÅÃÉÆÉÃËĻÍÉ ÐÒÏÔÉ ÔÕÂÕÌÉÎÕ. Tvorbu ÔñÃÈÔÏ ÖÌÜËÅÎ ÂÙÌÏ ÒÏÖÎñĿ ÍÏĿÎï zastavit 

ÉÎËÕÂÁÃþ ÂÕÎñË Ó ÌÜÔËÁÍÉ ÄÅÓÔÁÂÉÌÉÚÕÊþÃþÍÉ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÜÒÎþ Óþĩȟ ÃÏĿ ÄÜÌÅ Ðotvrzujeme roli 

ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ Ö jejich vzniku ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017). 3ÏÕéÜÓÔþ komplexu proteinu VP1  

Á ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ je É ÄÁÌĤþ ÂÕÎñéÎĻ ÃÈÁÐÅÒÏÎ, Hsp90. Zprvu ÂÙÌÏ ÎÁÖÒĿÅÎÏȟ ĿÅ ÂÙ ÔÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎ 

ÍÏÈÌ ÚÐÒÏÓÔĠÅÄËÏÖÜÖÁÔ ÖÁÚÂÕ ÍÅÚÉ 60ρ Á ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÁÌÅ É ÐÏ ÊÅÈÏ ÉÎÈÉÂÉÃÉ ÓÔÜÌÅ ÄÏÃÈÜÚÅÌÏ 

k ÔÖÏÒÂñ 60ρ ÖÌÜËÅÎ É ËÄÙĿ ÓÅ ÓÎþĿÅÎÏÕ ĭéÉÎÎÏÓÔþ. 3ÐþĤÅ ÎÅĿ ÔÅÄÙ ÚÐÒÏÓÔĠÅÄËÏÖÁÔÅÌ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ  

by protein Hsp90 mohl ÐÏÍÜÈÁÔ organizovat protein VP1 ÐÏÄïÌ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ  

ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017). "ÕĐËÙ ÉÎÆÉËÏÖÁÎï -0Ù6 éÉ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎï ÐÌÁÚÍÉÄÅÍ ÚÁÊÉĤĩÕÊþÃþÍ 

expresi proteinu 60ρ ÍÁÊþ ÒÏÖÎñĿ ÚÖĻĤÅÎÏÕ ĭÒÏÖÅĐ ÁÃÅÔÙÌÁÃÅ ɻ-tubulinuȟ ÃÏĿ ÊÅ ÚÎÜÍËÏÕ ÊÅÊÉÃÈ 

ÚÖĻĤÅÎï ÍÅÃÈÁÎÉÃËï ÓÔÁÂÉÌÉÔÙ (Xu et al., 2017). 5ËÜÚÁÌÏ ÓÅ ÁÌÅȟ ĿÅ ÔÁÔÏ ÁÃÅÔÙÌÁÃÅ ÎÅÎþ ÎÕÔÎÜ pro 

vazbu proteinu VP1 k ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017). 



23 
 

0ĠÉ ÅØÐÒÅÓÉ proteinu VP1 ÎÁÖþÃ ÄÏÃÈÜÚþ i k ÚÜÓÔÁÖñ ÂÕÎñéÎïÈÏ ÃÙËÌÕ v 'ςȾ- ÐĠÅÃÈÏÄÕ 

ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017). 4Ï ÊÅ ÐÏÃÈÏÐÉÔÅÌÎï ÖÚÈÌÅÄÅÍ Ë ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÚÐĳÓÏÂÕÊÅ 

ÐÅÔÒÉÆÉËÁÃÉ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ. Pro ĭÓÐñĤÎÏÕ ÍÉÔĕÚÕ ÊÅ ÔÏÔÉĿ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ jejich ÆÕÎËéÎþ dynamiky.  

Vazba proteinu VP1 k ÄñÌþÃþÍÕ ÖĠÅÔïÎËÕ ÂÙÌÁ ÚÄÏËÕÍÅÎÔÏÖÜÎÁ ÊÉĿ ÄĠþÖÅȟ Á ÔÏ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ 

expresi v ÂÕĐËÜÃÈ S. cerevisaeȟ ËÄÅ 60ρ ÂÒÜÎÉÌ ÒĳÓÔÕ ËÖÁÓÉÎËÏÖĻÃÈ ËÏÌÏÎÉþ ɉ0ÁÌËÏÖÜ et al., 2000). 

V ÐÏÚÄÎþ ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËÃÅ -0Ù6 ÂÙ ÔÅÄÙ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÏÈÌ ËÒÏÍñ ÆÕÎËÃÅ v ÍÏÒÆÏÇÅÎÅÚÉ ÎÏÖĻÃÈ 

ÖÉÒÉÏÎĳ ÈÒÜÔ É ÒÏÌÉ Ö ÚÜÓÔÁÖñ ÂÕÎñéÎïÈÏ ÃÙËÌÕ a ÖÓÔÕÐÕ ÂÕÎñË ÄÏ ÍÉÔĕÚÙȟ ÊÅÊþĿ ÐÒĳÂñÈ ÂÙ ÐÁÔÒÎñ 

mÏÈÌ ÎÅÇÁÔÉÖÎñ ÉÎÔÅÒÆÅÒÏÖÁÔ s ÒÅÐÌÉËÁéÎþm cyklem MPyV. 

hōǊłȊŜƪ őΦ с ς Exprese proteinu VP1 MPyV v ǎŀǾőƝŎƘ ōǳƶƪłŎƘ ǾŜŘŜ ƪŜ 
ǾȊƴƛƪǳ ǾƭłƪƴƛǘȇŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ 
bŀ ƻōǊłȊŎƝŎƘ Ȋ ƪƻƴŦƻƪłƭƴƝƘƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ ǾƭłƪƴƛǘŞ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ όȊƴŀőŜƴȅ 

őŜǊǾŜƴŠύ ǘǾƻǌŜƴŞ proteinem VP1, ƪǘŜǊŞ ǾȊƴƛƪŀƧƝ нп ƘƻŘƛƴ Ǉƻ ǘǊŀƴǎŦŜƪŎƛ ōǳƴŠƪ HEK293  

a WOP. tǌŜǾȊŀǘƻ ŀ ǳǇǊŀǾŜƴƻ Ȋ publikace IƻǊƴƝƪƻǾł et al., 2017. 
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3. CN[9 tw#/9 
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$ÌÏÕÈÏÄÏÂĻÍ ÃþÌÅÎ ÎÁĤþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠÅ je, ÃÏ ÎÅÊÖþÃÅ ÏÂÊÁÓÎÉÔ ĿÉÖÏÔÎþ ÃÙËÌÕÓ ÍÙĤþÈÏ 

polyomaviru. 3ÔÕÄÕÊÅÍÅ ÕÄÜÌÏÓÔÉ ÓÐÏÊÅÎï Ó éÁÓÎÏÕ ÆÜÚþ ÉÎÆÅËÃÅ ÖéÅÔÎñ ÔÏÈÏȟ ÊÁËĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ 

ÄÏÃÈÜÚþ ËÅ ÖÓÔÕÐÕ ÖÉÒÕ ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËï ÂÕĐËÙȢ 4ÁËï studujeme, jakou ÄÁÌĤþ funkci, ËÒÏÍñ  

Ôï ÓÔÒÕËÔÕÒÎþȟ mohou ÈÒÜÔ ËÁÐÓÉÄÏÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ v ÉÎÆÉËÏÖÁÎï ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËï ÂÕĐÃÅ. 0ÏÓÌÅÄÎþÃÈ ÐÜÒ ÌÅÔ 

se ÒÏÖÎñĿ ÎÁĤÅ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠ ÖñÎÕÊÅ É ÒÏÌÉ ÐĠÉÒÏÚÅÎï ÉÍÕÎÉÔÙ Ö ÒÏÚÐÏÚÎÜÎþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖï ÉÎÆÅËÃÅ. 

V ÒÜÍÃÉ ÓÖï ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÅ ÓÅ ÚÁÂĻÖÜÍ ÐÒÜÖñ ÄÒÕÈĻÍ ÂÏÄÅÍ ÎÁĤÅÈÏ ÓÔÕÄÉÁ ÍÙĤþÈÏ 

polyomaviru, a to ÈÌÅÄÜÎþÍ ÎÏÖĻÃÈ ÆÕÎËÃþ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ Zde navazuji  

na ÐÒÜÃÅ 0ÁÌËÏÖÜ et al., 2000 a (ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017, ËÄÅ ÂÙÌÏ ÚÊÉĤÔñÎÏȟ ĿÅ 60ρ ÍÙĤþÈÏ 

polyomaviru je schopen ÊÁË ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ expresi, tak i v ÐÏÚÄÎþ ÆÜÚi infekce ÖÜÚÁÔ ÓÔÒÕËÔÕÒy 

ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËĻÃÈ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ. 

-ĻÍ ÐÒÖÎþÍ ÃþÌÅÍ Ö ÒÜÍÃÉ ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÅ bylo otestovat, jestli jsou pentamery 

ÓÌÏĿÅÎï ÊÅÎ Ú proteinu VP1 , schopny ÖÜÚat ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÂÅÚ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ 

ÄÁÌĤþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ V ÒÜÍÃÉ ÔÏÈÏÔÏ ÃþÌÅ ÂÙÌÏ ÍĻÍ ĭËÏÌÅÍȢ 

¶ 0ĠÉÐÒÁÖÉÔ, izolovat a purifikovat 6,0Ó ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÓÌÏĿÅÎï pouze 

z ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ proteinu VP1  

¶ )ÚÏÌÏÖÁÎï éÜÓÔÉÃÅ ÒÏÚÌÏĿÉÔ ÎÁ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȟ ËÔÅÒï Âyly  ÎÜÓÌÅÄÎñ ÔÅÓÔÏÖÜÎÙȟ 

jestli jsou in vitro  schopny ÖÜÚÁÔ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÂÅÚ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ ÊÉÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

V ÎÁĤþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠÉ ÊÓÍÅ ÓÅ ÒÏÖÎñĿ ÎÅÄÜÖÎÏ ÚÁéÁÌÉ ÖñÎÏÖÁÔ ÓÔÕÄÉÕ ÄÁÌĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ,  

Á ÔÏ ÌÉÄÓËïÈÏ "+ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ. 3ÔÅÊÎñ ÊÁËÏ Ö ÐĠþÐÁÄñ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÎÜÓ ÚÁÊþÍÁÊþ ÄÁÌĤþ 

ÍÏĿÎï ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÊÅÈÏ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖï ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ó ÂÕÎñéÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ éÉ ÓÔÒÕËÔÕÒÁÍÉȢ 

Proto bylo  ÍĻÍ ÄÒÕÈĻÍ ÃþÌÅÍ ÐĠÉÐÒÁÖÉÔ ÄÅÔÅËéÎþ ÓÙÓÔïÍȟ ËÔÅÒĻ ÎÜÍ ÕÍÏĿÎþ 

identifikovat  ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ. $þÌéþ ÃþÌÅ ÚÁÈÒÎÏÖÁÌÙȡ 

¶ 0ĠÉÐravit  ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþ ÇÅÎy pro protein VP1  s N a C ËÏÎÃÏÖñ ÖÜÚÁÎÏÕ capTEVTM 

kotvou  

¶ Otestovat expresi tohoto ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÈÏ proteinu v  ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ Á ÎÜÓÌÅÄÎñ 

pomocþ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ ÉÚÏÌÏÖÁÔ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÉȟ ÖÅ ËÔÅÒĻÃÈ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ 

¶ !ÎÁÌÙÚÏÖÁÔ ÄÁÔÁ ÚþÓËÁÎÜ ÐÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ Á identifikovat  ÎÏÖï 

ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ 
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4. M!¢9wL#[¸ ! a9¢h5¸ 
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4.1 M!¢9wL#[¸ 

4.1.1 ROZTOKY 

*ÅÄÉÎĻÍ ÒÏÚÔÏËÅÍȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÕÎÉÖÅÒÚÜÌÎñ ÐÏÕĿþÖÜÎ Ö ÃÅÌï ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÉ ÂÙÌÏ 0"3  
Ï ÓÌÏĿÅÎþȡ 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4, pH ~ 7,4 

/ÓÔÁÔÎþ ÐÏÕĿÉÔï ÒÏÚÔÏËÙ ÂÙÌÙ ÖñÔĤÉÎÏÕ ÐÏÕĿþÖÜÎÙ ÊÅÎ ÐÒÏ ÊÅÄÅÎ ÔÙp metody. Proto je 
ÊÅÊÉÃÈ ÎÜÚÅÖ Á ÓÌÏĿÅÎþ ÖĿÄÙ ÐĠÉÌÏĿÅÎÏ v ÐĠþÓÌÕĤÎï ËÁÐÉÔÏÌÅ. 

4.1.2 ANTIBIOTIKA 

Ampicilin  (Biomedika) 

ɀ ÐÒÁÃÏÖÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ρππ АÇ/ml  

Chloramfenikol  (Sigma-Aldrich)  

ɀ ÐÒÁÃÏÖÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ςυ АÇ/ ml 

+ÁÎÁÍÙÃÉÎ ÓÕÌÆÜÔ (MP Biomedicals) 

ɀ ÐÒÁÃÏÖÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ υπ АÇ/ml  

Zeocin (ThermoFisher Scientific) 

ɀ ÐÒÁÃÏÖÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ υπ АÇ/ml  

4.1.3 B!Y¢9wL#[bN a;5L! 

," ÍïÄÉÕÍ (Sigma-Aldrich)  

ï 10 g/l  peptonu, 5 g/l ËÖÁÓÎÉéÎïÈÏ ÁÕÔÏÌÙÚÜÔÕȟ 10 g/l ÃÈÌÏÒÉÄÕ ÓÏÄÎïÈÏȟ Ð( Ḑ 7,5 

," ÍïÄÉÕÍ Ó ÐĠÉÄÁÎĻÍ ÁÇÁÒÅÍ (Sigma-Aldrich)  

ï 10 g/l  peptonu, 5 g/l  ËÖÁÓÎÉéÎïÈÏ ÁÕÔÏÌÙÚÜÔÕȟ 10 g/l ÃÈÌÏÒÉÄÕ ÓÏÄÎïÈÏȟ ρυ g/l agaru,  
pH Ḑ 7,5 

," ÍïÄÉÕÍ Ó ÎþÚËĻÍ ÏÂÓÁÈÅÍ ÓÏÌÉ (Sigma-Aldrich)  

ï 10 g/l  peptonu, 5 g/l ËÖÁÓÎÉéÎïÈÏ ÁÕÔÏÌÙÚÜÔÕ, 5 g/l ÃÈÌÏÒÉÄÕ ÓÏÄÎïÈÏȟ Ð( Ḑ 7,5 

," ÍïÄÉÕÍ Ó ÎþÚËĻÍ ÏÂÓÁÈÅÍ ÓÏÌÉ Á ÐĠÉÄÁÎĻÍ ÁÇÁÒÅÍ (Sigma-Aldrich)  

ï 10 g/l ÐÅÐÔÏÎÕȟ υ Ç Ͻ Ìɀ1 ËÖÁÓÎÉéÎïÈÏ ÁÕÔÏÌÙÚÜÔÕȟ 5 g/l ÃÈÌÏÒÉÄÕ ÓÏÄÎïÈÏȟ ρυ g/l agaru, pH 
Ḑ 7,5 

3/# ÍïÄÉÕÍ  

ï 20 g/l peptonu, 5 g/l ËÖÁÓÎÉéÎïÈÏ ÁÕÔÏÌÙÚÜÔÕȟ ρπ Í- ÃÈÌÏÒÉÄ ÓÏÄÎĻ; 2,5 mM chlorid 
ÄÒÁÓÅÌÎĻȟ ςπ Í- ÇÌÕËĕÚÁȟ ρπ Í- ÓþÒÁÎ ÈÏĠÅéÎÁÔĻȟ ρπ Í- ÃÈÌÏÒÉÄ ÈÏĠÅéÎÁÔĻȟ Ð( Ḑ 7,5 

40. ÍïÄÉÕÍ 

ï 20 g/l peptonu, 5 g/l  ËÖÁÓÎÉéÎïÈÏ ÁÕÔÏÌÙÚÜÔÕȟ υ g/l  ÃÈÌÏÒÉÄÕ ÓÏÄÎïÈÏȟ pH Ḑ 7,5 
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4.1.4 M;5L! twh ¢Y#dh±; Y¦[TURY 

$-%- ÍïÄÉÕÍ ÓÅ ÓïÒÅÍ 

ï $-%- ɉ$ÕÌÂÅÃÃÏǰÓ -ÏÄÉÆÉÅÄ %ÁÇÌÅǰÓ -ÅÄÉÕÍȟ 3ÉÇÍÁ-Aldrich), 5% (V/V) FBS (Sigma-
Aldrich)  

$-%- ÍïÄÉÕÍ ÂÅÚ ÓïÒÁ 

ï $-%- ɉ$ÕÌÂÅÃÃÏǰÓ -ÏÄÉÆÉÅÄ %ÁÇÌÅǰÓ -ÅÄÉÕÍȟ 3ÉÇÍÁ-Aldrich), 

-ïÄÉÕÍ ÐÒÏ ÈÍÙÚþ ÂÕĐËÙ ÓÅ ÓïÒÅÍ 

ï TNM-(& ÈÍÙÚþ ÍïÄÉÕÍ ɉ3ÉÇÍÁ-Aldrich), 5% (V/V) FBS (Sigma-!ÌÄÒÉÃÈɊȟ ÓÍñÓ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉË  
ÐÒÏ ÔËÜĐÏÖï ËÕÌÔÕÒÙ ɉ3ÉÇÍÁ-Aldrich)  

4.1.5 B!Y¢9wL#[bN Ya9b¸ 

Escherichia coli kmen TOP10 (ThermoFisher Scientific) 

ï Genotyp: Fɀ mcr! Ўɉmrr -hsdRMS-mcrBC) ɮψπlacZЎ-ρυ ЎlacX74 recA1 ara$ρσω Ўɉara 
leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

4.1.6 B¦b=2b; [LbL9 

(ÍÙÚþ ÂÕÎñéÎÜ ÌÉÎÉÅ 3Æω (ATCC) 

ï ÅÐÉÔÅÌÉÜÌÎþ ÂÕĐËÙ ÉÚÏÌÏÖÁÎï Ú ÏÖÁÒÉþ ËÕËÌÙ ÍĳÒÙ "ÌĻÓËÁÖËÙ ËÕËÕĠÉéÎï ɉSpodoptera 
frugiperda) 

,ÉÄÓËÜ ÂÕÎñéÎÜ ÌÉÎÉÅ (%+ ςωσ (ATCC) 

ï ÅÍÂÒÙÏÎÜÌÎþ ÅÐÉÔÅÌÉÜÌÎþ ÂÕĐËÙ ÉÚÏÌÏÖÁÎï Ú ledvin plodu Homo Sapiens Á ÉÍÏÒÔÁÌÉÚÏÖÁÎï 
ÌÉÄÓËĻÍ ÁÄÅÎÏÖÉÒÅÍ υ 

4.1.7 B!Y¦[h±Lwh±; ±9Y¢hw¸ 

2ÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþ ÂÁËÕÌÏÖÉÒÕÓ 6,-VP1 

MÕÔÁÎÔÁ ÄÉÖÏËïÈÏ ÂÁËÕÌÏÖÉÒÕ AcNPV ÅØÐÒÉÍÕÊþÃþ ÈÌÁÖÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÙĤþÈÏ 

polyomaviru, kmen BG (Forstova et al., 1993). 

4.1.8 P[!½aL5h±; ±9Y¢hw¸ 

pENTR-VP1 

$ÏÎÏÒÏÖĻ plazmid ÕÒéÅÎĻ ÐÒÏ ËÌÏÎÏÖÜÎþ ÐÏÍÏÃþ ÓÙÓÔïÍÕ GateWay. Obsahuje gen pro 

ÈÌÁÖÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ protein VP1 polyomaviru BK (subtyp IV)ȟ ËÔÅÒĻ ÊÅ ÏÈÒÁÎÉéÅÎ sekvencemi attL1 

a attL2. Tyto sekvence mohou ÐÏÍÏÃþ ÅÎÚÙÍÕ ,2 ËÌÏÎÜÚÙ rekombinovat se sekvencemi attR1 a 

attR2, ÊÅĿ ÊÓÏÕ ÐĠþÔÏÍÎÙ ÎÁ ÃþÌÏÖïÍ ÖÅËÔÏÒÕ ÕÒéÅÎïÍ ÐÒÏ ÅØÐÒÅÓÉȢ VÅËÔÏÒ ÒÏÖÎñĿ ËĕÄÕÊÅ ÇÅÎ  

pro kanamycinovou rezistenciȟ ÃÏĿ ÕÍÏĿĐÕÊÅ ÓÅÌÅËÃÉ ÐÏÍÏÃþ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉË ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜȟ 

ÎÅÐÕÂÌÉËÏÖÁÎÜ ÄÁÔÁɊ. 
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pENTR-60ρЎ34/0 

$ÏÎÏÒÏÖĻ plazmid ÕÒéÅÎĻ ÐÒÏ ËÌÏÎÏÖÜÎþ ÐÏÍÏÃþ ÓÙÓÔïÍÕ 'ÁÔÅ7ÁÙȢ /ÂÓÁÈÕÊÅ ÎÁËÌÏÎÏÖÁÎĻ 

ÇÅÎ ÐÒÏ ÈÌÁÖÎþ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ "+ (subtyp IV), ÊÅÎĿ ÍÜ ÄÅÌÅÔÏÖÜÎĻ stop 

ËÏÄĕÎ 5'!Ȣ $þËÙ tomu ÊÅ ÍÏĿÎï ÔÅÎÔÏ ÇÅÎ pro protein VP1 ÐÏÕĿþÔ ÐÒÏ ÔÖÏÒÂÕ # ÔÅÒÍÉÎÜÌÎþÃÈ 

ÆĭÚþȢ I v ÔÏÍÔÏ ÐĠþÐÁÄñ ÊÅ ÇÅÎ ÏÈÒÁÎÉéÅÎ ÓÅËÖÅÎÃÅÍÉ ÁÔÔ,ρ Á ÁÔÔ,ςȟ ÊÅĿ mohou rekombinovat se 

sekvencemi attR1 a attR2 v ÃþÌÏÖïÍ ÅØÐÒÅÓÎþÍ vektoru. VÅËÔÏÒ ÒÏÖÎñĿ ËĕÄÕÊÅ ÇÅÎ ÐÒÏ 

kanamycinovÏÕ ÒÅÚÉÓÔÅÎÃÉȟ ÃÏĿ ÕÍÏĿĐÕÊÅ ÓÅÌÅËÃÉ ÐÏÍÏÃþ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉË ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜȟ ÎÅÐÕÂÌÉËÏÖÁÎÜ 

data). 

pcDNA3.2/capTEV-NT/V5 -DEST 

%ØÐÒÅÓÎþ plazmid ÕÒéÅÎĻ ÐÒÏ ÅØÐÒÅÓÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ s . ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎÏÕ capTEVTM kotvu.  

(ÌÁÖÎþ ÓÏÕéÜÓÔþ ÔïÔÏ ËÏÔÖy je BioEaseTM peptidȟ ËÔÅÒĻ ÍÜ vlastnost ÂĻÔ v ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ 

ÐĠÉÒÏÚÅÎñ ÂÉÏÔiÎÙÌÏÖÜÎȢ 4ÁÔÏ ÍÏÄÉÆÉËÁÃÅ ÕÍÏĿĐÕÊÅ . ÔÅÒÍÉÎÜÌÎñ ÆĭÚÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÁÆÉÎÉÔÎñ 

ÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÔ ÐÏÍÏÃþ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÕȢ Downstream od capTEVTM kotvy jsou sekvence attR1 a attR2, 

ËÔÅÒï ÕÍÏĿĐÕÊþ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ Ó ÁÔÔ,ρ Á ÁÔÔ,ς ÓÅËÖÅÎÃÅÍÉ ÐĠþÔÏÍÎĻÍÉ ÎÁ ÄÏÎÏÒÏÖïÍ ÐÌÁÚÍÉÄÕȢ 

Mimo to vektor obsahuje geny pro rezistenci na ampicilin, neomycin/kanamycin a 

chloramfenikol (ThermoFisher Scientific). 

pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST 

%ØÐÒÅÓÎþ plazmid ÕÒéÅÎĻ ÐÒÏ ÅØÐÒÅÓÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ó C ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎÏÕ ÃÁÐ4%6TM kotvu.  

(ÌÁÖÎþ ÓÏÕéÜÓÔþ ÔïÔÏ ËÏÔÖÙ ÊÅ "ÉÏ%ÁÓÅTM ÐÅÐÔÉÄȟ ËÔÅÒĻ ÍÜ ÖÌÁÓÔÎÏÓÔ ÂĻÔ Ö ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ 

ÐĠÉÒÏÚÅÎñ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎȢ 4ÁÔÏ ÍÏÄÉÆÉËÁÃÅ ÕÍÏĿĐÕÊÅ C ÔÅÒÍÉÎÜÌÎñ ÆĭÚÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÁÆÉÎÉÔÎñ 

ÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÔ ÐÏÍÏÃþ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÕȢ Upstream od capTEVTM kotvy jsou sekvence attR1 a attR2, 

ËÔÅÒï ÕÍÏĿĐÕÊþ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ Ó ÁÔÔ,ρ Á ÁÔÔ,ς ÓÅËÖÅÎÃÅÍÉ ÐĠþÔÏÍÎĻÍÉ ÎÁ ÄÏÎÏÒÏÖïÍ ÐÌÁÚÍÉÄÕȢ 

0ÒÏ ĭÓÐñĤÎÏÕ ÐÒÏÄÕËÃÉ # ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÊÅ ÄĳÌÅĿÉÔïȟ ÁÂÙ ÇÅÎÙ ÐÒÏ ËÌÏÎÏÖÁÎï 

ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÍñÌÙ ÄÅÌÅÔÏÖÜny stop kodĕÎ. Mimo to vektor obsahuje geny pro rezistenci na 

ampicilin, neomycin/kanamycin a chloramfenikol (ThermoFisher Scientific). 

capTEV-NT-VP1 

%ØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄȟ ËÔÅÒĻ ÖÚÎÉËÌ LR ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃþ ÍÅÚÉ ÄÏÎÏÒÏÖĻÍ ÖÅËÔÏÒÅÍ Ð%.42-VP1 a 

ÃþÌÏÖĻÍ ÖÅËÔÏÒÅÍ pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST. Tento vektor je schopen po transfekci 

exprimovat ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ "+0Ù6ȟ ÊÅÎĿ ÊÅ . ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÜÎ Ó capTEVTM kotvou. 

$þËÙ ÔïÔÏ ËÏÔÖñ ÊÅ ÆĭÚÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 601 v ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÐĠÉÒÏÚÅÎñ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎ Á ÊÅ ÍÏĿÎï ÈÏ 

vyizolovatÐÏÍÏÃþ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ Ó ÖÙÕĿÉÔþÍ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÕȢ 3ÏÕéÜÓÔþ ÐÌÁÚÍÉÄÕ ÊÓÏÕ 

ÒÏÖÎñĿ ÇÅÎÙ pro rezistenci na antibiotika amplicin a neomycin/kanamycin. ChlÏÒÁÍÆÅÎÉËÏÌÏÖÜ 

rezistence ÂÙÌÁ ÚÔÒÁÃÅÎÁ ÐĠÉ ,2 ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉȢ 
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capTEV-CT-VP1 

%ØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄȟ ËÔÅÒĻ ÖÚÎÉËÌ ,2 ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃþ ÍÅÚÉ ÄÏÎÏÒÏÖĻÍ ÖÅËÔÏÒÅÍ Ð%.42-

60ρЎ34/0 Á ÃþÌÏÖĻÍ ÖÅËÔÏÒÅÍ ÐÃ$.!σȢςȾÃÁÐ4%6-CT/V5-DEST. Tento vektor je schopen po 

ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉ ÅØÐÒÉÍÏÖÁÔ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ "+0Ù6ȟ ÊÅÎĿ ÊÅ C ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÜÎ 

s capTEVTM ËÏÔÖÏÕȢ $þËÙ ÔïÔÏ ËÏÔÖñ ÊÅ ÆĭÚÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ v ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÐĠÉÒÏÚÅÎñ 

ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎ a je ÍÏĿÎï ho vyÉÚÏÌÏÖÁÔ ÐÏÍÏÃþ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ Ó ÖÙÕĿÉÔþÍ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÕȢ 

3ÏÕéÜÓÔþ ÐÌÁÚÍÉÄÕ ÊÓÏÕ ÒÏÖÎñĿ ÇÅÎÙ ÐÒÏ ÒÅÚÉÓÔÅÎÃÉ ÎÁ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉËÁ ÁÍÐÉÃil in a 

neomycin/kÁÎÁÍÙÃÉÎȢ #ÈÌÏÒÁÍÆÅÎÉËÏÌÏÖÜ ÒÅÚÉÓÔÅÎÃÅ ÂÙÌÁ ÚÔÒÁÃÅÎÁ ÐĠÉ ,2 ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ. 

pGwf 

%ØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄȟ ËÔÅÒĻ ÊÅ ÃþÌÏÖĻÍ ÖÅËÔÏÒÅÍ pro rekombinaci ÐÏÍÏÃþ 'ÁÔÅ7ÁÙ ÓÙÓÔïÍÕ. 

/ÂÓÁÈÕÊÅ ÓÅËÖÅÎÃÅ ÁÔÔ2ρ Á ÁÔÔ2ςȟ ËÔÅÒï ÐÏÍÏÃþ ,2 ËÌÏÎÜÚÙ ÍÏÈÏÕ ÒÅËÏÍÂÉÎÏÖÁÔ Óe 

sekvencemi attL1 a attL2 ÎÁ ÄÏÎÏÒÏÖïÍ ÐÌÁÚÍÉÄÕ. 6ÅËÔÏÒ ÒÏÖÎñĿ ÏÂÓÁÈÕÊÅ ÇÅÎ ÐÒÏ '&0ȟ ËÔÅÒĻ 

ÕÌÅÈéÕÊÅ ÒÏÚÐÏÚÎÜÎþ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñË. 6ÅËÔÏÒ ÎÅÎþ ÕÒéÅÎ ÐÒÏ ÅØÐÒÅÓÉ ÆĭÚÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Á 

ÎÅÏÂÓÁÈÕÊÅ ĿÜÄÎĻ ÔÙÐ ÁÆÉÎÉÔÎþ ËÏÔÖÙ. 3ÏÕéÜÓÔþ ÐÌÁÚÍÉÄÕ jsou geny pro chloramfenikolovou a 

zeocinovou rezistenci (Pastrana et al., 2009). 

pGwf-VP1 

%ØÐÒÅÓÎþ plazmidȟ ÊÅÎĿ ÖÚÎÉËÌ ,2 ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃþ ÍÅÚÉ ÄÏÎÏÒÏÖĻÍ ÖÅËÔÏÒÅÍ pENTR-VP1 a 

ÃþÌÏÖĻÍ ÖÅËÔÏÒÅÍ pGwf. Tento vektor je schopen v ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÅØÐÒÉÍÏÖÁÔ ÈÌÁÖÎþ 

ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ "+0Ù6Ȣ Protein je v ÂÕĐÃÅ ÐÒÏÄÕËÏÖÜÎ ÂÅÚ ÐĠþÄÁÖÎĻÃÈ ÓÅËÖÅÎÃþ ÎÁ . éÉ 

C konci. 0ÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ ÃþÌÏÖĻ ÖÅËÔÏÒ Ð'×Æ ÏÂÓÁÈÕÊÅ É Ð'×Æ-60ρ ÇÅÎ ÐÒÏ '&0ȟ ËÔÅÒĻ ÕÌÅÈéÕÊÅ 

ÒÏÚÐÏÚÎÜÎþ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñËȢ Tento vektor obsahuje pouze gen pro zeocinovou 

rezistenci. 

&ÙÚÉËÜÌÎþ ÍÁÐÙ ÖĤÅÃÈ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳ jsou k ÄÉÓÐÏÚÉÃÉ ÐÒÏ ÐÒÏÈÌïÄÎÕÔþ v sekci 

0ĠþÌÏÈy, kapitola 9.1, Mapy ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳȢ 6ĤÅÃÈÎÙ ÐÏÕĿÉÔï ÍÁÐÙ ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ 

ÐÏÍÏÃþ ÐÒÏÇÒÁÍÕ 3ÎÁÐ'ÅÎÅ (http s://www.snapgene.com). 

4.1.9 Kha9w2bN YL¢¸ 

GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)  

JetStarTM Endotoxin-free Plasmid Purification Kit (Genomed) 

GatewayTM LR ClonaseTM II Enzyme Mix (ThermoFisher Scientific) 

TurboFect Transfection Reagent (ThermoFisher Scientific) 

Nuclear & Cytoplasmic Extraction Kit (G-Biosciences) 

NativePureTM Affinity Purification Kit (ThermoFisher Scientific) 

Microtubule Binding Protein Spin-down Assay Kit (Cytoskeleton, Inc.) 



31 
 

4.1.10 Pwh¢L[#¢Y¸ 

PwLa#wbN twh¢L[#¢Y¸ 

-ɻ-MPyV VP1 
ï -ÙĤþ ÍÏÎÏËÌÏÎÜÌÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ ÐÒÏÔÉ ÈÌÁÖÎþÍÕ ËÁÐÓÉÄÏÖïÍÕ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÍÙĤþÈÏ 

polyomaviruȟ ĠÅÄñÎÁ ρππØ (Forstova et al., 1993). 

Rbɻ-BKPyV VP1 
ï +ÒÜÌÉéþ ÐÏÌÙËÌÏÎÜÌÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ ÐÒÏÔÉ ÈÌÁÖÎþÍÕ ËÁÐÓÉÄÏÖïÍÕ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ "+ 

polyomaviruȟ ĠÅÄñÎÁ υππØ  ɉÐĠÉÐÒÁÖÅÎÏ Ö ÎÁĤþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠÉɊ. 

2Âɻ-biotin  
ï +ÒÜÌÉéþ ÐÏÌÙËÌÏÎÜÌÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ ÐÒÏÔÉ ÍÏÌÅËÕÌÅ ÂÉÏÔÉÎÕȟ ĠÅÄñÎÁ ρπππØ  

(Bethyl Laboratories). 

S9Y¦b5#wbN twh¢L[#¢Y¸ 

'ɻ--HRP 
ï +ÏÚþ polyËÌÏÎÜÌÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ ÐÒÏÔÉ ÍÙĤþÍ ÉÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎĳÍȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ËÏÎÊÕÇÏÖÜÎÁ 

s ËĠÅÎÏÖÏÕ ÐÅÒÏØÉÄÜÚÏÕȟ ĠÅÄñÎÁ ρπππØ (BioRad Laboratories). 

'ɻ2Â-HRP 
ï +ÏÚþ polyËÌÏÎÜÌÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ ÐÒÏÔÉ ËÒÜÌÉéþÍ ÉÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎĳÍȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ËÏÎÊÕÇÏÖÜÎÁ 

s ËĠÅÎÏÖÏÕ ÐÅÒÏØÉÄÜÚÏÕȟ ĠÅÄñÎÁ ρπππØ (BioRad Laboratories). 

Gɻ2Â-Alexa Fluor  546 
ï +ÏÚþ polyËÌÏÎÜÌÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÁ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ ÐÒÏÔÉ ËÒÜÌÉéþÍ ÉÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎĳÍȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ËÏÎÊÕÇÏÖÜÎÁ 

s ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎéÎþ ÂÁÒÖÏÕ !ÌÅØÁ &ÌÕÏÒ υτφȟ ĠÅÄñÎÁ ρπππØ ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊ. 

4.1.11 M!wY9w¸ ah[9Y¦[h±º/I Iah¢bh{¢N 
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4.2 Pw#/9 S .!Y¢9wL#[bNaL Ya9b¸ 

4.2.1 PyNtw!±! 9[9Y¢whYhat9¢9b¢bN/I .¦b=Y 

"ÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ËÍÅÎ E. coli 4/0ρπ ÂÙÌ ÚÁÏéËÏÖÜÎ ÓÔÅÒÉÌÎþÍ ÐÜÒÜÔËÅÍ ÄÏ ρπ ÍÌ 40. ÍïÄÉÁ 

Á ËÕÌÔÉÖÏÖÜÎ ÐĠÅÓ ÎÏÃ ɉÚÈÒÕÂÁ ρφ ÈÏÄÉÎɊ Ö ÏÒÂÉÔÜÌÎþÍ ÉÎËÕÂÜÔÏÒÕ ÐĠÉ σχ Ј# Á ςππ ÒÐÍȢ  

$ÒÕÈĻ ÄÅÎ ÂÙÌ Ú ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ËÕÌÔÕÒÙ ÏÄÅÂÒÜÎ ÖÚÏÒÅË ÓÕÓÐÅÎÚÅȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÚĠÅÄñÎ ςυØ  

Á Õ ËÔÅÒïÈÏ ÂÙÌÁ ÐĠÉ υφπ ÎÍ ÚÍñĠÅÎÁ ÊÅÈÏ ÏÐÔÉÃËÜ ÄÅÎÚÉÔÁ ɉ/$Ɋ ÖÅ ÓÐÅËÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÒÕȢ  

.ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÁ éÜÓÔ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ËÕÌÔÕÒÙ ÎÁĠÅÄñÎÁ 40. ÍïÄÉÅÍ ÔÁËȟ ÁÂÙ Ö υππ ÍÌ éÉÎÉÌÁ /$560 0,1. 

4ÁËÔÏ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÜ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÐÁË ÂÙÌÁ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ ÐĠÉ σχ Ј#ȟ ςππ ÒÐÍȢ  

0Ï ÄÏÓÁĿÅÎþ ÈÏÄÎÏÔÙ /$560 v ÒÏÚÍÅÚþ πȟυ-πȟχ ÂÙÌÁ ËÕÌÔÉÖÁÃÅ ÕËÏÎéÅÎÁȢ .ÜÓÌÅÄÕÊþÃþ ËÒÏËÙ 

ÂÙÌÙ ÐÒÏÖÜÄñÎÙ ÎÁ ÌÅÄÕ Á ÂÙÌÁ ÄÏÄÒĿÏÖÜÎÁ ÍÁØÉÍÜÌÎþ ÓÔÅÒÉÌÉÔÁ ÐÒÜÃÅȟ ÁÂÙ ÎÅÄÏĤÌÏ  

ke kontaminaci.  "ÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÁ ÐÏ ÄÏÂÕ ρπ ÍÉÎÕÔ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÁ ÐĠÉ ÔÅÐÌÏÔñ τ Ј#  

a 4 000 g.  BÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ÐÅÌÅÔ ÂÙÌ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎ Ö υππ ÍÌ ÖÙÃÈÌÁÚÅÎï ÄÅÍÉ (2O, suspenze byla 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÁ ÚÁ ÓÔÅÊÎĻÃÈ ÐÏÄÍþÎÅË ÊÁËÏ ÐĠÅÄÔþÍ a pelet byl znovu ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎ ÖÅ 250 ml 

demi H2O. Suspenze byla ÏÐñÔ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÁ Á ÐÅÌÅÔ ÂÙÌ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎ ÖÅ ςπ ÍÌ ρπϷ ɉ6Ⱦ6Ɋ 

ÖÙÃÈÌÁÚÅÎïÈÏ ÇÌÙÃÅÒÏÌÕȢ 0Ï ÄÁÌĤþ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ ÂÙÌ ÐÅÌÅÔ ÒÏÚÐÕĤÔñÎ Ö 10 ml 10% glycerolu. 

.ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÊÅĤÔñ ÊÅÄÎÏÕ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÙ Á ÐÅÌÅÔ ÂÙÌ ÒÏÚÐÕĤÔñÎ Ö 1 ml 10% glycerolu. 

4ÁÔÏ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÁ ÒÏÚÄñÌÅÎÁ ÎÁ ÁÌÉÑÕÏÔÙ ÐÏ υπ АÌȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÐÒÕÄÃÅ ÚÍÒÁĿÅÎÙ  

v ÔÅËÕÔïÍ ÄÕÓþËÕ Á ÕÃÈÏÖÜÎÙ Ö ɀψπ Ј#Ȣ  

4.2.2 TRANSFORMACE ELEKTROKhat9¢9b¢bN/I .¦b=Y 9[9Y¢whthw!/N 

Aliquot (50 АÌɊ ÅÌÅËÔÒÏËÏÍÐÅÔÅÎÔÎþÃÈ ÂÕÎñË E. coli ÂÙÌ ÒÏÚÍÒÁĿÅÎ ÎÁ ÌÅÄÕ Á ÂÙÌ Ë ÎñÍÕ 

ÐĠÉÄÜÎ ρ АÌ ÖÚÏÒËÕ $.! ɉÖ ÎÁĤÅÍ ÐĠþÐÁÄñ ÉÎÁËÔÉÖÏÖÁÎÜ ÒÅËÏÍÂÉÎÁéÎþ ÒÅÁËÃÅ ÐÌÁÚÍÉÄĳɊȢ  

3ÍñÓ $.! Á ÂÁËÔÅÒÉþ ÂÙÌÁ ÄĳËÌÁÄÎñ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÁ Á ÎÜÓÌÅÄÎñ ÐÏÎÅÃÈÜÎÁ ÎÁ ÌÅÄÕ ÐÏ ÄÏÂÕ  

ρ ÍÉÎÕÔÙȢ 0ÏÔï ÂÙÌÁ ÃÅÌÜ ÓÍñÓ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÄÏ ÅÌÅËÔÒÏÐÏÒÁéÎþ ËÙÖÅÔÙ ɉBioRad, ÖÚÄÜÌÅÎÏÓÔ  

ÅÌÅËÔÒÏÄ ς ÍÍɊȢ 4ÁÔÏ ËÙÖÅÔÁ ÂÙÌÁ ÕÍþÓÔñÎÁ ÄÏ ÅÌÅËÔÒÏÐÏÒÜÔÏÒÕ %ÐÏÒÁÔÏÒ ɉ%ÐÐÅÎÄÏÒÆɊ a byl 

ÁÐÌÉËÏÖÜÎ ÓÔÅÊÎÏÓÍñÒÎĻ ÅÌÅËÔÒÉÃËĻ ÐÕÌÓ ɉςȟυ Ë6ȟ ςυ ʈ& Á ςππ ɱυ ÍÓɊȢ /ËÁÍĿÉÔñ ÐÏ ÄÏÂñÈÎÕÔþ 

programu byly bakterie v ËÙÖÅÔñ ÚĠÅÄñÎÙ Á ÐÒÏÍþÃÈÜÎÙ ρ ÍÌ 3/# ÍïÄÉÁȢ "ÕÎñéÎÜ ÓÕÓÐÅÎÚÅ  

ÐÁË ÂÙÌÁ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÐÉÐÅÔÏÕ ÄÏ ÓÔÅÒÉÌÎþ %ÒÌÅÎÍÅÙÅÒÏÖÙ ÂÁĐËÙȟ ÖÅ ËÔÅÒï ÂÙÌÁ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÁÅÒÏÂÎñ 

ÔĠÅÐÜÎÁ ɉσχ Ј#ȟ ςππ ÒÐÍɊ ÐÏ ÄÏÂÕ ρ ÈÏÄÉÎÙȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ E. coli vysety  

ÎÁ ÁÇÁÒÏÖï ÐÌÏÔÎÙ ɉÓ ÐĠþÓÌÕĤÎĻÍ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉËÅÍɊ Ö objemu 10 Аl, 100 Аl a 900 АÌ Á ËÕÌÔÉÖÏÖÜÎÙ 

v ÔÅÒÍÏÓÔÁÔÕ ɉσχ Ј#Ɋ ÄÏ ÄÒÕÈïÈÏ ÄÎÅȢ 
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4.2.3 K¦[¢L±!/9 .!Y¢9wLN V SUSPENZI 

0ÒÏ ÓÕÓÐÅÎÚÎþ ËÕÌÔÉÖÁÃÉ ÂÙÌÁ Ö ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþÍ ÂÏØÕ ÓÔÅÒÉÌÎñ ÚÁÏéËÏÖÜÎÁ éÜÓÔ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþÈÏ 

ÂÉÏÍÁÓÙ ɉÂÕì Ú konzervy anebo z ÐÌÏÔÎÙ ÓÅĤËÒÜÂÎÕÔÜ ÍÏÎÏËÏÌÏÎÉÅɊ ÄÏ ÐĠþÓÌÕĤÎïÈÏ ÏÂÊÅÍÕ 

ËÕÌÔÉÖÁéÎþÈÏ ÍïÄÉÁȢ 0ÒÏ ÍÉÎÉÐÒÅÐÁÒÁÃÉ Á ÏÖñĠÅÎþ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÅ ÅØÐÒÅÓÎþÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÂÙÌÙ 

ÂÁËÔÅÒÉÅ ÉÎÏËÕÌÏÖÜÎÙ ÄÏ χππ АÌ ÍïÄÉÁȟ ÚÁÔþÍÃÏ ÐÒÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ÓÏÕÐÒÁÖÏÕ 'ÅÎ%ÌÕÔÅTM HP Plasmid 

-ÉÎÉÐÒÅÐ +ÉÔ ÂÙÌÙ ÚÁÏéËÏÖÜÎÙ ÄÏ υ ÍÌ ÍïÄÉÁȢ *ÅÔ3ÔÁÒTM Endotoxin-free Plasmid Purification Kit 

ÂÙÌ ÐÏÕĿÉÔ ÐÒÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ÖÅÌËïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÅØÐÒÅÓÎþÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳȟ ËÔÅÒï ÓÌÏÕĿÉÌÙ ÐÒÏ ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉ 

ÂÕÎñË Ö ÔËÜĐÏÖĻÃÈ ËÕÌÔÕÒÜÃÈȢ 0ÒÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ÔþÍÔÏ ËÉÔÅÍ ÂÙÌÁ ÎÅÊÐÒÖÅ ÓÔÅÒÉÌÎþÍ ÐÜÒÜÔËÅÍ éÜÓÔ 

ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ÂÉÏÍÁÓÙ ɉÚ ËÏÎÚÅÒÖÙ ÕÓËÌÁÄÎñÎï Ö ɀ ψπ Ј#Ɋ ÚÁÏéËÏÖÜÎÁ ÄÏ υ ÍÌ ÍïÄÉÁ Á ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ 

ÄÏ ÄÒÕÈïÈÏ ÄÎÅȢ 0ÏÔï ÂÙÌ ρ ÍÌ Ú ÔïÔÏ ËÕÌÔÕÒÙ ÉÎÏËÕÌÏÖÜÎ ÄÏ ρππ ÍÌ ÍïÄÉÁ a bÕĐËÙ ÂÙÌÙ 

ËÕÌÔÉÖÏÖÜÎÙ ρφ ÈÏÄÉÎ ÐĠÉ σχ Ј# Á ςππ ÒÐÍ ÎÁ ÏÒÂÉÔÜÌÎþ ÔĠÅÐÁéÃÅȢ 0ÒÏ ÓÅÌÅËÃÉ ÂÁËÔÅÒÉþ 

ÒÅÚÉÓÔÅÎÔÎþÃÈ ÎÁ ÁÍÐÉÃÉÌÉÎ éÉ ÃÈÌÏÒÁÍÆÅÎÉËÏÌ ÂÙÌÏ ÐÏÕĿÉÔÏ ," ɉ,ÕÒÉÁ-"ÅÒÔÁÎÉɊ ÍïÄÉÕÍ  

ɉ3ÉÇÍÁ !ÌÄÒÉÃÈɊȟ ÚÁÔþÍÃÏ ÐÒÏ ÓÅÌÅËÃÉ ÂÁËÔÅÒÉþ ÎÅÓÏÕÃþ ÐÌÁÚÍÉÄ ÓÅ ÚÅÏÃÉÎÏÖÏÕ ÒÅÚÉÓÔÅÎÃþ ÂÙÌÏ 

ÎÕÔÎï ÐÏÕĿÉÔ ," ÍïÄÉÕÍ Ó ÎþÚËĻÍ ÏÂÓÁÈÅÍ ÓÏÌþ ÔÚÖȢ ÌÏ×-ÓÁÌÔ ɉÖĻÓÌÅÄÎÜ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ .Á#Ì 

v ÍïÄÉÕ ÂÙÌÁ υÇȾÌɊȢ 6ĤÅÃÈÎÁ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉËÁ ÂÙÌÁ ÄÏ ÐĠþÓÌÕĤÎĻÃÈ ÍïÄÉþ ÐĠÉÄÜÎÁ ÐÏ ÓÔÅÒÉÌÉÚÁÃÉ  

Á ÊÅÊÉÃÈ ÎÜÓÌÅÄÎïÍ ÚÃÈÌÁÄÎÕÔþȢ 

4.2.4 K¦[¢L±!/9 .!Y¢9wLN b! t9±bº/I a95LN/I 

0ÒÏ ËÕÌÔÉÖÁÃÉ ÂÁËÔÅÒÉþ ÎÁ ÐÅÖÎĻÃÈ ÍïÄÉþÃÈ ÂÙÌÏ ÐÏÕĿÉÔÏ ," ÍïÄÉÕÍ Ó ÐĠþÄÁÖËÅÍ ÁÇÁÒÕ 

ɉ3ÉÇÍÁ !ÌÄÒÉÃÈɊ Á ÐĠþÓÌÕĤÎĻÃÈ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉËȢ 0ÒÏ ÓÅÌÅËÃÉ ÂÁËÔÅÒÉþ ÐÏÍÏÃþ ÚÅÏÃÉÎÕ ÂÙÌÏ ÐÏÕĿÉÔÏ  

low-ÓÁÌÔ ," ÍïÄÉÕÍ ÒÏÖÎñĿ Ó ÐĠþÄÁÖËÅÍ ÁÇÁÒÕȢ "ÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÁ ÎÁËÁÐÜÎÁ ÄÏ ÓÔĠÅÄÕ 

0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÙ Á ÒÏÚÅÔĠÅÎÁ ÐÏ ÃÅÌïÍ ÐÏÖÒÃÈÕ ÎÅÂÏ ÂÙÌÁ éÜÓÔ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ÂÉÏÍÁÓÙ  

Ú ÎÁÒÏÓÔÌï ÍÏÎÏËÏÌÏÎÉÅ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÓÔÅÒÉÌÎþÍ ÐÜÒÜÔËÅÍ ÎÁ 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÕȢ "ÁËÔÅÒÉÅ ÂÙÌÙ 

ËÕÌÔÉÖÏÖÜÎÙ ÄÎÅÍ ÖÚÈĳÒÕ Ö termostaÔÕ ÐĠÉ  σχ Ј#ȟ ρς-16h.  

4.2.5 Khb½9w±!/9 .!Y¢9wLN twh 5[h¦Ih5h.; {Y[!5h±#bN 

0ÒÏ ÄÌÏÕÈÏÄÏÂï ÓËÌÁÄÏÖÜÎþ ÂÁËÔÅÒÉþ Ó ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÍÉ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÂÙÌÏ Ö 1,5ml 

ÚËÕÍÁÖÃÅ ÓÍþÃÈÜÎÏ πȟυ ÍÌ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ËÕÌÔÕÒÙ ÓÐÏÌÕ Ó 0,5 ml 40% (V/V) roztoku glycerolu. 

4ÁËÔÏ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÜ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÁ ÏËÁÍĿÉÔñ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÄÏ ɀ ψπ Ј# Á ÕÓÃÈÏÖÜÎÁ ÐÒÏ ÂÕÄÏÕÃþ 

ÐÏÕĿÉÔþȢ 
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4.3 Pw#/9 { .¦b=2bºaL Y¦[¢¦w!aL 

4.3.1 P!{#¿h±#bN {!±2N/I .¦b=Y [LbL9 HEK293 

: 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÙ Ó ËÏÎÆÌÕÅÎÔÎñ ÎÁÒÏÓÔÌĻÍÉ ÂÕĐËÁÍÉ ÌÉÎÉÅ (%+ςωσ ÂÙÌÏ ÐÏÍÏÃþ ÓÔÅÒÉÌÎþ 

ÓËÌÅÎñÎï ÐÉÐÅÔÙ ÏÄÓÜÔÏ ÍïÄÉÕÍ Á ÂÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÏÍÙÔÙ ÖÅÒÚÅÎÅÍ ɉπȟπςϷ %$4! Ö PBS).  

.ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌ Ë ÂÕĐËÜÍ ÐĠÉÄÜÎ πȟυϷ ÒÏÚÔÏË ÔÒÙÐÓÉÎÕ ÒÏÖÎñĿ Ö 0"3Ȣ -ÎÏĿÓÔÖþ ÐĠÉÄÁÎïÈÏ 

ÔÒÙÐÓÉÎÕ ÓÅ ÌÉĤÉÌÏ Ö ÚÜÖÉÓÌÏÓÔÉ ÎÁ ÐÒĳÍñÒÕ ÐÏÕĿÉÔï 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÙȢ $Ï φπÍÍ ÍÉÓËÙ ÂÙÌÏ ÐĠÉÄÜÎÏ 

300 АÌ ÔÒÙÐÓÉÎÕȟ ÚÁÔþÍÃÏ ÄÏ ρππÍÍ ÂÙÌÏ ÐĠÉÄÜÎÏ υππ АÌ ÔÒÙÐÓÉÎÕȢ -ÉÓËÙ ÂÙÌÙ ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ  

ÄÏ ÔÅÒÍÏÓÔÁÔÕ Á ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ÚÈÒÕÂÁ ς-υ ÍÉÎÕÔȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÙ ÕÖÏÌÎñÎï ÂÕĐËÙ 

ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎÙ Ö $-%- ÍïÄÉÕ ÓÅ ÓïÒÅÍȢ 0ÁÓÜĿÏÖÜÎþ ÂÕÎñË (%+ςωσ ÐÒÏÂþÈÁlo jednou  

ÚÁ ÔĠÉ éÉ éÔÙĠÉ ÄÎÙȟ Á ÔÏ Ö ÐÏÍñÒÕ ρȡρπȢ 0ÒÏ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÙ ÂÙÌÏ Ö "İÒËÅÒÏÖñ ËÏÍĳÒÃÅ 

ÓÐÏéþÔÜÎÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÂÕÎñË Á Ö ÚÜÖÉÓÌÏÓÔÉ ÎÁ ÔÙÐÕ ÐÏËÕÓÕȟ ÐÁË ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÎÁĠÅÄñÎÙ ÍïÄÉÅÍ  

ÄÏ ÐÏĿÁÄÏÖÁÎï ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ Á ÖÙÓÅÔÙ ÎÁ ÎÏÖï ÓÔÅÒÉÌÎþ ÍÉÓËÙȾÄÅÓÔÉéËÙȢ 0ÏËÕÄ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ 

ËÕÌÔÉÖÏÖÜÎÙ ÐÒÏ ÎÜÓÌÅÄÎÏÕ ÉÍÕÎÏÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎéÎþ ÄÅÔÅËÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÔÁË ÂÙÌÙ ÄÏ ςτ-ÊÁÍËÏÖï 

ÄÅÓÔÉéËÙ ÊÅĤÔñ ÐĠÅÄ ÖÙÓÅÔþÍ ÂÕÎñË ÐĠÉÄÜÎÙ ÓÔÅÒÉÌÎþ ÓËÌþéËÁ ÊÁËÏ ÐÏÄËÌÁÄȢ "ÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ 

Ö ÔÅÒÍÏÓÔÁÔÕȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÎÁÓÔÁÖÅÎ ÎÁ σχ Ј# Á υϷ ÁÔÍÏÓÆïru CO2. 

4.3.2 S¢!bh±9bN th2¢¦ .¦b=Y V SUSPENZI 

0ĠÉ ÐÁÓÜĿÏÖÜÎþ ÂÕÎñË ÌÉÎÉÅ (%+ςωσ ÂÙÌÏ ÏÄÅÂÒÜÎÏ ρπ Аl suspenze s ÕÖÏÌÎñÎĻÍÉ 

ÂÕĐËÁÍÉ Á ÃÅÌĻ ÔÅÎÔÏ ÏÂÊÅÍ ÂÙÌ ÎÁ ÎÁËÁÐÜÎ ÎÁ ÊÅÄÎÏ ÚÅ ÄÖÏÕ ÖÅÌËĻÃÈ ÐÏéþÔÁÃþÃÈ ÐÏÌþ "İÒËÅÒÏÖÙ 

ËÏÍĳÒËÙȢ .Á ÖÒĤÅË ËÏÍĳÒËÙ ÐÁË ÂÙÌÏ ÐĠÉÌÏĿÅÎÏ ËÒÙÃþ ÓËÌþéËÏȟ ÃÏĿ ÖÅÄÌÏ Ë ÒÏÚÐÒÏÓÔĠÅÎþ ËÁÐËÙ 

ÐÏ ÃÅÌïÍ ÐÏÖÒÃÈÕ ÐÏÌÅȢ 4ÁËÔÏ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÜ ÐÏéþÔÁÃþ ËÏÍĳÒËÁ ÂÙÌÁ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÖÌÏĿÅÎÁ  

ÄÏ ÓÖñÔÅÌÎïÈÏ ÍÉËÒÏÓËÏÐÕ Á ÂÙÌÙ ÓÐÏéþÔÜÎÙ ÂÕĐËÙȢ 0ÏéþÔÁÃþ ÐÏÌÅ "İÒËÅÒÏÖÙ ËÏÍĳÒËÙ ÂÙÌÏ 

ÒÏÚÄñÌÅÎÏ ÎÁ ω ÖÅÌËĻÃÈ éÔÖÅÒÃĳȟ Ú ÎÉÃÈĿ ËÁĿÄĻ ÂÙÌ ÊÅĤÔñ ÄÜÌÅ ÒÏÚÄñÌÅÎ ÎÁ ρφ ÍÅÎĤþÃÈ éÔÖÅÒÃĳȢ 

"ÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÐÏéþÔÜÎÙ Ö ÔñÃÈÔÏ ÍÅÎĤþÃÈ éÔÖÅÒÃþÃh Ö ÄÉÁÇÏÎÜÌÎþÍ ÓÍñÒÕȟ ÔÁË ÊÁË ÔÏ ÊÅ ÎÁÚÎÁéÅÎÏ 

ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ χȢ #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÂÕÎñË ÎÁ ÓÔÒÁÎÜÃÈ ÐÏéþÔÁÃþÈÏ éÔÖÅÒÃÅȟ ÔÁË ÓÅ ÐÏéþÔÁÌÙ ÐÏÕÚÅ ÂÕĐËÙ  

ÎÁ ÐÒÁÖï Á ÓÐÏÄÎþ ÓÔÒÁÎñ ɉÔÖÁÒ ÐþÓÍÅÎÁ ,ɊȢ  

hōǊłȊŜƪ őΦ т ς {ŎƘŞƳŀ ǎƳŠǊǳ ǇƻőƝǘłƴƝ ōǳƴŠƪ Ǿ .ǸǊƪŜǊƻǾŠ ƪƻƳǻǊŎŜ 
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Byly teÄÙ ÃÅÌËÅÍ ÓÐÏéþÔÜÎÙ ÂÕĐËÙ ÖÅ ρς ÍÅÎĤþÃÈ éÔÖÅÒÃþÃÈȢ *ÅÄÅÎ ÔÅÎÔÏ éÔÖÅÒÅÃ ÍñÌ 

obsah 0,04 mm2Ȣ 6ĻĤËÁ ÐÏéþÔÁÃþ ËÏÍĳÒËÙ ÂÙÌÁ πȟρ ÍÍȢ /ÂÊÅÍ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÎÁÄ ÊÅÄÎþÍ ÐÏéþÔÁÃþÍ 

éÔÖÅÒÃÅÍ ÔÕÄþĿ ÂÙÌ πȟππτ ÍÍ3Ȣ 0ÏéÅÔ ÂÕÎñË Ö ÓÕÓÐÅÎÚÉ ÍĳĿÅÍÅ ÔÅÄÙ ÕÒéÉÔ ÄÌÅ ÎÜÓÌÅÄÕÊþÃþÈÏ 

vzorce, kde n ÊÅ ÃÅÌËÏÖĻ ÐÏéÅÔ ÂÕÎñË ÖÅ ÖĤÅÃÈ ρς ÓÐÏéþÔÁÎĻÃÈ éÔÖÅÒÃþÃÈ Á c1 ÊÅ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÎÁĤþ 

ÂÕÎñéÎï ÓÕÓÐÅÎÚÅ ɉÐÏéÅÔ ÂÕÎñË ÎÁ ρ ÍÌɊȢ 

ὧ ÐÏéÅÔ ÂÕÎñË ÎÁ ÍÌ
ὲ ÂÕÎñË

ρς  τ  ρπɀ ÍÌ

ὲ ÂÕÎñË

τȟψ  ρπɀ ÍÌ
 

0ÒÏ ÐÏÔĠÅÂÙ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔĳ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÎÁĠÅÄñÎÙ ÄÏ ÐÏĿÁÄÏÖÁÎï ÐÒÁÃÏÖÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅȢ 

K ÔÏÍÕÔÏ ĭéÅÌÕ ÂÙÌÁ ÐÏÕĿÉÔÁ ÕÐÒÁÖÅÎÜ ÓÍñĤÏÖÁÃþ ÒÏÖÎÉÃÅ ÕÖÅÄÅÎÜ ÎþĿÅȢ 6 ÔïÔÏ ÒÏÖÎÉÃÉ ÊÅ  

Ã ÐÏĿÁÄÏÖÁÎÜ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÂÕÎñË Á c1 ÊÅ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÐÏéÜÔÅéÎþȢ V ÊÅ ËÏÎÅéÎĻ ÏÂÊÅÍ ÓÕÓÐÅÎÚÅ  

o koncentraci cȟ ÄÏ ËÔÅÒïÈÏ ÊÅ ÎÕÔÎï ÎÁĠÅÄÉÔ ÐÏéÜÔÅéÎþ ÏÂÊÅÍ V1 (o koncentraci c1). 

ὠ ÍÌ
ὧ  ὠ

ὧ
 

4.3.3 Tw!b{C9Y/9 .¦b=Y [LbLE HEK293 

K ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉ ÐÏÍÏÃþ ÔÒÁÎÓÆÅËéÎþÈÏ éÉÎÉÄÌÁ 4ÕÒÂÏ&ÅÃÔ 4ÒÁÎÓÆÅÃÔÉÏÎ 2ÅÁÇÅÎÔ 

ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊ ÂÙÌÙ ÐÏÕĿÉÔÙ ÂÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ (%+ςωσȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÐÁÓÜĿÏÖÜÎÙ  

ÄÏ ÐÏĿÁÄÏÖÁÎï ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÎÅÊÍïÎñ ςτ ÈÏÄÉÎ ÐĠÅÄ ÔÒÁÎÓÆÅËÃþȢ 0ÒÏ ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉ ÖÅ ςτ-ÊÁÍËÏÖï 

ÄÅÓÔÉéÃÅ ÂÙÌÙ ÖÙÓÅÔÙ ÂÕĐËÙ Ö ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉ ς-6 ɇ 104 ÂÕÎñËȾÊÁÍËÕȟ ÁÂÙ ÂÙÌÏ ÄÏÓÁĿÅÎÏ  

70-ωπϷ ËÏÎÆÌÕÅÎÃÅȢ  4ÒÁÎÓÆÅËéÎþ ÓÍñÓ ÐÒÏ ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉ ÊÅÄÎï ÊÁÍËÙ ÂÙÌÁ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÁ ÄÌÅ ÉÎÓÔÒÕËÃþ 

ÖĻÒÏÂÃÅ ÎÜÓÌÅÄÏÖÎñȢ .ÅÊÐÒÖÅ ÂÙÌ ÒÏÚÐÕĤÔñÎ ρ Аg DNA ve 100 АÌ $-%- ÍïÄÉÁȢ +Å ÓÍñÓÉ ÂÙÌÙ 

ÐĠÉÄÜÎÙ ς АÌ ÔÒÁÎÓÆÅËéÎþÈÏ éÉÎÉÄÌÁ 4ÕÒÂÏ&ÅÃÔȟ ÃÅÌÜ ÓÍñÓ ÂÙÌÁ ÄĳËÌÁÄÎñ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÁ  

Á ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ ςπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ÌÁÂÏÒÁÔÏÒÎþ ÔÅÐÌÏÔñȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÐÁË ÂÙÌÏ ÄÏ ËÁĿÄï ÊÁÍËÙ 

s ÂÕĐËÁÍÉ ÐĠÉÄÜÎÏ ρππ АÌ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎï ÔÒÁÎÓÆÅËéÎþ ÓÍñÓÉȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ÏÐÁÔÒÎñ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÁ  

Ó ÍïÄÉÅÍ Á ÂÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ςτ-72 hodin v ÔÅÒÍÏÓÔÁÔÕ ɉσχ Ј#ȟ υϷ ÁÔÍÏÓÆïÒÁ #/2). 

4ÒÁÎÓÆÅËÃÅ ÐÏÍÏÃþ 4ÕÒÂÏ&ÅÃÔÕ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÜÄñÎÁ É Ö ÊÉÎïÍ ÆÏÒÍÜÔÕ ÎÅĿ ÊÅÎ ÖÅ ςτ-ÊÁÍËÏÖï 

ÄÅÓÔÉéÃÅȢ 6 ÒÜÍÃÉ ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÅ ÂÙÌÙ ÐÒÏÖÜÄñÎÙ ÔÒÁÎÓÆekce i v 6-ÊÁÍËÏÖï ÄÅÓÔÉéÃÅ  

Á φπÍÍ 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÜÃÈȢ 2ÏÚÄþÌÙ Ö ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐĠÉÄÁÎï $.! Á éÉÎÉÄÅÌ Ö ÚÜÖÉÓÌÏÓÔÉ ÎÁ ÐÏÕĿÉÔï 

ËÕÌÔÉÖÁéÎþ ÄÅÓÔÉéÃÅȾÍÉÓÃÅ ÊÓÏÕ ÓÈÒÎÕÔÙ Ö ÔÁÂÕÌÃÅ éȢ ςȢ 
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¢ŀōǳƭƪŀ őΦ н ς wƻȊŘƝƭȅ Ǿ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ƭłǘŜƪ Ǉǌƛ ǇǌƝǇǊŀǾŠ ǘǊŀƴǎŦŜƪőƴƝ ǎƳŠǎƛ ¢ǳǊōƻCŜŎǘ 
v ȊłǾƛǎƭƻǎǘƛ ƴŀ ǇƻǳȌƛǘŞƳ ǘȅǇǳ ƪǳƭǘƛǾŀőƴƝƘƻ ǇƭŀǎǘǳΦ  

¢ŀōǳƭƪŀ ōȅƭŀ ǇǌŜǾȊŀǘŀ z ƻŦƛŎƛłƭƴƝƘƻ ƴłǾƻŘǳ ƻŘ ǎǇƻƭŜőƴƻǎǘƛ ¢ƘŜǊƳƻCƛǎƘŜǊ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎ 

 Objem 
ƪǳƭǘƛǾŀőƴƝƘƻ 
ƳŞŘƛŀ  

(ml/jamku) 

Koncentrace 
ōǳƴŠƪ I9Yнфо 
όōǳƴŠƪκƧŀƳƪǳύ 

aƴƻȌǎǘǾƝ 
ǇǌƛŘŀƴŞ 5b! 

(ҡg) 

hōƧŜƳ ƳŞŘƛŀ ǇǊƻ 
ǊŜǎǳǎǇŜƴŘƻǾłƴƝ 

DNA  
(ҡƭύ 

Objem 
ǇǌƛŘŀƴŞƘƻ 
TurboFectu  

(ҡƭύ 

24-ƧŀƳƪƻǾł 
ŘŜǎǘƛőƪŀ 

1  2-6 ϊ 104 1 100 2 

6-ƧŀƳƪƻǾł 
ŘŜǎǘƛőƪŀ 

4 0,8-2,4 ϊ 105 4 400 6 

60mm Petriho 
miska 

6 2-6,3 ϊ 105 6 600 12 

 

4.3.4 N9tyNa# La¦bhC[¦hw9{/ENCE 

"ÕĐËÙ ÎÁÒÏÓÔÌï ÎÁ ËÒÙÃþÃÈ ÓËÌþéËÜÃÈ ÖÅ ςτ-ÊÁÍËÏÖï ÄÅÓÔÉéÃÅ ÂÙÌÙ ÐÒÏÍÙÔÙ ÒÏÚÔÏËÅÍ 

PBS. V ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÆÉØÏÖÜÎÙ ÐÏ ÄÏÂÕ ρυ ÍÉÎÕÔ ÖÅ σȟχϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÒÏÚÔÏËÕ 

ÐÁÒÁÆÏÒÍÁÌÄÅÈÙÄÕ Ö 0"3Ȣ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÆÉØÁÃÅ ÂÙÌ ÐÁÒÁÆÏÒÍÁÌÄÅÈÙÄ Ú ÂÕÎñË ÏÄÓÜÎ Á ÎÜÓÌÅÄÏÖÁÌÁ 

5minuÔÏÖÜ ÐÅÒÍÅÁÂÉÌÉÚÁÃÅ Ö 0,5% (V/V) roztoku Triton X-ρππ Ö 0"3Ȣ 0Ï ÔñÃÈÔÏ υ ÍÉÎÕÔÜÃÈ  

byl z ÂÕÎñË ÏÄÓÜÎ É ÒÏÚÔÏË 4ÒÉÔÏÎÕ 8-ρππ Á ÂÕĐËÙ ÂÙÌÙ σËÒÜÔ ÐÒÏÍÙÔÙ ÍÁÌĻÍ ÍÎÏĿÓÔÖþÍ 0"3 

ɉËÁĿÄï ÐÒÏÍÙÔþ ÚÈÒÕÂÁ ρπ ÍÉÎÕÔɊȢ 

0Ï ÆÉØÁÃÉ Á ÐÅÒÍÅÁÂÉÌÉÚÁÃÉ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÄÜÌÅ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ σπ ÍÉÎÕÔ Ö ÂÌÏËÁéÎþÍ ÒÏÚÔÏËÕ  

Á ÐÏÔï ÂÙÌÙ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ÐÏ ÄÏÂÕ φπ ÍÉÎÕÔ Ó ÐÒÉÍÜÒÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕ ÎÁĠÅÄñÎÏÕ  

ÖÅ ÓÔÅÊÎïÍ ÂÌÏËÁéÎþÍ ÒÏÚÔÏËÕȢ "ÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÏÐñÔ ÐÒÏÍÙÔÙ 0"3 ɉσØ ρπ ÍÉÎÕÔɊ Á ÎÜÓÌÅÄÎñ 

ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ σπ ÍÉÎÕÔ Ó ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎéÎñ ÚÎÁéÅÎÏÕ ÓÅËÕÎÄÜÒÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕ ÏÐñÔ ÎÁĠÅÄñÎÏÕ 

v ÂÌÏËÁéÎþÍ ÒÏÚÔÏËÕȢ .ÜÓÌÅÄÏÖÁÌÏ ÄÁÌĤþ ÐÒÏÍÙÔþ Ö 0"3 ɉÏÐñÔ σØ ρπ ÍÉÎÕÔɊ Á ÐÁË ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ 

ÏÐÌÜÃÈÎÕÔÙ ÄÅÍÉ (2/Ȣ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌÁ ÖÙÎÄÜÎÁ ÓËÌþéËÁ Ó ÏÂÁÒÖÅÎĻÍÉ ÂÕĐËÁÍÉ Ú jamek  

Á ÂÙÌÁ ÐÏÌÏĿÅÎÁ ÎÁ ËÁÐËÕ υπϷ ÇÌÙÃÅÒÏÌÕ ɉ6Ⱦ6Ɋ Ó ÐĠþÄÁÖËÅÍ $!0)Ȣ 3ÁÍÏÔÎï ÐÏÚÏÒÏÖÜÎþ ÂÕÎñË 

bylo provedena v ÉÎÖÅÒÔÏÖÁÎïÍ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎéÎþÍ ÍÉËÒÏÓËÏÐÕ /ÌÙÍÐÕÓ )8χρȢ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳ 

"ÌÏËÏÖÁÃþ ÒÏÚÔÏËȡ 
πȟςυϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ "3!Ƞ πȟςυϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ ĿÅÌÁÔÉÎÁ Ö PBS 

4.3.5 Fw!Y/Lhb!/9 .¦b=Y [LbIE HEK293 (W#5wh/ CYTOPLAZMA) 

"ÕĐËÙ ÎÁÒÏÓÔÌï ÎÁ φπÍÍ 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÜÃÈ ÂÙly ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÜÎÙ Á τψ hodin po transfekci 

ÂÙÌÙ ÆÒÁËÃÉÏÎÏÖÜÎÙȢ &ÒÁËÃÉÏÎÁÃÅ ÂÕÎñË linie (%+ςωσ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ ËÏÍÅÒéÎþ ËÉÔÅÍ .ÕÃÌÅÁÒ 

& Cytoplasmic Extraction (G-Biosciences). V ÐÒÖÎþÍ ËÒÏËÕ ÆÒÁËÃÉÏÎÁÃÅ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ (%+ςωσ 

ÕÖÏÌÎñÎÙ Ú podkladu 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÙ ËÏÍÂÉÎÁÃþ ÖÅÒÚÅÎÕ Á ÒÏÚÔÏËÕ ÔÒÙÐÓÉÎÕȢ  5ÖÏÌÎñÎï ÂÕĐËÙ 

ÂÙÌÙ ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÄÏ ρȟυ ÍÌ ÚËÕÍÁÖËÙ Á ÏËÁÍĿÉÔñ ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÎÁ ÌÅÄȟ ÁÂÙ ÓÅ ÚÁÂÒÜÎÉÌÏ ÐĳÓÏÂÅÎþ 



37 
 

ÐÒÏÔÅÜÚȢ 3ËÌÉÚÅÎï ÂÕĐËÙ ÐÁË ÂÙÌÙ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÙ ÐÏ ÄÏÂÕ υ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ τ Ј# Á υππ ÇȢ  

"ÕÎñéÎĻ ÐÅÌÅÔ ÂÙÌ ÐÒÏÍÙÔ ρ ÍÌ ÖÙÃÈÌÁÚÅÎïÈÏ 0"3Ȣ 4ÁÔÏ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÁ ÚÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÁ ÐÏ ÄÏÂÕ 

υ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ τ Ј# Á υππ ÇȢ + ÂÕÎñéÎïÍÕ ÐÅÌÅÔÕ ɉÏ ÏÂÊÅÍÕ ÚÈÒÕÂÁ σπ АÌɊ ÂÙÌÏ ÐĠÉÄÜÎÏ  

σππ АÌ ÐÕÆÒÕ 3ÕÂ#ÅÌÌ ) ɉÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÉÎÈÉÂÉÔÏÒÙ ÐÒÏÔÅÜÚɊȟ ÖÅ ËÔÅÒïÍ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎÙȢ 

TentÏ ÖÚÏÒÅË ÂÙÌ ÐÏÔï ÉÎËÕÂÏÖÜÎ ρπ ÍÉÎÕÔ ÎÁ ÌÅÄÕ Á ÄÜÌÅ Ë ÎñÍÕ ÂÙÌÏ ÐĠÉÄÜÎÏ ρυ Аl SubCell 

ÌÙÚÁéÎþÈÏ éÉÎÉÄÌÁȢ #ÅÌĻ ÏÂÊÅÍ ÂÙÌ ÐÒÏÍþÃÈÜÎȟ Á ÎÁËÏÎÅÃ ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ÏÐñÔ ÉÎËÕÂÏÖÜÎ 

ÎÁ ÌÅÄÕ ÐÏ ÄÏÂÕ ρ ÍÉÎÕÔÙȢ *ÁËÏ ÄÁÌĤþ ËÒÏË ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎ ÐĠÉ ρφ πππ Ø Ç Á τ Ј#  

po dobu 5 minut. Supernatant ɉÚÈÒÕÂÁ σππ АÌɊȟ ËÔÅÒĻ ÖÚÎÉËÌ ÐĠÉ ÔïÔÏ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉȟ ÂÙÌ ÐĠÅÎÅÓÅÎ 

ÄÏ ÖÙÃÈÌÁÚÅÎï ρȟυÍÌ ÚËÕÍÁÖËÙȟ ÏÚÎÁéÅÎ ÊÁËÏ ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËÜ ÆÒÁËÃÅ Á ÕÓËÌÁÄÎñÎ Ö ɀψπ Ј#Ȣ 

0ÅÌÅÔ ÂÙÌ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎ ÖÅ φπ АÌ ÊÁÄÅÒÎïÈÏ ÅØÔÒÁËéÎþÈÏ ÐÕÆÒÕȢ 3ÕÓÐÅÎÚÅ Âyla 30 minut 

ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ ÎÁ ÌÅÄÕȟ ÐĠÉéÅÍĿ ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ËÁĿÄĻÃÈ ρπ ÍÉÎÕÔ ÄĳËÌÁÄÎñ ÐÒÏÍþÃÈÜÎȢ .Á ÚÜÖñÒ ÂÙÌ 

ÖÚÏÒÅË ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎ ÐĠÉ ρφ πππ Ø Ç Á τ Ј# ÐÏ ÄÏÂÕ ρπ ÍÉÎÕÔȢ 3ÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ ɉÚÈÒÕÂÁ φπ АÌɊ byl 

ÏÄÅÂÒÜÎȟ ÐĠÅÎÅÓÅÎ ÄÏ ρȟυ ÍÌ ÚËÕÍÁÖËÙȟ ÏÚÎÁéÅÎ ÊÁËÏ ÊÁÄÅÒÎÜ ÆÒÁËÃÅ Á ÕÓËÌÁÄÎñÎ Ö ɀψπ Ј#Ȣ 

VyhodnocÅÎþ ÔÏÈÏȟ ËÏÌÉË ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚelo v ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÆÒÁËÃþch ÐÒÏÂñÈÌÏ ÐÏÍÏÃþ 

Western blotu. 3ÉÇÎÜÌ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÂÙÌ ÎÏÒÍÁÌÉÚÏÖÜÎ ÎÁ ÃÅÌËÏÖï ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ  

ve vzorku a ÐÒÏÃÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÊÁÄÅÒÎï ÆÒÁËÃÉ ÂÙÌÏ ÖÙÊÜÄĠÅÎÏ ÐÏÄÌÅ ÎÜÓÌÅÄÕÊþÃþch rovnic: 

0ÒÏÃÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÊÜÄĠÅ
          ÓÉÇÎÜÌ Ö ÊÁÄÅÒÎï ÆÒÁËÃÉ              

ÓÉÇÎÜÌ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËï ÆÒÁËÃÉÓÉÇÎÜÌ Ö ÊÁÄÅÒÎï ÆÒÁËÃÉ
ρππϷ 

3ÉÇÎÜÌ Ö ÊÁÄÅÒÎï ÆÒÁËÃÉÓÉÇÎÜÌ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ ÐÏÕĿÉÔĻ ÏÂÊÅÍ ÖÚÏÒËÕφπ АÌϳ  
3ÉÇÎÜÌ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËï ÆÒÁËÃÉÓÉÇÎÜÌ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ ÐÏÕĿÉÔĻ ÏÂÊÅÍ ÖÚÏÒËÕσππ АÌϳ  

4.3.6 P!{#¿h±#bN Ia¸½N/I .¦b=Y [LbL9 SF9 

(ÍÙÚþ ÂÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ 3Æω ÂÙÌÙ ËÕÌÔÉÖÏÖÜÎÙ ÐÒÏ ÐÏÔĠÅÂÕ ÉÚÏÌÁÃÅ ÖÅÌËïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ 6,0Ó a 

ÚÐÒÁÖÉÄÌÁ ÂÙÌÙ ÐÁÓÜĿÏÖÜÎÙ ËÁĿÄï éÔÙĠÉ ÄÎÙȢ .ÅÊÐÒÖÅ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ 3Æω ɉËÏÎÆÌÕÅÎÃÅ ψπ-90 %) 

ÐÏÍÏÃþ ÓÔÅÒÉÌÎþÈÏ ÐÌÁÓÔÏÖïÈÏ ĤËÒÁÂÜÔËÁ ÓÅĤËÒÜÂÜÎÙ Ú ÐÏÖÒÃÈÕ ËÕÌÔÉÖÁéÎþ ÍÉÓËÙ ɉÄþËÙ ÎþÚËï 

ÍþĠÅ ÁÄÈÅÚÅɊ ÄÏ ÓÔÜÖÁÊþÃþÈÏ ÍïÄÉÁȢ 4ÁÔÏ ÂÕÎñéÎÜ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÐÁË ÂÙÌÁ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÁ Á ÒÏÚÄñÌÅÎÁ 

v ÐÏÍñÒÕ ρȡτ ÄÏ éÔÙĠ ÎÏÖĻÃÈ ρππÍÍ 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓÅËȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÄÏÐÌÎñÎÙ ÄÏ ρπ ÍÌ ÈÍÙÚþÍ 

ÍïÄÉÅÍ ÓÅ ÓïÒÅÍȢ 0ÁÓÜĿÏÖÜÎï ÂÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ 3Æω ÂÙÌÙ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ Ö ÔÅÒÍÏÓÔÁÔÕ ÐĠÉ ςψ Ј#Ȣ  

4.3.7 IbC9Y/9 Ia¸½N/I .¦b=Y [LbL9 SF9 w9Yha.Lb!b¢bNa .!Y¦LOVIREM 

"ÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ 3Æω ÂÙÌÙ ÐÁÓÜĿÏÖÜÎÙ Ö ÐÏÍñÒÕ ρȡς ÄÏ ÈÍÙÚþÈÏ ÍïÄÉÁ ÂÅÚ ÓïÒÁ Á ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ 

ρ ÈÏÄÉÎÕ ÐĠÉ ςχЈ#Ȣ : ÍÉÓÅË ÂÙÌÏ ÏÐÁÔÒÎñ ÏÄÓÜÔÏ ÍïÄÉÕÍ Á ÍþÓÔÏ ÔÏÈÏ Ë ÎÉÍ ÂÙÌ ÐĠÉÄÜÎ ρ ÍÌ 

ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÉÎÏËÕÌÁ ɉÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ Ú ÐĠÅÄÅĤÌÅ ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñËɊȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ 

ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ φπ-ωπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ÌÁÂÏÒÁÔÏÒÎþ ÔÅÐÌÏÔñȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÏ Ë ÂÕĐËÜÍ linie Sf9 

ÐĠÉÄÜÎÏ ω ÍÌ ÈÍÙÚþÈÏ ÍïÄÉÁ ÓÅ ÓïÒÅÍ Á ÂÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ Ö ÔÅÒÍÏÓÔÁÔÕ ÐĠÉ ςψ Ј# σ-4 dny. 
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4.4 Pw#/9 { DNA 

4.4.1 IZOLACE t[!½aL5h±; DNA thah/N Yha9w2bN/I {OUPRAV 

GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) 

Pro izolaci bylo 3-υ ÍÌ ÐĠÅÓ ÎÏÃ ÎÁÒÏÓÔÌï ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ËÕÌÔÕÒÙ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÏ  

ÐĠÉ τ πππ Ø Ç ÐÏ ÄÏÂÕ χ ÍÉÎÕÔȢ 0ÅÌÅÔ ÂÙÌ ÒÏÚÐÕĤÔñÎ ÖÅ ςππ АÌ ȰÒÅÓÕÓÐÅÎÄÁéÎþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕȰ.  

K ÔïÔÏ ÓÕÓÐÅÎÚÉ ÂÙÌÏ ÐĠÉÄÜÎÏ ςππ АÌ ÌÙÚÁéÎþÈÏ ÐÕÆÒÕ Á ÃÅÌÜ ÓÍñÓ ÂÙÌÁ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÁ ÏÐÁÔÒÎĻÍ 

ÏÔÜéÅÎþÍ ÚËÕÍÁÖËÙ ɉÚÈÒÕÂÁ φɀψ ÏÔÏéÅÎþɊȢ 6ĻÓÌÅÄÎĻ ÌÙÚÜÔ ÂÙÌ ÉÎËÕÂÏÖÜÎ υ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ÐÏËÏÊÏÖï 

ÔÅÐÌÏÔñȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÏ Ë ÌÙÚÜÔÕ ÐĠÉÄÜÎÏ συπ АÌ ÎÅÕÔÒÁÌÉÚÁéÎþÈÏȾÖÁÚÅÂÎïÈÏ ÐÕÆÒÕ  

Á ÖÚÎÉËÌÜ ÓÍñÓ ÂÙÌÁ ÏÐñÔ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÁ ÏÐÁÔÒÎĻÍ ÏÔÜéÅÎþÍ ÚËÕÍÁÖËÙ ɉÎÙÎþ ÚÈÒÕÂÁ τɀφËÒÜÔɊȢ 

6ÙÓÒÜĿÅÎï ÂÕÎñéÎï ÚÂÙÔËÙ ÂÙÌÙ ÐÅÌÅÔÏÖÜÎÙ ÐĠÉ ρς 000 x g po dobu 10 minut.  

V ÐÒĳÂñÈÕ ÖĻĤÅ ÐÒÏÖÅÄÅÎï ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÁ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÁ ËÏÌÏÎÁ ÐÒÏ ÖÁÚÂÕ $.!Ȣ  

$Ï ÖÁÚÅÂÎï ËÏÌÏÎÙ ÂÙÌÏ ÎÅÊÐÒÖÅ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ υππ АÌ ÒÏÚÔÏËÕȟ ÊÅÎĿ ÐĠÉÐÒÁÖil  kolonu na vazbu 

$.!Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌÁ ËÏÌÏÎÁ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÁ ÐĠÉ ρς πππ Ø Ç ÐÏ ÄÏÂÕ ρ ÍÉÎÕÔÕ Á ÐÒÏÔÅËÌĻ ÅÌÕÜÔ ÂÙÌ 

ÖÙÈÏÚÅÎȢ .ÙÎþ ÂÙÌ ÄÏ ËÏÌÏÎËÙ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ ÚÅ ÚÌÙÚÏÖÁÎĻÃÈ ÂÁËÔÅÒÉþȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÔÁËï 

ÓÔÏéÅÎ ÓËÒÚÅ ËÏÌÏÎÕ ÐĠÉ ρς πππ Ø ÇȢ 0ÒÏÔÅËÌĻ ÌÙÚÜÔ ÂÙÌ ÖÙÈÏÚÅÎ Á ËÏÌÏÎÁ ÂÙÌÁ ÐÒÏÍÙÔÁ υππ Аl 

ÐÒÏÍĻÖÁÃþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕ )Ȣ $ÜÌÅ ÎÜÓÌÅÄÏÖÁÌÏ ÐÒÏÍÙÔþ Ö χυπ АÌ ÐÒÏÍĻÖÁÃþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕ ))Ȣ  

:ÂÙÔËÙ ÐÒÏÍĻÖÁÃþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕ )) ÂÙÌÙ ÏÄÓÔÒÁÎñÎÙ Ú kolony ÄÁÌĤþ cenÔÒÉÆÕÇÁÃþ ɉρς 000 x g,  

1 minuta). Nakonec byla kolona s ÎÁÖÜÚÁÎÏÕ $.! ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÄÏ ÎÏÖï ÍÉËÒÏÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþ 

ÚËÕÍÁÖËÙȟ ÂÙÌÏ ÄÏ Îþ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ ρππ АÌ ÅÌÕéÎþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕ Á Á $.! ÂÙÌÁ ÖÙÍÙÔÁ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþ 

ÐĠÉ ρς πππ Ø Ç ÐÏ ÄÏÂÕ ρ ÍÉÎÕÔÙȢ )ÚÏÌÏÖÁÎÜ $.! ÂÙÌÁ ÕÓËÌÁÄÎñÎÁ Ö ɀςπ Ј#Ȣ 

JetStarTM Endotoxin-free Plasmid Purification Kit (Genomed) 

0ĠÅÄÔþÍ ÎÅĿ ÂÙÌÏ ÐĠÉÓÔÏÕÐÅÎÏ Ë ÓÁÍÏÔÎï ÉÚÏÌÁÃÉ $.! Ú ÂÁËÔÅÒÉþȟ ÂÙÌÁ ÎÅÊÐÒÖÅ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÁ 

*ÅÔ3ÔÁÒ -ÁØÉ ÉÚÏÌÁéÎþ ËÏÌÏÎÁȟ ÊÅĿ ÂÙÌÁ ÓÏÕéÜÓÔþ ËÉÔÕȢ $Ï ËÏÌÏÎÙ ÂÙÌÏ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ σπ ÍÌ 

ekvilÉÂÒÁéÎþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕ %τȟ ËÔÅÒĻ ÓÅ ÐÏÎÅÃÈÁÌ ÐÏÍÁÌÕ ÐÒÏÔïËÁÔ ÏÔÅÖĠÅÎĻÍ ÄÎÅÍ ËÏÌÏÎÙȢ 

0ÒÏÔÅËÌĻ ÒÏÚÔÏË ÂÙÌ ÖÙÈÏÚÅÎȢ  

0ÒÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÂÙÌÁ ÐĠÅÓ ÎÏÃ ÎÁÒÏÓÔÌÜ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ËÕÌÔÕÒÁ Ï ÏÂÊÅÍÕ ρππ ÍÌ 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÁ ÐÏ ÄÏÂÕ σ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ρς πππ Ø Ç Á ÖÚÎÉËÌĻ ÐÅÌÅÔ ÂÙÌ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎ Ö 10 ml 

ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÁéÎþÈÏ ÐÕÆÒÕ %ρȢ 6 ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÌÙÚÏÖÜÎÙ ÐĠÉÄÜÎþÍ ρπ ÍÌ ÒÏÚÔÏËÕ %ςȟ 

ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÐĠÅÄÅÈĠÜÎ ÎÁ σχ Ј#Ȣ #ÅÌĻ ÏÂÊÅÍ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ ÏÐÁÔÒÎĻÍ ÐĠÅÖÒÜÃÅÎþÍ 

falkony (zhruba 4-φ ÏÔÏéÅÎþɊ Á ÒÏÚÔÏË ÂÙÌ ÉÎËÕÂÏÖÜÎ ÐĠÉ ÐÏËÏÊÏÖï ÔÅÐÌÏÔñ ÐÏ ÄÏÂÕ υ ÍÉÎÕÔȢ 0Ï 

ÕÐÌÙÎÕÔþ ÉÎËÕÂÁéÎþ ÄÏÂÙ ÂÙÌÏ Ë ÌÙÚÜÔÕ ÐĠÉÄÜÎÏ ρπ ÍÌ ÐÒÅÃÉÐÉÔÁéÎþÈÏ ÐÕÆÒÕ %σȟ  

ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÒÏÖÎñĿ ÓÅ ÓÕÓÐÅÎÚþ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ ÏÐÁËÏÖÁÎĻÍ ÏÔÜéÅÎþÍ falkonyȢ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÖÙÓÒÜĿÅÎï 

ÚÂÙÔËÙ ÂÁËÔÅÒÉþ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÙ ÎÁ ÄÎÏ ÆÁÌËÏÎÙ ÐĠÉ ÐÏËÏÊÏÖï ÔÅÐÌÏÔñ Á ÐĠÅÔþĿÅÎþ ρς 000 x g  
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ÐÏ ÄÏÂÕ ρπ ÍÉÎÕÔȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÁ Ë ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕ ÐĠÉÄÜÎÁ ρȾρπ ÏÂÊÅÍÕ ÐÕÆÒÕ %ÎÄÏ-1,  

ÖÚÏÒÅË ÂÙÌ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ Á ÉÈÎÅÄ ÐĠÅÎÅÓÅÎ ÎÁ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÏÕ ÉÚÏÌÁéÎþ ËÏÌÏÎÕȢ  ,ÙÚÜÔȟ ÊÅÎĿ ËÏÌÏÎÏÕ 

ÐÒÏÔÅËÌȟ ÂÙÌ ÖÙÈÏÚÅÎȟ ÚÁÔþÍÃÏ $.! ÎÁÖÜÚÁÎÜ ÎÁ ËÏÌÏÎñ ÂÙÌÁ ÐÒÏÍÙÔÁ σπ ÍÌ ÐÕÆÒÕ %ÎÄÏ-ς Á ÐÏÔï 

ÊÅĤÔñ σπ ÍÌ ÐÒÏÍĻÖÁÃþÈÏ ÐÕÆÒÕ %υȢ 

3ÁÍÏÔÎÜ $.! ÂÙÌÁ Ú ËÏÌÏÎÙ ÕÖÏÌÎñÎÁ ÐĠÉÄÜÎþÍ ρυ ÍÌ ÅÌÕéÎþÈÏ ÐÕÆÒÕ %φȢ :þÓËÁÎĻ ÅÌÕÜÔ 

ÂÙÌ ÎÁ ÔÏ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ Ó ρπȟυ ÍÌ ρππϷ ɉ6Ⱦ6Ɋ ÉÚÏÐÒÏÐÁÎÏÌÕ Á ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎ ÐÏ ÄÏÂÕ σπ ÍÉÎÕÔ  

ÐĠÉ ρς πππ Ø Ç Á ÔÅÐÌÏÔñ τ Ј#Ȣ 0ÅÌÅÔ ÂÙÌ ÐÒÏÍÙÔ Ö υ ÍÌ χπϷ ÅÔÈÁÎÏÌÕ ɉ6Ⱦ6ɊȢ .ÜÓÌÅÄÏÖÁÌÁ ÄÁÌĤþ 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ ÐÏ ÄÏÂÕ ρπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ τ Ј# Á ÐĠÅÔþĿÅÎþ ρς πππ Ø ÇȢ 0ÅÌÅÔ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÐÌÁÚÍÉÄÏÖÏÕ 

$.! ÂÙÌ ÎÁ ÖÚÄÕÃÈÕ ÖÙÓÕĤÅÎ ɉÚÈÒÕÂÁ ρπ-15 minut). Nakonec byla DNA rozpuĤÔñÎÁ ÖÅ ÖÈÏÄÎïÍ 

ÏÂÊÅÍÕ 4% ÐÕÆÒÕȟ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÄÏ ÍÉËÒÏÚËÕÍÁÖËÙ Á ÕÓËÌÁÄÎñÎÁ Ö ɀςπ Ј#Ȣ 

4.4.2 MINIPREPARACE PLAZMID® ½ .!Y¢9wLN thah/N ![Y![L/Y; a9¢h5¸ 

0ÒÏ ÍÉÎÉÐÒÅÐÁÒÁÃÅ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÂÙÌÙ ÐÏÕĿÉÔÙ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþ ËÕÌÔÕÒÙ ÐÏÃÈÜÚÅÊþÃþ Ú ÍÏÎÏËÏÌÏÎÉþȟ  

ÊÅĿ ÂÙÌÙ ÚÁÏéËÏÖÜÎÙ ÄÏ χππ АÌ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþÈÏ ÍïÄÉÁ Á ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ÐĠÅÓ ÎÏÃȢ  $ÒÕÈĻ ÄÅÎ ÒÜÎÏ 

ÂÙÌÙ ÂÁËÔÅÒÉÅ ÐÅÌÅÔÏÖÜÎÙ ÐĠÉ ρσ πππ Ø Ç Á ÔÅÐÌÏÔñ τ Ј# ÐÏ ÄÏÂÕ ρ ÍÉÎÕÔÙȢ Pelety byly ÐÏÔï 

ÄĳËÌÁÄÎñ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎÙ ÖÅ ςυπ АÌ ÒÏÚÔÏËÕ )Ȣ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÏ Ë ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþÍ ÓÕÓÐÅÎÚþÍ 

ÐĠÉÄÜÎÏ ςυπ АÌ ÌÙÚÁéÎþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕ ))ȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ Ó ÂÁËÔÅÒÉÅÍÉ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ ÏÐÁÔÒÎĻÍ ÐĠÅÖÒÜÃÅÎþÍ 

ÚËÕÍÁÖÅË ɉÚÈÒÕÂÁ τØɊȢ 6ÚÏÒËÙ ÂÙÌÙ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ρπ ÍÉÎ ÐĠÉ ÌÁÂÏÒÁÔÏÒÎþ ÔÅÐÌÏÔñȢ  

6ÚÎÉËÌï ÌÙÚÜÔÙ ÂÙÌÙ ÄÜÌÅ ÎÅÕÔÒÁÌÉÚÏÖÜÎÙ ÐĠÉÄÜÎþÍ ςππ АÌ ÖÙÃÈÌÁÚÅÎïÈÏ ÒÏÚÔÏËÕ ))).  

0ÏÔï ÂÙÌÙ ÖÚÏÒËÙ ÚÎÏÖÕ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÙ ÐĠÅÖÒÁÃÅÎþÍ ÚËÕÍÁÖÅË Á ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ÎÁ ÌÅÄÕ  

ρπ ÍÉÎÕÔȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÙ ÌÙÚÜÔÙ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÙ ρπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ςπ πππ Ø Ç Á τ Ј#Ȣ  

+ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔĳÍ ÂÙÌÏ ÐĠÉÄÜÎÏ πȟυ ÍÌ ρππϷ ɉ6Ⱦ6Ɋ ÉÚÏÐÒÏÐÁÎÏÌÕȟ ÖÚÏÒÅË ÂÙÌ ÄÏÂĠÅ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ  

Á ÉÎËÕÂÏÖÜÎ ÐĠÉ τЈ# ÎÅÊÍïÎñ ρφÈȢ 6ÙÓÒÜĿÅÎÜ $.! ÂÙÌÁ ÐÅÌÅÔÏÖÜÎÁ ÐĠÉ ρπÍÉÎÕÔÏÖï ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ 

s ÐĠÅÔþĿÅÎþÍ ςπ πππ Ø Ç Á ÔÅÐÌÏÔñ τ Ј#Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌÁ $.! Ö peletech promyta 200 Аl 70% (V/V) 

ÅÔÈÁÎÏÌÕ Á ÏÐñÔ ÐÅÌÅÔÏÖÜÎÁȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌÙ ÐÅÌÅÔÙ ÖÙÓÕĤÅÎÙ ÎÁ ÖÚÄÕÃÈÕ Á ÒÏÚÐÕĤÔñÎÙ ÖÅ ςπ Аl 

ÍÁÓÔÅÒÍÉØÕ ÒÅÓÔÒÉËéÎþ ÓÍñÓÉ ɉÖÉÚȢ ËÁÐÉÔÏÌÁ 4.4.5). 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳ 

Roztok I: 
25 mM Tris-HCl (pH ~ 8), 10 mM EDTA 

,ÙÚÁéÎþ ÒÏÚÔÏË ))ȡ 
0,2 M NaOH, 1% (w/V) SDS 

.ÅÕÔÒÁÌÉĿÁéÎþ ÒÏÚÔÏË ))): 
σ - ÏÃÔÁÎ ÄÒÁÓÅÌÎĻȠ ρρȟυϷ ɉ6Ⱦ6Ɋ ËÙÓÅÌÉÎÁ ÏÃÔÏÖÜ 
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4.4.3 S¢!bh±9bN Yhb/9b¢w!/9 ! 2L{¢h¢¸ DNA 

0ÒÏ ÓÔÁÎÏÖÅÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ $.! ÂÙÌ ÐÏÕĿÉÔ ÓÐÅËÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÒ .ÁÎÏÄÒÏÐ ςπππ 56-Vis 

ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȢ 0ĠÅÄ ÓÁÍÏÔÎĻÍ ÍñĠÅÎþÍ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÂÙÌ ÐĠþÓÔÒÏÊ ÚËÁÌÉÂÒÏÖÜÎ 

ÐÏÍÏÃþ ÓÌÅÐïÈÏ ÖÚÏÒËÕ ɉéÉÓÔïÈÏ ÅÌÕéÎþÈÏ ÒÏÚÔÏËÕɊȢ  0ÏÔï ÂÙÌÁ ÔÅÐÒÖÅ ÚÍñĠÅÎÁ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ $.! 

ÖÅ ÖĤÅÃÈ ÖÚÏÒÃþÃÈȢ +ÒÏÍñ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ $.! ÂÙÌÁ ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÁÂÓÏÒÐéÎþÈÏ ÓÐÅËÔÒÁ ÚÈÏÄÎÏÃÅÎÁ  

É éÉÓÔÏÔÁ $.! Ö ÍñĠÅÎĻÃÈ ÖÚÏÒÃþÃÈȢ 

4.4.4 R9Yha.Lb!/9 t[!½aL5® {¸{¢;a9a GATEWAY 

6ÅĤËÅÒï ÅØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÐÏÍÏÃþ ËÏÍÅÒéÎþÈÏ ËÉÔÕ 'ÁÔÅ×ÁÙTM  

LR ClonaseTM )) %ÎÚÙÍÅ -ÉØ ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȢ #ÅÌËÅÍ ÂÙÌÙ ÐÒÏÖÅÄÅÎÙ σ ÒÅËÏÍÂÉÎÁéÎþ 

reakce o objemu 8 АÌȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÐÏÄÌÅ ÔÁÂÕÌËÙ éȢ σȢ 6ĤÅÃÈÎÙ ÒÅÁËÃÅ ÂÙÌÙ ÚÁÌÏĿÅÎÙ  

ÎÁ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ ÍÅÚÉ ÄÏÎÏÒÏÖĻÍ vektorem s ÎÁËÌÏÎÏÖÁÎĻÍ ÇÅÎÅÍ ÐÒÏ 60ρ Á ÃþÌÏÖĻÍ 

ÐÌÁÚÍÉÄÅÍ ÕÒéÅÎĻÍ ÐÒÏ ÅØÐÒÅÓÉ Ö ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈȢ 

¢ŀōǳƭƪŀ őΦ о ς {ƭƻȌŜƴƝ о ǊŜƪƻƳōƛƴŀőƴƝŎƘ ǊŜŀƪŎƝ ǇǊƻ ǇǌƝǇǊŀǾǳ ŜȄǇǊŜǎƴƝŎƘ ǇƭŀȊƳƛŘǻ 
¢ŀōǳƭƪŀ ōȅƭŀ ǇǌƛǇǊŀǾŜƴŀ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ƻŦƛŎƛłƭƴƝƘƻ ƴłǾƻŘǳΣ ƧŜȌ ōȅƭ ǎƻǳőłǎǘƝ ƪƛǘǳΦ 

 1 2 3 

/ƝƭƻǾŞ ǾŜƪǘƻǊȅ (150 ng) 

pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST 5 ҡl ς ς 

pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST ς 5 ҡl ς 

pGwf  ς ς 2 ҡl 

5ƻƴƻǊƻǾŞ ǾŜƪǘƻǊȅ (150 ng) 

pENTR-VP1 1,3 ҡl ς 1,3 ҡl 

pENTR-±tмҟ{¢ht ς 1,2 ҡl ς 

TE pufr (pH ~ 8) 1,7 ҡl 1,8 ҡl 4,7 ҡl 

V ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÂÙÌÙ ÐĠÉÄÜÎÙ ς АÌ ,2 #ÌÏÎÁÓÅTM II enzymatickïÈÏ mixu ÄÏ ËÁĿÄï 

ÒÅËÏÍÂÉÎÁéÎþ ÒÅÁËÃÅ Á ÖĤÅ ÂÙÌÏ ÄĳËÌÁÄÎñ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÏȢ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÒÅÁËÃÅ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ÖÅ ςυ Ј#  

ÐÏ ÄÏÂÕ ρ ÈÏÄÉÎÙȢ 2ÅËÏÍÂÉÎÁÃÅ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÂÙÌÙ ÕËÏÎéÅÎÙ ÐĠÉÄÜÎþÍ ρ АÌ ÒÏÚÔÏËÕ ÐÒÏÔÅÉÎÜÚÙ +  

Ë ÒÅÁËÃþÍ Á ÎÜÓÌÅÄÎï ρπÍÉÎÕÔÏÖï ÉÎËÕÂÁÃÉ ÖÅ σχ Ј#Ȣ )ÎÁËÔÉÖÏÖÁÎï ÒÅÁËÃÅ ÂÙÌÙ ÐÏÔï ÏËÁÍĿÉÔñ 

ÐÏÕĿÉÔÙ Ë ÔÒÁÎÓÆÏÒÍÁÃÉ ÅÌÅËÔÒÏËÏÍÐÅÔÅÎÔÎþÃÈ ÂÕÎñË E. coli kmene TOP10. 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳ 

TE pufr: 
10 mM Tris-HCl (pH ~ 8), 1 mM EDTA 
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4.4.5 R9{¢wLY2bN ~¢=t9bN t[!½aL5h±; DNA 

0ÒÏ ÏÖñĠÅÎþ ÓÐÒÜÖÎï ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÅ DNA ÂÙÌÙ ÒÅÓÔÒÉËéÎþÍÉ ÅÎÄÏÎÕËÌÅÜÚÁÍÉ ĤÔñÐÅÎÙ 

ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï minipreparace ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÚþÓËÁÎï ÐÏÍÏÃþ ÁÌËÁÌÉÃËï ÍÅÔÏÄÙȢ V ÐĠþÐÁÄñ ÍÉÎÉÐÒÅÐÁÒÁÃþ 

ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÃÁÐ4%6-NT-VP1 a capTEV-CT-VP1 byla ÉÚÏÌÏÖÁÎÜ DNA ĤÔñÐÅÎÁ ve 20 АÌ ÍÁÓÔÅÒÍÉØÕ 

enzymu MluI. Na jednu ĤÔñÐþÃþ ÒÅÁËÃÉ ÂÙÌÏ ÓÌÏĿÅÎþ ÍÁÓÔÅÒÍÉØÕ ς АÌ ÒÏÚÔÏËÕ 2.ÜÚÙ ! ɉρπ АÇȾÍÌɊȟ 

ς АÌ ρπØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÈÏ pufru Rȟ ρυ АÌ ÄÅÍÉ (2O a 1 Аl enzymu MluI (10 U/Аl). Minipreparace 

ÐÌÁÚÍÉÄĳ Ð'×Æ-VP1 ÂÙÌÙ ÔÁËï ĤÔñÐÅÎy ÖÅ ςπ АÌ ÍÁÓÔÅÒÍÉØÕ ale ÊÉĿ enzymu XhoI. 3ÌÏĿÅÎþ ÊÅÄÎï 

reakce tohoto mastermixu bylo naprosto ÓÔÅÊÎï ÊÁËÏ Ö ÐĠþÐÁÄñ ÐÌÁÚÍÉÄĳ capTEV-NT-VP1  

a capTEV-CT-60ρ ÁĿ ÎÁ ÔÏȟ ĿÅ ÍþÓÔÏ ρ АÌ ÅÎÚÙÍÕ Mlu) ÂÙÌ ÐÏÕĿÉÔ ρ АÌ ÅÎÚÙÍÕ Xho) ɉρπ 5ȾАÌɊȢ 

6ĤÅÃÈÎÙ ĤÔñÐþÃþ ÒÅÁËÃÅ ÂÙÌÙ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ po dobu ρφ ÈÏÄÉÎ ÐĠÉ σχ Ј#Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÒÅÁËÃÅ 

ÉÎÁËÔÉÖÏÖÜÎÙ ÚÁÈĠÜÔþÍ ÎÁ ψπ Ј# ÐÏ ÄÏÂÕ ςπ ÍÉÎÕÔ Á ÁÎÁÌÙÚÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ $.! ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÙȢ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳ 

ρπØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎĻ ÐÕÆÒ R: 

100 mM Tris-HCl (pH ~ 8,5), 100 mM MgCl2, 1M KCl, 1 mg/ml BSA 

4.4.6 AD!wj½h±# DNA 9[9Y¢whChw;½! 

!ÇÁÒĕÚÏÖÜ $.! ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÁ ÂÙÌÁ ÐÏÕĿþÖÜÎÁ ÊÅÄÎÁË ËÅ ËÏÎÔÒÏÌÅ ÓÐÒÜÖÎïÈÏ 

ÒÅÓÔÒÉËéÎþÈÏ ĤÔñÐÅÎþ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ale i ËÅ ËÏÎÔÒÏÌÅ ÉÎÔÅÇÒÉÔÙ ÉÚÏÌÏÖÁÎï $.!Ȣ 6 ÏÂÏÕ ÐĠþÐÁÄÅÃÈ ÂÙÌ 

ÐÏÕĿÉÔ ρϷ ÁÇÁÒĕÚÏÖĻ ÇÅÌ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÒÏÚÐÕĤÔñÎĻ Ö πȟυØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÍ 4"% ÐÕÆÒÕ Ó 10 πππËÒÜÔ 

ÎÁĠÅÄñÎĻÍ ÉÎÔÅÒËÁÌÁéÎþÍ éÉÎÉÄÌÅÍ ÚÎÁéËÙ GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium).  

Na jednu jamku bylo naneseno zhruba 10 Аl vzorku spolu s ÖÈÏÄÎñ ÎÁĠÅÄñÎÏÕ  

φØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎÏÕ ÎÁÎÜĤÅÃþ barvou (6x DNA Gel Loading Dye, ThermoFisher Scientific).  

0ÒÏ ÕÒéÅÎþ ÖÅÌÉËÏÓÔÉ $.! ÂÙÌÏ ÄÏ ÊÅÄÎï ÊÁÍËÙ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ ςȟυ АÌ ÍÁÒËÅÒÕ $.! ÍÏÌÅËÕÌÏÖĻÃÈ 

ÈÍÏÔÎÏÓÔþ ÚÎÁéËÙ 'ÅÎÅ2ÕÌÅÒTM 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific). 

%ÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËÜ ÓÅÐÁÒÁÃÅ $.! ÐÒÏÂþÈÁÌÁ ÐĠÉ ÎÁÐñÔþ υ 6ȾÃÍȢ 3ÅÐÁÒÏÖÁÎï ÆÒÁÇÍÅÎÔÙ ÂÙÌÙ 

ÖÉÚÕÁÌÉÚÏÖÜÎÁ ÐÏÄ 56 ÓÖñÔÌÅÍ Ö ÔÒÁÎÓÉÌÕÍÉÎÜÔÏÒÕ ÚÎÁéËÙ )Î'ÅÎÉÕÓσ ɉ3ÙÎÇÅÎÅɊȢ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳ 

πȟυØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎĻ 4"% ÐÕÆÒȡ 
5 mM Tris-ÂÏÒÜÔȟ ς Í- %$4! ɉÐ( ͯψȟσɊ 

6x DNA Gel Loading Dye: 
10 mM Tris-(#Ì ɉÐ( ͯ χȟφɊȟ φπ Í- %$4!Ƞ πȟπσϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÂÒÏÍÆÅÎÏÌÏÖÜ ÍÏÄĠȠ πȟπσϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ  
Xylen kyanol, 60% (V/V) glycerol 
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4.5 Pw#/9 { PROTEINY 

4.5.1 PyNtw!±! .¦b=2bº/I [¸½#¢® twh twh¢9Lbh±h¦ 9[9Y¢whChw;½¦ 

Z misek Ó ÎÁÒÏÓÔÌĻÍÉ ÂÕĐËÁÍÉ ÂÙÌÏ ÎÅÊÐÒÖÅ ÏÄÓÜÔÏ ÍïÄÉÕÍ Á ÐÏÔï ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ 

ÏÐÌÜÃÈÎÕÔÙ 0"3Ȣ + ÂÕĐËÜÍ ÂÙÌ ÐĠÉÄÜÎ 2)0! ÐÕÆÒ Ó ÐĠþÄÁÖËÅÍ ÐÒÏÔÅÁÚÏÖĻÃÈ ÉÎÈÉÂÉÔÏÒĳ 

(cOmpleteTM Protease Inhibitor Cocktail, 2ÏÃÈÅɊȢ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÚÅ ÄÎÁ ÊÁÍËÙ ÓÅĤËÒÜÂÜÎÙ  

ÄÏ 2)0! ÐÕÆÒÕ ÐÏÍÏÃþ ÐÌÁÓÔÏÖïÈÏ ĤËÒÁÂÜÔËÁ Á ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÄÏ ÖÙÃÈÌÁÚÅÎï ρȟυÍÌ ÚËÕÍÁÖËÙȢ 

6ÚÏÒÅË ÂÙÌ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÉÎËÕÂÏÖÜÎ ÎÁ ÌÅÄÕ ÐÏ ÄÏÂÕ σπ ÍÉÎÕÔȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌ ÖÚÎÉËÌĻ ÌÙÚÜÔ 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎ ÐÏ ÄÏÂÕ σπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ τ Ј# Á ςπ πππ Ø ÇȢ 3ÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ ÂÙÌ ÏÄÅÂÒÜÎȟ ÐĠÅÎÅÓÅÎ  

dÏ ÎÏÖï ÚËÕÍÁÖËÙ Á ÕÓËÌÁÄÎñÎ Ö ɀςπ Ј#Ȣ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳ 

RIPA pufr: 
50 mM Tris-(#Ì ɉÐ( ͯ χȟτɊȟ ρυπ Í- .Á#Ìȟ υ Í- %$4!ȟ ρϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÄÅÏØÙÃÈÏÌÜÔ ÓÏÄÎĻȠ  
0,1% (w/V) SDS, 1% (V/V) Triton x-100; 0,05% (V/V) NP-40 

4.5.2 M=y9bN Yhb/9b¢w!/9 twh¢9Lb® a9¢h5h¦ BRADFORDA 

:Å ÚÜÓÏÂÎþÃÈ ÒÏÚÔÏËĳ ɉ"3! Ï ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉ υ ÍÇȾÍÌɊ ÂÙÌÁ ÐÒÏ ËÁĿÄï ÍñĠÅÎþ ÎÁĠÅÄñÎÁ 

éÅÒÓÔÖÜ ĠÅÄþÃþ ĠÁÄÁ Ï ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃþÃÈ π ɀ 0,25 ɀ 0,5 ɀ 0,75 ɀ ρ ÍÇȾÍÌȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÂÙÌ ÖÈÏÄÎñ 

ÎÁĠÅÄñÎ É ÍÁÌĻ ÏÂÊÅÍ ÖÚÏÒËÕȟ ÊÅÈÏĿ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÊÓÍÅ ÃÈÔñÌÉ ÚÍñĠÉÔȢ  

Pro ÓÁÍÏÔÎï ÍñĠÅÎþ ÂÙÌÏ ÓÍþÃÈÜÎÏ ςπ АÌ ĠÅÄñÎïÈÏ ÖÚÏÒËÕ éÉ ÊÅÄÎÏÈÏ ÚÅ ÓÔÁÎÄÁÒÄĳ "3! 

Ó ρ ÍÌ "ÒÁÄÆÏÒÄÏÖÁ éÉÎÉÄÌÁȟ ÃÅÌĻ ÏÂÊÅÍ ÂÙÌ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ Á ÓÍñÓ ÂÙÌÁ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ ς ÍÉÎÕÔÙȢ 

Absorbance vzorËĳ ÐĠÉ υωυ ÎÍ ÂÙÌÁ ÚÍñĠÅÎÁ ÓÐÅËÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÒÅÍ (ÅÌÉÏÓɼ ɉ4ÈÅÒÍÏÓFisher 

3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÁ Ö ÐÒÏÇÒÁÍÕ -ÉÃÒÏÓÏÆÔ %ØÃÅÌ ÚÅ ÓÔÁÎÄÁÒÄĳ ÓÅÓÔÁÖÅÎÁ ËÁÌÉÂÒÁéÎþ ËĠÉÖËÁ 

"3! Á ÓÔÁÎÏÖÅÎÁ ÊÅÊþ ÓÍñÒÎÉÃÅȢ : ÔïÔÏ ÒÏÖÎÉÃÅ ÐÁË ÂÙÌÁ ÄÏÐÏéÔÅÎÁ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

v ĠÅÄñÎïÍȟ Á ÎÁËÏÎÅÃ É ÎÅĠÅÄñÎïÍ ÖÚÏÒËÕ ÎÁĤÅÈÏ ÚÜÊÍÕȢ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳ 

IÉÎÉÄÌÏ "ÒÁÄÆÏÒÄÁȡ 
0,12 mM Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,75% (V/V) ethanol; 8,5% (V/V) H3PO4 

4.5.3 Pwh¢9Lbh±# 9[9Y¢whChw;½! (SDS-PAGE) 

0ÏÄÌÅ ÎÜÖÏÄÕ ÖĻÒÏÂÃÅ ÂÙÌÁ ÓÅÓÔÁÖÅÎÁ ÁÐÁÒÁÔÕÒÁ -ÉÇÈÔÙ 3ÍÁÌÌTM II Mini  

6ÅÒÔÉÃÁÌ %ÌÅÃÔÒÏÐÈÏÒÅÓÉÓ ɉ(ÏÅÆÅÒɊ Á ÐÏÍÏÃþ ÄÅÓÔÉÌÏÖÁÎï ÖÏÄÙ ÂÙÌÁ ÏÖñĠÅÎÁ ÊÅÊþ ÔñÓÎÏÓÔȢ  

2ÏÚÔÏË ρπϷ ÓÅÐÁÒÁéÎþÈÏ ÇÅÌÕ ÂÙÌ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎ ÍÅÚÉ ÄÖñ ÓËÌÁ ÓÅÐÁÒÁéÎþ ÁÐÁÒÁÔÕÒÙ  

ɉÄÏ ÖĻĤËÙ ÚÈÒÕÂÁ ψ ÃÍɊ Á ÐĠÅÖÒÓÔÖÅÎ ÉÚÏÂÕÔÁÎÏÌÅÍȢ 0Ï σπ ÍÉÎÕÔÜÃÈ ɉÐÏ ÐÏÌÙÍÅÒÁÃÉ ÇÅÌÕɊȟ  

bÙÌ ÉÚÏÂÕÔÁÎÏÌ ÏÄÓÔÒÁÎñÎ Á ÐÒÏÓÔÏÒ ÍÅÚÉ ÓËÌÙ ÂÙÌ ÖÙÓÕĤÅÎ ËÏÕÓËÅÍ ÆÉÌÔÒÁéÎþÈÏ ÐÁÐþÒÕȢ  

0ÏÔï ÂÙÌ ÒÏÚÔÏË υϷ ÚÁÏÓÔĠÏÖÁÃþÈÏ ÇÅÌÕ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎ ÎÁÄ ÓÐÏÄÎþ ÇÅÌ Á ÂÙÌÙ ÄÏ ÎñÊ ÚÁÓÕÎÕÔÙ 
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ÈĠÅÂÅÎÙ ÐÒÏ ÔÖÏÒÂÕ ÊÁÍÅËȢ 0ÏÌÙÍÅÒÁÃÅ ÚÁÏÓÔĠÏÖÁÃþÈÏ ÇÅÌÕ ÔÒÖÁÌÁ ÚÈÒÕÂÁ ςπ ÍÉÎÕÔȢ  

-ÅÚÉÔþÍ ÂÙÌ Ë ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻÍ ÖÚÏÒËĳÍ ÐĠÉÄÜÎ ÄÅÆÉÎÏÖÁÎĻ ÏÂÊÅÍ υØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÈÏ ,ÁÅÍÍÌÉÈÏ 

ÐÕÆÒÕȟ ÔÁË ÁÂÙ ÖĻÓÌÅÄÎÜ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÂÙÌÁ ρØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎÜȢ 6ÚÏÒËÙ ÂÙÌÙ ÐÏÔï ÄÅÎÁÔÕÒÏÖÜÎÙ  

ÐĠÉ ρππ Ј# ÐÏ ÄÏÂÕ ς ÍÉÎÕÔȢ 

0Ï ÐÏÌÙÍÅÒÁÃÉ ÈÏÒÎþÈÏ ÇÅÌÕ ÂÙÌ ÚÅ ÓËÅÌ ÖÙÎÄÜÎ ÐÌÁÓÔÏÖĻ ÈĠÅÂÅÎ Á ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻ ÇÅÌ ÂÙÌ 

ÐĠÅÎÅÓÅÎ ÄÏ ÓÁÍÏÔÎï ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËï ÓÏÕÐÒÁÖÙȟ ÊÅÊþĿ ÏÂÊÅÍ ÂÙÌ ÎÁÐÌÎñÎ ρØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎĻÍ 

Tris-(#Ì ÅÌÅËÔÏÆÏÒÅÔÉÃËĻÍ ÐÕÆÒÅÍȢ $Ï ÊÅÄÎï ÊÁÍËÙ ÂÙÌÏ ÐÏÔï ÎÁÎÅÓÅÎÏ υ АÌ ÍÁÒËÅÒÕ ÚÎÁéËÙ 

Black Protein Ladder (Central European BiosysteÍÓɊȟ ÚÁÔþÍÃÏ ÄÏ ÚÂÙÌĻÃÈ ÊÁÍÅË ÂÙÌÏ ÎÁÎÅÓÅÎÏ 

10-20 АÌ ÄÅÎÁÔÕÒÏÖÁÎĻÃÈ ÖÚÏÒËĳȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌÁ ÃÅÌÜ ÁÐÁÒÁÔÕÒÁ ÕÚÁÖĠÅÎÁ Á ÐĠÉÐÏÊÅÎÁ ËÅ ÚÄÒÏÊÉ 

ÎÁÐñÔþȢ 0ÒÖÎþÃÈ σπ ÍÉÎÕÔ ÐÒÏÂþÈÁÌÁ ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÁ ÐĠÉ ψ 6ȾÃÍ ÇÅÌÕ Á ÐÏÔï ς-3 hodiny  

ÐĠÉ ρτ 6ȾÃÍ ÇÅÌÕȢ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

ρπϷ ÓÅÐÁÒÁéÎþ ÇÅÌȡ 

ρπϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÁËÒÙÌÁÍÉÄ ɉÐÏÍñÒ ÁËÒÙÌÁÍÉÄÕ Ë -"! ςωȡρɊȟ σχυ Í- 4ÒÉÓ-HCl (pH ~ 6,8); 0,1% (w/V) 
SDS; 0,7% (w/V) APSȠ ψȟυ АÌ 4%-%$ na 12 ml gelu 

υϷ ÚÁÏÓÔĠÏÖÁÃþ ÇÅÌȡ 
υϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÁËÒÙÌÁÍÉÄ ɉÐÏÍñÒ ÁËÒÙÌÁÍÉÄÕ Ë -"! ςωȡρɊȟ ρςυ Í- 4ÒÉÓ-HCl (pH ~ 6,8); 0,1% (w/V) 
SDS; 0,7% (w/V) APSȟ ρπ АÌ 4%-%$ ÎÁ φ ÍÌ ÇÅÌÕ 

Tris-(#Ì ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËĻ ÐÕÆÒȡ 
25 mM Tris-HCl (pH ~ 8,3), 195 mM glycin; 0,1% (w/V) SDS 

5x Laemmliho pufr: 
50 mM Tris-(#Ì ɉÐ( ͯ φȟψɊȟ υϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ 3$3ȟ υπϷ ɉ6Ⱦ6Ɋ ÇÌÙÃÅÒÏÌȟ ςυϷ ɉ6Ⱦ6Ɋ ɼ-merkaptoethanol;  
πȟππυϷ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÂÒÏÍÆÅÎÏÌÏÖÜ ÍÏÄĠ 

4.5.4 Pwh¢9Lbh±# 9[9Y¢whChw;½! ± Dw!5L9b¢h±;a D9[¦ 

Bis-4ÒÉÓ ÇÒÁÄÉÅÎÔÏÖĻ ÐÏÌÙÁËÒÙÌÁÍÉÄÏÖĻ ÇÅÌ ÚÎÁéËÙ .Õ0!'% ̈́ (Life Technologies) byl 

ÖÙÎÄÜÎ Ú ÂÁÌÅÎþ Á ÐĠÅÓÕÎÕÔ ÄÏ ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËï ÁÐÁÒÁÔÕÒÙȢ 0ĠÅÄ ÎÁÎÅÓÅÎþÍ ÎÁ ÇÅÌ ÂÙÌÏ  

k 10 АÌ ÖÚÏÒËÕ ÐĠÉÄÜÎÏ υ АÌ τØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÈÏ .Õ0!'% ̈́,$3 ÖÚÏÒËÏÖïÈÏ ÐÕÆÒÕȟ ς Аl  

ρπØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÈÏ .Õ0!'% ̈́ÒÅÄÕËéÎþÈÏ éÉÎÉÄÌÁ Á σ Аl demi H2/ ÄÏ ËÏÎÅéÎïÈÏ ÏÂÊÅÍÕ  

20 АÌȢ 4ÁËÔÏ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻ ÖÚÏÒÅË ÂÙÌ ÉÎËÕÂÏÖÜÎ ρπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ χπ Ј# Á ÐÏÔï ÂÙÌÏ ÃÅÌĻ ÊÅÈÏ ÏÂÊem 

ÎÁÎÅÓÅÎ ÎÁ ÇÒÁÄÉÅÎÔÏÖĻ ÇÅÌȢ 3ÐÏÄÎþ éÜÓÔ ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËï ÁÐÁÒÁÔÕÒÙ ÂÙÌÁ ÎÁÐÌÎñÎÁ φππ ÍÌ  

ρØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÈÏ .Õ0!'% ̈́-/03 3$3 ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËïÈÏ ÐÕÆÒÕȢ (ÏÒÎþ éÜÓÔ ÁÐÁÒÁÔÕÒÙ  

ÂÙÌÁ ÎÁÐÌÎñÎÁ ςππ ÍÌ ÔÏÈÏÔÏ ÐÕÆÒÕȟ ÖÅ ËÔÅÒïÍ ÂÙÌÏ ÎÁÖþÃ ÊÅĤÔñ ÐĠÉÄÜÎÏ υππ Аl  

NuPAGË́ ÁÎÔÉÏØÉÄÁÎÔÕȢ #ÅÌÜ ÁÐÁÒÁÔÕÒÁ ÂÙÌÁ ÐÏÔï ÕÚÁÖĠÅÎÁ Á ÐĠÉÐÏÊÅÎÁ ËÅ ÚÄÒÏÊÉ ÎÁÐñÔþȢ  

%ÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËÜ ÓÅÐÁÒÁÃÅ ÔÒÖÁÌÁ ÚÈÒÕÂÁ υπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ËÏÎÓÔÁÎÔÎþÍ ÎÁÐñÔþ ςππ 6Ȣ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

NuPAGË́ -/03 3$3 ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃËĻ ÐÕÆÒȡ 
50 mM MOPS, 50 mM Tris, 1 mM EDTA; 0,1% (w/V) SDS, pH ~ 7,7 
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4.5.5 B!w±9bN twh¢9Lb® ± th[¸!Yw¸[!aL5h±;a D9LU 

0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÙ ÂÙÌ ÓÐÏÄÎþ ÓÅÐÁÒÁéÎþ ÇÅÌ ÃÅÌËÅÍ σØ ɉÖĿÄÙ ÐÏ ρπ ÍÉÎÕÔÜÃÈɊ 

promyt v demi H2/Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌ ÇÅÌ ÂÁÒÖÅÎ ÐÏ ÄÏÂÕ ρ ÈÏÄÉÎÙ ÖÅ ςπ ÍÌ ÂÁÒÖÙ ImperialTM Protein 

3ÔÁÉÎ ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÁ ÂÁÒÖÁ ÖÙÌÉÔÁ Á ÐÏÚÁÄþ ÇÅÌÕ ÂÙÌÏ  

ÐĠÅÓ ÎÏÃ ÏÄÂÁÒÖÅÎÏ Ö demi H2/Ȣ /ÂÁÒÖÅÎĻ ÇÅÌ ÂÙÌ ÄÏËÕÍÅÎÔÏÖÜÎ ÐÏÍÏÃþ ÐĠþÓÔÒÏÊÅ 

AmershamTM )ÍÁÇÅÒ φψπ ɉ'% (ÅÁÌÔÈÃÁÒÅ ,ÉÆÅ 3ÃÉÅÎÃÅÓɊ Á ÚþÓËÁÎÜ ÄÁÔÁ ÂÙÌÁ ÁÎÁÌÙÚÏÖÜÎÁ 

v programu Fiji. 

4.5.6 Iah.L[L½!/9 twh¢9Lb® b! a9a.w#b= 

0ÒÏ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ ÉÍÕÎÏÄÅÔÅËÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏ ÄÅÎÁÔÕÒÁéÎþ ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÅ ɉ3$3-PAGE) bylo 

ÎÕÔÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÎÅÊÐÒÖÅ ÉÍÏÂÉÌÉÚÏÖÁÔ ÎÁ ÍÅÍÂÒÜÎñȢ + ÔÏÍÕÔÏ ĭéÅÌÕ ÂÙÌÁ ÖÙÕĿÉÔÁ ÍÅÔÏÄÁ ÚÖÁÎÜ 

Western blot. V ÎÁĤÅÍ ÐĠþÐÁÄñ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ ÖÁÒÉÁÎÔÁ ÔÚÖȢ ÐÏÌÏÓÕÃÈïÈÏ ÂÌÏÔÕ  

ɉȵÓÅÍÉ-ÄÒÙ ÂÌÏÔɊȟ ËÅ ËÔÅÒïÍÕ ÂÙÌ ÐÏÕĿÉÔ ÐĠþÓÔÒÏÊ 4%χχ8 ɉ(ÏÅÆÅÒɊȢ 3ÐÏÄÎþ ÄÅÓËÁ ÐĠþÓÔÒÏÊÅȟ  

ËÔÅÒÜ ÆÕÎÇÏÖÁÌÁ ÊÁËÏ ÁÎÏÄÁȟ ÂÙÌÁ ÌÅÈÃÅ ÎÁÖÌÈéÅÎÁ ÍÅÎĤþÍ ÍÎÏĿÓÔÖþÍ ÂÌÏÔÏÖÁÃþÈÏ ÐÕÆÒÕȢ  

$ÜÌÅ ÐÁË ÂÙÌÁ ÎÁ ÄÅÓËÕ ÐĠÉÌÏĿÅÎÁ ÍÙÌÁÒÏÖÜ ÐÌÁÓÔÏÖÜ ÍÁÓËÁ Ó ÖÙÓÔĠÉĿÅÎĻÍ éÔÖÅÒÃÅÍ Ï ÖÅÌÉËÏÓÔÉ 

ψØψȟυ ÃÍȢ 0ÒÜÖñ ÎÁ ÔÏÍÔÏ éÔÖÅÒÃÉ ÂÙÌ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÓÅÓÔÁÖÅÎ ÂÌÏÔÏÖÁÃþ ÓÅÎÄÖÉé Ú ÐÕÆÒÅÍ ÎÁÖÌÈéÅÎĻÃÈ 

7ÈÁÔÍÁÎ Á ÆÉÌÔÒÁéÎþÃÈ ÐÁÐþÒĳȟ Á ÔÏ Ö ÔÏÍÔÏ ÐÏĠÁÄþȡ ρØ 7ÈÁÔÍÁÎȟ τØ ÆÉÌÔÒÁéÎþ ÐÁÐþÒ  

a 1x 7ÈÁÔÍÁÎȢ $ÜÌÅ ÂÙÌÁ ÎÁ ÓÅÎÄÖÉé ÐÏÌÏĿÅÎÁ ÎÁÖÌÈéÅÎÜ ÎÉÔÒÏÃÅÌÕÌĕÚÏÖÜ ÍÅÍÂÒÜÎÁ  

ÏÄ ÓÐÏÌÅéÎÏÓÔÉ '% (ÅÁÌÔÈÃÁÒÅ ,ÉÆÅ 3ÃÉÅÎÃÅÓ Á ÎÁ Îþ ÂÙÌ ËÏÎÅéÎñ ÐÏÌÏĿÅÎ ÐÏÌÙÁËÒÙÌÁÍÉÄÏÖĻ ÇÅÌȢ 

(ÏÒÎþ éÜÓÔ ÓÅÎÄÖÉéÅ ÂÙÌÁ ÊÉĿ ÓÔÅÊÎÜ ÊÁËÏ ÔÁ ÓÐÏÄÎþȟ Á ÔÅÄÙ ρØ 7ÈÁÔÍÁÎȟ τØ ÆÉÌÔÒÁéÎþ ÐÁÐþÒ  

Á ρØ 7ÈÁÔÍÁÎȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌ ÃÅÌĻ ÂÌÏÔ ÕÚÁÖĠÅÎ ÈÏÒÎþ ÎÁÖÌÈéÅÎÏÕ ÄÅÓËÏÕ ÐĠþÓÔÒÏÊÅȟ  

ÊÅĿ ÓÌÏÕĿÉÌÁ ÊÁËÏ ËÁÔÏÄÁȟ Á ÖĤÅ ÂÙÌÏ ÐĠÉÐÏÊÅÎÏ ËÅ ÚÄÒÏÊÉ ÎÁÐñÔþȢ 3ÁÍÏÔÎĻ ÂÌÏÔ ÔÒÖÁÌ ρȟςυ ÈÏÄÉÎÙ 

ÐĠÉ ÎÁÐñÔþ πȟψ Í!ȾÃÍ2.  

V ÐĠþÐÁÄñ ÍÅÔÏÄÙ ÄÏÔ ÂÌÏÔ ÎÅÂÙÌÏ ÎÕÔÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÐĠÅÎÜĤÅÔ ÎÁ ÍÅÍÂÒÜÎÕ ÐÏÍÏÃþ 

ÅÌÅËÔÒÉÃËïÈÏ ÐÒÏÕÄÕȢ -þÓÔÏ ÔÏÈÏ ÂÙÌÙ ÖÚÏÒËÙ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÎÁ ËÏÕÓÅË ÎÉÔÒÏÃÅÌÕÌĕÚÏÖï ÍÅÍÂÒÜÎÙ 

ÎÁËÁÐÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ ÐÉÐÅÔÙ ÂÅÚ ÎÕÔÎÏÓÔÉ ÊÅ ÐĠÅÄÅÍ ÄÅÎÁÔÕÒÏÖÁÔȢ 0ÏÔÏÍȟ ÃÏ ÂÙÌÙ ÖÚÏÒËÙ ÎÁËÁÐÜÎÙȟ 

ÓÅ ÎÅÃÈÁÌÁ ÍÅÍÂÒÜÎÁ ÚÁÓÃÈÎÏÕÔ Á ÐĠÉÓÔÏÕÐÉÌÏ ÓÅ Ë imunodetekci. 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

"ÌÏÔÏÖÁÃþ ÐÕÆÒȡ 

25 mM Tris-HCl (pH ~ 8,3), 195 mM glycin, 20% (V/V) methanol 
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4.5.7 Ia¦bh59¢9Y/9 twh¢9Lb® Lah.L[L½h±!bº/I b! a9a.w#b= 

.ÉÔÒÏÃÅÌÕÌĕÚÏÖÜ ÍÅÍÂÒÜÎÁ Ó ÎÁÖÜÚÁÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÂÙÌÁ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ ÍÉÎÉÍÜÌÎñ  

1 hodinu v υϷ ÏÄÔÕéÎñÎïÍ ÍÌïÃÅ ɉ×Ⱦ6Ɋ ÒÏÚÐÕĤÔñÎïÍ Ö 0"3Ȣ  0ÏÔï ÂÙÌÁ ÍÅÍÂÒÜÎÁ ρ ÈÏÄÉÎÕ 

ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ Ó ÐÒÉÍÜÒÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕ ÎÁĠÅÄñÎÏÕ ÖÅ ÓÔÅÊÎïÍ ÒÏÚÔÏËÕ ÍÌïËÁȢ 6 ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÂÙÌÁ 

ÍÅÍÂÒÜÎÁ σØ ÐÏ ρπ ÍÉÎÕÔÜÃÈ ÏÐÌÜÃÈÎÕÔÁ Ö 0"3 Á ÎÜÓÌÅÄÎñ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ σπ ÍÉÎÕÔ ÓÅ ÓÅËÕÎÄÜÒÎþ 

ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕȢ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÐÁË ÂÙÌÁ ÍÅÍÂÒÜÎÁ ÊÅĤÔñ ÚÎÏÖÕ σØ ÐÏ ρπ ÍÉÎÕÔÜÃÈ ÐÒÏÍÙÔÁ 

v 0"3Ȣ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÄÅÔÅËÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ ÃÈÅÍÉÌÕÍÉÎÉÓÃÅÎÃÅȢ 4Á ÓÅ ÖÙÖÏÌÁÌÁ 

σπÓÅËÕÎÄÏÖÏÕ ÉÎËÕÂÁÃþ ÍÅÍÂÒÜÎÙ Ö éÅÒÓÔÖñ ÓÍþÃÈÁÎĻÃÈ ÒÏÚÔÏÃþÃÈ ! Á "Ȣ 6ÚÎÉËÌĻ ÓÉÇÎÜÌ ÂÙÌ 

ÚÁÚÎÁÍÅÎÜÎ Á ÚÐÒÁÃÏÖÜÎ ÐĠþÓÔÒÏÊÅÍ AmershamTM Imager 680 (GE Healthcare Life Sciences), 

ÚÁÔþÍÃÏ ÁÎÁÌĻÚÁ ÄÁÔ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ Ö softwaru Fiji. 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

Roztok A: 
100 mM Tris-HCl (pH ~ 8,5), 250 mM luminol, 90 mM kyselina ËÕÍÁÒÏÖÜ 

Roztok B: 
100 mM Tris-HCl (pH ~ 8,5), 0,0015% (V/V) H2O2 

4.5.8 PyNtw!±! .¦b=2bº/I [¸½#¢® twh L½h[!/L  
twh¢9Lbh±º/I Yhat[9·® 

0ÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙ ÂÙÌÙ ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ Ú ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñË ς ÄÎÙ ÐÏ ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉȢ  

Z misek Ó ÂÕĐËÁÍÉ ÂÙÌÏ ÏÐÁÔÒÎñ ÏÄÓÜÔÏ ÍïÄÉÕÍ Á ÉÈÎÅÄ ÎÁÔÏ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÏÐÌÜÃÈÎÕÔÙ 0"3Ȣ  

0ÏÔï ÂÙÌ Ë ÂÕĐËÜÍ ÐĠÉÄÜÎ ÌÙÚÁéÎþ ÐÕÆÒȢ "ÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÓÅĤËÒÁÂÜÎÙ ÐÌÁÓÔÏÖĻÍ ĤËÒÁÂÜÔËÅÍ  

Á ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÄÏ ρȟυÍÌ ÚËÕÍÁÖËÙȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÒÏÚÂÉÔÙ σØ ÏÐÁËÏÖÁÎĻÍ ÃÙËÌÅÍ  

ÒÙÃÈÌïÈÏ ÚÍÒÁĿÅÎþ Ö ÔÅËÕÔïÍ ÄÕÓþËÕ Á ÎÜÓÌÅÄÎïÍ ÒÏÚÍÒÁĿÅÎþ ÐĠÉ ÐÏËÏÊÏÖï ÔÅÐÌÏÔñȢ   

,ÙÚÜÔ ÂÙÌ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎ ÐÏ ÄÏÂÕ ρπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ρπ πππ Ø Ç Á τ Ј#Ȣ 3ÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ ÂÙÌ ÏÄÅÂÒÜÎ  

Á ÎÁĠÅÄñÎ ÌÙÚÁéÎþÍ ÐÕÆÒÅÍ ÄÏ ÃÅÌËÏÖï ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ρυ ÍÇ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÎÁ ψ ÍÌ ÐÕÆÒÕȢ   

4ÁËÔÏ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻ ÌÙÚÜÔ ÂÙÌ ÕÓËÌÁÄÎñÎ Ö ɀψπ Ј#Ȣ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

,ÙÚÁéÎþ ÐÕÆÒȡ 

100 mM Tris-HCl (pH ~  ψɊȟ ρππ Í- +#Ìȟ ςππ А- %$4!; 1,5 mM MgCl2, 700 ng/ml pepstatinu,  
ρØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÜÚÏÖï ÉÎÈÉÂÉÔÏÒÙ ÚÎÁéËÙ Ã/ÍÐÌÅÔÅTM Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 
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4.5.9 ACLbL¢bN /Iwha!¢hDw!CIE 

0ÒÏ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÉ ÂÙÌÁ ÐÏÕĿÉÔÁ ËÏÍÅÒéÎþ ÓÏÕÐÒÁÖÁ .ÁÔÉÖÅ0ÕÒÅTM Affinity 

0ÕÒÉÆÉÃÁÔÉÏÎ +ÉÔ ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȟ ËÔÅÒÜ ÖÙÕĿþÖÜ ÓÉÌÎï ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÍÅÚÉ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 

sÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÅÍ Á ÍÏÌÅËÕÌÏÕ ÂÉÏÔÉÎÕ ÐÒÏ ÖÙÓÏÃÅ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ ÉÚÏÌÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ 0ÒÖÎþÍ ËÒÏËÅÍ 

v ÉÚÏÌÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳ 60ρ ÂÙÌÁ ÐĠþÐÒÁÖÁ ÐÕÒÉÆÉËÁéÎþ ËÏÌÏÎÙȢ 0ÏÍÁÌĻÍ ÏÔÜéÅÎþÍ ÌÜÈÖÅ ÂÙÌ 

ÐÒÏÍþÃÈÜÎ ÒÏÚÔÏË ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎ-ÁÇÁÒĕÚÏÖï ËÕÌÉéËÙȟ ÊÅĿ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÌÙ ÂñÈÅÍ 

ÕÓËÌÁÄÎñÎþ ÖÅ τ Ј#Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌÏ ÏÄÅÂÒÜÎÏ χυπ АÌ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ËÕÌÉéÅË Á ÃÅÌĻ ÔÅÎÔÏ ÏÂÊÅÍ ÂÙÌ 

ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎ ÄÏ ρπÍÌ .ÁÔÉÖÅ0ÕÒÅTM ÐÕÒÉÆÉËÁéÎþ ËÏÌÏÎÙȢ $ÜÌÅ ÂÙÌÏ ÄÏ ËÏÌÏÎÙ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ φ ÍÌ 

ÖÁÚÅÂÎïÈÏ ÐÕÆÒÕ Á ÃÅÌÜ ËÏÌÏÎÁ ÂÙÌÁ ÕÚÁÖĠÅÎÁ ÚÜÔËÁÍÉ ɉÄÎÏ É ÖÒĤÅËɊȢ 6ÁÚÅÂÎĻ ÐÕÆr byl  

se streptavidin-ÁÇÁÒĕÚÏÖĻÍÉ ËÕÌÉéËÁÍÉ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ ÐÏÍÁÌĻÍ ÏÔÜéÅÎþÍ ÃÅÌï ËÏÌÏÎÙ ÎÁ ÏÒÂÉÔÜÌÎþ 

ÍþÃÈÁéÃÅ ÐÏ dobu υ ÍÉÎÕÔȢ 0Ï ÔïÔÏ ÄÏÂñ ÂÙÌÁ ËÏÌÏÎÁ ÏÐñÔ ÏÔÅÖĠÅÎÁ Á ÖÁÚÅÂÎĻ ÐÕÆÒ ÐÒÏÔÅËÌ 

ÄÎÅÍ ËÏÌÏÎÙȢ  4ÁËÔÏ ÂÙÌÙ ËÕÌÉéËÙ ÐÒÏÍÙÔÙ ÖÁÚÅÂÎĻ ÐÕÆÒÅÍ ÃÅÌËÅÍ σØȢ  

LyzÜÔ ÕÒéÅÎĻ ÐÒÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳ ÂÙÌ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÒÏÚÍÒÁĿÅÎ ÖÅ ÖÏÄÎþ ÌÜÚÎÉ Ï ÐÏËÏÊÏÖï 

ÔÅÐÌÏÔñȢ  + ÌÙÚÜÔÕ ÂÙÌÏ ÐĠÉÄÜÎÏ ψπ Аl 10% roztoku (V/V) NP-τπ ÄÏ ÆÉÎÜÌÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ πȟρϷȟ 

ÐĠþÐÁÄÎñ $.ÜÚÁ Á 2.ÜÚÁ ! ÄÏ ËÏÎÅéÎï ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ρππ ÎÇȾÍÌȢ 4ÁËÔÏ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻ ÌÙÚÜÔ ÂÙÌ 

ÎÁÎÅÓÅÎ ÎÁ ÐÕÒÉÆÉËÁéÎþ ËÏÌÏÎÕȟ ÊÅĿ ÂÙÌÁ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÕÚÁÖĠÅÎÁȢ ,ÙÚÜÔ ÂÙÌ Ö ËÏÌÏÎñ ÉÎËÕÂÏÖÜÎ 

se streptavidin-ÁÇÁÒĕÚÏÖĻÍÉ ËÕÌÉéËÁÍÉ ÐÏ ÄÏÂÕ σ ÈÏÄÉÎ ÐĠÉ ÔÅÐÌÏÔñ τ Ј# ÚÁ ÓÔÜÌïÈÏ ÏÔÜéÅÎþ  

ÎÁ ÏÒÂÉÔÜÌÎþ ÍþÃÈÁéÃÅȢ 

0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÁ ËÏÌÏÎÁ ÏÐñÔ ÏÔÅÖĠÅÎÁ Á ÌÙÚÜt spolu s ÎÅÎÁÖÜÚÁÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

ÐÒÏÔÅËÌ ÊÅÊþÍ ÄÎÅÍ ÄÏ ÐÒÜÚÄÎï ÆÁÌËÏÎÙȢ $Ï ËÏÌÏÎÙ ÂÙÌÏ ÄÜÌÅ ÐĠÉÄÜÎÏ ψ ÍÌ ÖÁÚÅÂÎïÈÏ ÐÕÆÒÕ  

Á ËÏÌÏÎÁ ÂÙÌÁ ÏÐñÔ ÕÚÁÖĠÅÎÁȢ 4ÅÎÔÏ ÐÕÆÒ ÂÙÌ Ó ËÕÌÉéËÁÍÉȟ ÎÁ ÎÉÃÈĿ ÂÙÌÙ ÎÁÖÜÚÜÎÙ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï 

ËÏÍÐÌÅØÙȟ ÐÒÏÍþÃÈÜÖÜÎ ÐĠÉ τ Ј# ÚÈÒÕÂÁ ρπ ÍÉÎÕÔȢ 0Ï ÔïÔÏ ÄÏÂñ ÂÙÌÁ ËÏÌÏÎÁ ÚÎÏÖÕ ÏÔÅÖĠÅÎÁ  

Á ÐÕÆÒ ÐÒÏÔÅËÌ ÊÅÊþÍ ÄÎÅÍȢ 0ÏÔï ÂÙÌÏ ÔÏÔÏ ÐÒÏÍĻÖÜÎþ ÚÏÐÁËÏÖÜÎÏ ÊÅĤÔñ ÊÅÄÎÏÕȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÏ  

do kolony s ËÕÌÉéËÁÍÉ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ ψ ÍÌ 4%6 ĤÔñÐþÃþÈÏ ÐÕÆÒÕȟ ÊÅÎĿ ÂÙÌ Ó ËÕÌÉéËÁÍÉ ÒÏÖÎñĿ 

ÐÒÏÍþÃÈÜÖÜÎ ÚÈÒÕÂÁ ρπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ τ Ј#Ȣ 4%6 ĤÔñÐþÃþÈÏ ÐÕÆÒ ÂÙÌ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÔÁËï ÏÄËÁÐÜÎ ÄÎÅÍ 

ËÏÌÏÎÙȟ ÐĠÉéÅÍĿ ÎÜÓÌÅÄÏÖÁÌÙ ÊÅĤÔñ ÄÖñ ÐÒÏÍÙÔþ ÔþÍÔÏ ÐÕÆÒÅÍȢ  

V ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÂÙÌÙ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎ-ÁÇÁÒĕÚÏÖï ËÕÌÉéËÙ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎÙ Ö ρ ÍÌ 4%6 

ĤÔñÐþÃþÈÏ ÐÕÆÒÕȢ $ÜÌÅ ÂÙÌÏ ÄÏ ËÏÌÏÎÙ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ ρυ АÌ ρππ Í- $44 ɉÄÏ ÆÉÎÜÌÎþ  

ρÍ- ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅɊȢ $Ï ËÏÌÏÎÙ ÂÙÌÏ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÐĠÉÄÜÎÏ τπ АÌ ÐÒÏÔÅÜÚÙ !Ã4%6TMȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ 

s ËÕÌÉéËÁÍÉ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ ÐĠÅÓ ÎÏÃ ÐĠÉ τ Ј# ÎÁ ÏÒÂÉÔÜÌÎþ ÍþÃÈÁéÃÅȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌ ÚÂÙÔÅË ÓÕÓÐÅÎÚÅ 

ÐÒÏËÁÐÜÎ ÄÎÅÍ ËÏÌÏÎÙ ÄÏ ρȟυÍÌ ÚËÕÍÁÖËÙȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ÏËÁÍĿÉÔñ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÎÁ ÌÅÄȢ   

0ÕÒÉÆÉËÁéÎþ ËÏÌÏÎÏÕ ÂÙÌ ÄÜÌÅ ÄÏ éÉÓÔï ρȟυÍÌ ÚËÕÍÁÖËÙ ÐÒÏËÁÐÜÎ ρ ÍÌ 4%6 ÅÌÕéÎþÈÏ ÐÕÆÒÕȟ ÊÅÈÏĿ 

ÈÌÁÖÎþÍ ÃþÌÅÍ ÂÙÌÏ Ú ËÏÌÏÎÙ ÖÙÐÌÜÃÈÎÏÕÔ ÚÂÙÌï ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙȢ 4ÏÔÏ ÖÙÐÌÜÃÈÎÕÔþ 4%6 

ÅÌÕéÎþÍ ÐÕÆÒÅÍ ÂÙÌÏ ÚÏÐÁËÏÖÜÎÏ ÊÅĤÔñ ςØȢ 6 ÔïÔÏ ÆÜÚÉ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ ÂÙÌÁ ÐÏÕĿÉÔÜ ËÏÌÏÎÁ  

i se sreptavidin-ÁÇÁÒĕÚÏÖĻÍÉ ËÕÌÉéËÁÍÉ ÖÙÈÏÚÅÎÁȢ  
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V ÔïÔÏ ÃÈÖþÌÉ ÂÙÌ Ú ÂÁÌÅÎþ ÖÙÎÄÜÎ .ÁÔÉÖÅ0ÕÒÅTM ËÏÎÃÅÎÔÒÜÔÏÒȟ ÄÏ ËÔÅÒïÈÏ ÂÙÌÙ 

ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ τ ÍÌ ÄÅÍÉ (2/Ȣ  4ÅÎÔÏ ÏÂÊÅÍ ÂÙÌ ÓÔÏéÅÎ ÓËÒÚÅ ËÏÎÃÅÎÔÒÜÔÏÒ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþ  

(30 minut, 1 φππ Ø Çȟ τ Ј#ɊȢ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÄÏ ËÏÎÃÅÎÔÒÜÔÏÒÕ ÐĠÅÐÉÐÅÔÏÖÜÎÙ ÅÌÕÜÔÙ ÚÅ ÖĤÅÃÈ  

τ ÚËÕÍÁÖÅËȟ ÊÅĿ ÂÙÌÙ ÄÏÐÏÓÕÄ ÃÈÌÁÚÅÎÙ ÎÁ ÌÅÄÕȢ #ÅÌĻ ÔÅÎÔÏ ÏÂÊÅÍ ÂÙÌ ÐÏÔï ÚÁËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÜÎ  

ÎÁ ÐĠÉÂÌÉĿÎñ ρππ АÌ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþ ÐĠÉ ρ φππ Ø ÇȢ ) ÔÁÔÏ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ ÐĠÉ τ Ј# Á ÔÒÖÁÌÁ 

ÚÈÒÕÂÁ ςυ ÍÉÎÕÔȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌ ÐÏ ÓËÏÎéÅÎþ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ ÏÄÅÂÒÜÎ ÚÁËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎĻ ÅÌÕÜÔȟ  

ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÐĠÅÎÅÓÅÎ ÄÏ ÓÔÅÒÉÌÎþ ÚËÕÍÁÖËÙ Á ÕÓËÌÁÄÎñÎ Ö ɀψπ Ј#Ȣ *ÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅĿ ÂÙÌÙ 

ÖÙÉÚÏÌÏÖÜÎÙ Ö komplexu s 60ρȟ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅȢ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

6ÁÚÅÂÎĻ ÐÕÆÒȡ 
100 mM Tris-HCl (pH ~  ψɊȟ ρππ Í- +#Ìȟ ςππ А- %$4!; 1,5 mM MgCl2; 0,1% (V/V) NP-40,  
χππ ÎÇȾÍÌ ÐÅÐÓÔÁÔÉÎÕȟ ρØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÜÚÏÖï ÉÎÈÉÂÉÔÏÒÙ ÚÎÁéËÙ Ã/ÍÐÌÅÔÅTM Protease 
Inhibitor Cocktail (Roche) 

4%6 ÅÌÕéÎþ ÐÕÆÒȡ 
10 mM Tris-(#Ì ɉÐ(ͯ ψɊȟ ρυπ Í- .Á#Ìȟ υπ А- %$4! 

4%6 ĤÔñÐþÃþ ÐÕÆÒȡ 
10 mM Tris-(#Ì ɉÐ(ͯ ψɊȟ ρυπ Í- .Á#Ìȟ υπ А- %$4!Ƞ πȟρϷ ɉ6Ⱦ6) NP-40 

4.5.10 Hah¢bh{¢bN {t9Y¢wha9¢RIE 

6ÅĤËÅÒÜ ÍñĠÅÎþ É ÐĠþÐÒÁÖÁ ÖÚÏÒËĳ ÐÒÏ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÉ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ 

ÓÅÒÖÉÓÎþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅȟ ËÔÅÒÜ ÊÅ ÓÏÕéÜÓÔþ 0ĠþÒÏÄÏÖñÄÅÃËï ÆÁËÕÌÔÙ 

Univerzity Karlovy. 

4.5.11 PyNtw!±! [¸½#¢® ½ .¦b=Y [LbL9 SF9 PRO IZOLACI VLPS 

(ÍÙÚþ ÂÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ 3Æωȟ ÊÅĿ ÂÙÌÙ ÓËÌÉÚÅÎÙ τ ÄÎÙ ÐÏ ÉÎÆÅËÃÉ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÒÎþÍ ÂÁËÕÌÏÖÉÒÅÍȢ 

ÂÙÌÙ ÐÏÍÏÃþ ÐÌÁÓÔÏÖïÈÏ ĤËÒÁÂÜÔËÁ ÓÅĤËÒÜÂÜÎÙ ÄÏ ÍïÄÉÁ Á ÎÜÓÌÅÄÎñ ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÄÏ υπÍÌ ÆÁÌËÏÎÙȢ 

"ÕĐËÙ ÐÁË ÂÙÌÙ ÐÅÌÅÔÏÖÜÎÙ ÐÏ ÄÏÂÕ υ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ υππ Ø Ç Á τ Ј#Ȣ "ÕÎñéÎĻ ÐÅÌÅÔ ÂÙÌ 

ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎ Ö ρπ ÍÌ ÐÕÆÒÕ "Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÌÙÚÏÖÜÎÙ ÓÏÎÉËÁÃþ ÐÏÍÏÃþ ÐĠþÓÔÒÏÊÅ 

3ÏÎÉÐÒÅÐρυπ ɉ3ÃÈÏÅÌÌÅÒ 0ÈÁÒÍÁÃÉÁ 0ÒÁÈÁɊȢ "ÕĐËÙ ÂÙÌÙ ÓÏÎÉËÏÖÜÎÙ ÃÅÌËÅÍ σØ Á ÔÏ ÖĿÄÙ  

30 sekund s amplitudou 5-ρπ ÍÉËÒÏÎĳȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÂÙÌÙ ÂÕĐËÙ ÂñÈÅÍ ÃÅÌï ÄÏÂÙ ÓÏÎikace chlazeny 

ÎÁ ÌÅÄÕȢ :þÓËÁÎĻ ÌÙÚÜÔ ÂÙÌ ÐĠÅéÉĤÔñÎ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþ ÐÏ ÄÏÂÕ ρπ ÍÉÎÕÔ ÐĠÉ ρς πππ Ø Ç Á τ Ј#Ȣ  

0Ï ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ ÂÙÌ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ ÏÄÅÂÒÜÎ Á ÐÏÕĿÉÔ Ö ÎÜÓÌÅÄÎï ÉÚÏÌÁÃÉ 6,0ÓȢ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

Pufr B: 
10 mM Tris-HCl (pH ~ 7,4), 150 mM Nacl, 0,01 mM CaCl2 
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4.5.12 IZOLACE VLP{ ¦[¢w!/9b¢wLC¦D!/N 

3ÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎ ÓÏÎÉËÁÃþ ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñËȟ ÂÙÌ ÒÏÚÄñÌÅÎ  

ÄÏ ÄÖÏÕ éÉÓÔĻÃÈ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþÃÈ ÚËÕÍÁÖÅËȟ ÖÅ ËÔÅÒĻÃÈ ÂÙÌ ÐÏÄÖÒÓÔÖÅÎ ÐĠÉÂÌÉĿÎñ ρ ÍÌ  

ρπϷ ÒÏÚÔÏËÕ ÓÁÃÈÁÒĕÚÙ ɉ×Ⱦ6Ɋ Ö pufru BȢ 5ÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþ ÚËÕÍÁÖËÙ ÂÙÌÙ ÐÏÔï ÖÙÖÜĿÅÎÙ  

ÎÁ ÓÔÅÊÎÏÕ ÈÍÏÔÎÏÓÔ Á ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÙ Ö ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÚÅ /ÐÔÉÍÁ ,-90K (Beckman),  

v ÒÏÔÏÒÕ 37τρ ÐÏ σ ÈÏÄÉÎÙ ÐĠÉ συ πππ ÒÐÍ Á ÔÅÐÌÏÔñ τ Ј#Ȣ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ  

ÂÙÌÙ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÙ ÏÐÁÔÒÎñ ÏÄÓÜÎÙ Á ÐÅÌÅÔÙ ÂÙÌÙ ÐĠÅÓ ÎÏÃ ÒÏÚÐÌÁÖÅÎÙ Ö ςυπ Аl pufru B.  

$ÒÕÈĻ ÄÅÎ ÒÜÎÏ ÂÙÌ ÐÕÆÒ " É ÒÏÚÐÌÁÖÅÎï ÐÅÌÅÔÙ ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÄÏ ÒÕéÎþÈÏ ÈÏÍÏÇÅÎÉÚÜÔÏÒÕȟ  

ÖÅ ËÔÅÒïÍ ÂÙÌÙ ÐÅÌÅÔÙ ÄĳËÌÁÄÎñ ÈÏÍÏÇÅÎÉÚÏÖÜÎÙȢ 6ÚÎÉËÌÜ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÁ ÏÐñÔ ÒÏÚÄñÌÅÎÁ  

nÁ ÄÖñ ÐÏÌÏÖÉÎÙ Á ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÄÏ éÉÓÔĻÃÈ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþÃÈ ÚËÕÍÁÖÅËȢ 6 ÔñÃÈÔÏ ÚËÕÍÁÖËÜÃÈ 

ÂÙÌÙ ÏÂÁ ÖÚÏÒËÙ ÄÏÐÌÎñÎÙ ÐÕÆÒÅÍ " ÎÁ ËÏÎÅéÎÏÕ ÈÍÏÔÎÏÓÔ ψ Çȟ ÄÜÌÅ Ö ÎÉÃÈ ÂÙÌÏ ÒÏÚÐÕĤÔñÎÏ 

ÐĠÅÓÎñ σȟχω Ç ÃÈÌÏÒÉÄÕ ÃÅÓÎïÈÏ ɉ#Ó#ÌɊȟ ÖĤÅ ÂÙÌÏ ÐĠÅÖÒÓÔÖÅÎÏ ÐÁÒÁÆþÎÏÖĻÍ ÏÌÅÊÅÍ a zkumavky 

ÂÙÌÙ ÖÙÖÜĿÅÎÙȢ 3ÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÁ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÁ Ö ultracentrifuze Optima L-90K v rotoru SW41,  

a to po dobu 20-ςτ ÈÏÄÉÎ ÐĠÉ συ 000 ÒÐÍ Á ÔÅÐÌÏÔñ ρψ Ј#Ȣ 

0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÔïÔÏ ÉÚÏÐÙËÎÉÃËï ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ ÂÙÌÙ ÚËÕÍÁÖËÙ ÏÐÁÔÒÎñ ÖÙÎÄÜÎÙ 

z ultracentrifugy, tÁË ÁÂÙ ÎÅÂÙÌ ÒÏÚÒÕĤÅÎ ÖÚÎÉËÌĻ ËÏÎÃÅÎÔÒÁéÎþ ÇÒÁÄÉÅÎÔ #Ó#ÌȢ 6 ÐĠþÐÁÄñȟ  

ĿÅ ÂÙÌ ÖÅ ÚËÕÍÁÖÃÅ ÖÉÄÉÔÅÌÎĻ ÊÁÓÎĻ ÏÐÁÌÅÓËÕÊþÃþ ÐÒÏÕĿÅË éÜÓÔÉÃȟ ÔÁË ÂÙÌ ÔÅÎÔÏ ÐÒÕÈ ÏÄÅÂÒÜÎ 

ÉÎÊÅËéÎþ ÓÔĠþËÁéËÏÕȢ 6 ÏÐÁéÎïÍ ÐĠþÐÁÄñ ÂÙÌ ÇÒÁÄÉÅÎÔ ÒÏÚÅÂÒÜÎ ÎÁ ÒÏÚÅÂþÒÁéÉ ÆÒÁËÃþ ɉ"ÅÃËÍÁÎɊ 

do ÐÌÁÓÔÏÖĻÃÈ ÍÉËÒÏÚËÕÍÁÖÅËȢ  0ÏÍÏÃþ ÒÅÆÒÁËÔÏÍÅÔÒÕ ÐÁË ÂÙÌ Õ ËÁĿÄï ÆÒÁËÃÅ ɉÃÃÁ πȟυ ÍÌɊ 

ÚÍñĠÅÎ ÉÎÄÅØ ÌÏÍÕȢ &ÒÁËÃÅ Ó ÉÎÄÅØÅÍ ÖÙĤĤþÍ ÎÅĿ ρȟσφφ ÎÅÏÂÓÁÈÏÖÁÌÙ ĿÜÄÎï éÜÓÔÉÃÅ Á ÕĿ ÄÜÌÅ 

ÐÏÕĿÉÔÙ ÎÅÂÙÌÙȢ &ÒÁËÃÅ Ö ÒÏÚÍÅÚþ ρȟσφφ ÁĿ ρȟσφσ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌÙ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎÙȟ Á ÐÒÏÔÏ byly 

ÐÏÓÐÏÊÏÖÜÎÙ ÄÏ ÊÅÄÎï ÓÕÓÐÅÎÚÅȢ 0ÏÓÐÏÊÏÖÜÎÙ ÄÏ ÊÅÄÎï ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÂÙÌÙ É ÆÒÁËÃÅ Ó indexem lomu 

ÎÉĿĤþÍ ÎÅĿ ρȟσφσȠ ÎÅÂÏĩ ÐÒÜÖñ ÔÙÔÏ ÆÒÁËÃÅ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌÙ 6,0ÓȢ 

V ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÂÙÌÙ ÖÚÏÒËÙ Ó ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎÙ É 6,0Ó ÐĠÅÐÉÐÅÔÏÖÜÎÙ ÄÏ ÄÉÁÌÙÚÁéÎþ 

ÍÅÍÂÒÜÎÙ ɉ3ÅÒÖÁɊ Á ÐÏÔï ÄÖÏÊÓÔÕÐĐÏÖñ ÄÉÁÌÙÚÏÖÜÎÙ ÖĳéÉ ρȟυ Ì ÐÕÆÒÕ "Ȣ 0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÄÉÁÌĻÚÙ ÂÙÌÙ 

vzorky z ÍÅÍÂÒÜÎÙ ÖÙÎÄÜÎÙ Á ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÄÏ ÎÏÖĻÃÈ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþÃÈ ÚËÕÍÁÖÅËȢ  

$Ï ÚËÕÍÁÖÅË ÂÙÌ ÐĠÉÄÜÎ pufr Bȟ Á ÖÚÏÒËÙ ÂÙÌÙ ÐÏÄÖÒÓÔÖÅÎÙ ρ ÍÌ ρπϷ ÒÏÚÔÏËÕ ÓÁÃÈÁÒĕÚÙ ɉ×Ⱦ6Ɋ 

v pufru B.  VzorËÙ ÂÙÌÙ ÖÙÖÜĿÅÎÙ Á ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÙ Ö ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÚÅ /ÐÔÉÍÁ ,-90K,  

v ÒÏÔÏÒÕ 37τρ ÐÏ σ ÈÏÄÉÎÙ ÐĠÉ συ πππ ÒÐÍ Á ÔÅÐÌÏÔñ τ Ј#Ȣ 0Ï ËÏÎÃÉ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ ÂÙÌÙ 

ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÙ ÏÐÁÔÒÎñ ÓÌÉÔÙ Á ÚÂÙÌï ÐÅÌÅÔÙȟ ÊÅĿ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌÙ ÂÕì ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎÙ ÎÅÂÏ 6,0Óȟ  

ÂÙÌÙ ÐĠÅÓ ÎÏc rozplaveny ve 200 Аl pufru BȢ .Á ÚÜÖñÒ ÂÙÌÙ ÖÚÏÒËÙ ÊÅĤÔñ ÏÐÁÔÒÎñ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎÙ 

pipetou v ÐÕÆÒÕ " Á ÐÁË ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÄÏ ÍÉËÒÏÚËÕÍÁÖÅËȟ ÖÅ ËÔÅÒĻÃÈ ÂÙÌÙ ÕÓËÌÁÄÎñÎÙ ÐĠÉ ɀςπ Ј#Ȣ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

Pufr B: 
10 mM Tris-HCl (pH ~ 7,4), 150 mM Nacl, 0,01 mM CaCl2 
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4.5.13 HEMAGLUTINACE 

Do jamek 96-ÊÁÍËÏÖï ÍÉËÒÏÔÉÔÒÁéÎþ 5-ÄÅÓÔÉéËÙ ɉÊÅÄÅÎ ĠÜÄÅË ÎÁ ÊÅÄÅÎ ÖÚÏÒÅËɊ ÂÙÌÏ 

ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ υπ Аl 0,2% roztoku BSA v 0"3Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌÏ ÄÏ ÊÁÍÅË Ö ÐÒÖÎþÍ ÓÌÏÕÐÃÉ ÄÅÓÔÉéËÙ 

ÐĠÉÄÜÎÏ υπ АÌ ÖÈÏÄÎñ ÎÁĠÅÄñÎĻÃÈ ÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃȢ $ÜÌÅ ÂÙÌÙ ÖÚÏÒËÙ ÎÁĠÅÄñÎÙ ÄÖÏÊËÏÖÏÕ ĠÅÄþÃþ 

ĠÁÄÏÕȢ /ÂÓÁÈ ÊÁÍÅË ÂÙÌ Ö ÐÒÖÎþÍ ÓÌÏÕÐÃÉ ÄĳËÌÁÄÎñ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ Á ÐÏÍÏÃþ ÍÕÌÔÉËÁÎÜÌÏÖï ÐÉÐÅÔÙ 

bylo z ËÁĿÄï ÊÁÍËÙ ÏÄÅÂÒÜÎÏ υπ АÌ ÓÕÓÐÅÎÚÅȟ ÊÅĿ ÂÙÌÁ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÄÏ ÊÁÍÅË ÖÅ ÖÅÄÌÅÊĤþÍ ÓÌÏÕÐÃÉȢ 

V ÔñÃÈÔÏ ÊÁÍËÜÃÈ ÂÙÌÁ ÓÕÓÐÅÎÚÅ ÏÐñÔ ÐÒÏÍþÃÈÜÎÁ Á ÐÁË ÚÎÏÖÕ ÂÙÌÏ υπ АÌ ÐĠÅÎÅÓÅÎÏ ÄÏ ÊÁÍÅË 

ve ÖÅÄÌÅÊĤþÍ ÓÌÏÕÐÃÉȢ 4ÅÎÔÏ ÐÏÓÔÕÐ ÂÙÌ ÏÐÁËÏÖÜÎȟ ÄÏËÕÄ ÎÅÂÙÌÏ ÄÏÓÁĿÅÎÏ ÐÏÓÌÅÄÎþÈÏ ÓÌÏÕÐÃÅ 

ÄÅÓÔÉéËÙȢ 6 ÐÏÓÌÅÄÎþÍ ÓÌÏÕÐÃÉ ÂÙÌÏ ÔÁËï Ú ËÁĿÄï ÊÁÍËÙ ÏÄÅÂÒÜÎÏ υπ АÌ ÓÕÓÐÅÎÚÅȢ 4ñÃÈÔÏ υπ Аl  

ÊÉĿ ÁÌÅ ÂÙÌÏ ÖÙÈÏÚÅÎÏȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌÏ ÄÏ ËÁĿÄï ÊÁÍËÙ ÐĠÉÄÜÎÏ υπ АÌ πȟτϷ ÍÏÒéÅÃþÃÈ ÅÒÙÔÒÏÃÙÔĳȢ  

$ÅÓÔÉéËÁ ÓÅ ÖÚÏÒËÙ ÐÏÔï ÂÙÌÁ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ Ö ÌÅÄÎÉÃÉ ÐĠÉ τ Ј# ÄÏ ÄÒÕÈïÈÏ ÄÎÅȢ 

6ĻÓÌÅÄÎĻ ÐÏéÅÔ ÈÅÍÁÇÌÕÔÉÎÁéÎþÃÈ ÊÅÄÎÏÔÅË ɉHAUɊ ÂÙÌ ÓÔÁÎÏÖÅÎ ÐÏÄÌÅ ÎÜÓÌÅÄÕÊþÃþ 

rovnice, kde n ÚÎÁéþ ÐÏéÅÔ ÊÁÍÅËȟ ÖÅ ËÔÅÒĻÃÈ ÂÙÌÁ ÈÅÍÁÇÌÕÔÉÎÁÃÅ ÖÚÏÒËÕ ÊÅĤÔñ ÐÏÚÉÔÉÖÎþȟ ÔÅÄÙ ËÄÙ 

krvinky nesedimentovaly na dno jamky. 

ὌὃὟ ÐÏéÅÔ éÜÓÔÉÃ ÎÁ ÍÌ ÐÏéÜÔÅéÎþ ĠÅÄñÎþ ÖÚÏÒËÕς  ςπ 

Z ÐÏéÔÕ ÊÅÄÎÏÔÅË HAU ÓÅ ÐÁË ÄÏÐÏéþÔÁÌ ÐÏéÅÔ ÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ Ö ÎÅĠÅÄñÎïÍ 

ÖÚÏÒËÕ ÐĠþÔÏÍÎÙȢ *ÅÄÎÁ HAU ÔÏÔÉĿ Ö ÎÁĤÅÍ ÐĠþÐÁÄñ ÏÄÐÏÖþÄÜ ρ ɇ 107 éÜÓÔÉÃ ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 

2015). 

4.5.14 ROZKLAD VLPS 

 ɉÐÏÄÌÅ 3ÕÃÈÁÎÏÖÜȟ ςπρς ɀ #þÌÅÎþ ÕÍñÌĻÃÈ ÖÉÒÏÖĻÃÈ ÐÁÒÔÉËÕÌþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÎÁ ÂÕĐËÙ  
ÎÜÄÏÒÕ ÐÒÏÓÔÁÔÙɊ 

Celkem 50 АÌ ÖÚÏÒËÕȟ ÊÅÎĿ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌ ÐĠÅéÉĤÔñÎï 6,0Óȟ ÂÙÌÏ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ ÄÏ Slide-A 

Lyzer̈́  MINI Dialysis Device (ThermoFisher Scientific)Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ÄÉÁÌÙÚÏÖÜÎ ÐĠÉ τ Ј#  

ÐÏ ÄÏÂÕ ρȟυ ÈÏÄÉÎÙ ÐÒÏÔÉ ÒÏÚÔÏËÕ ÐÒÏ ÒÏÚËÌÁÄ ) ÚÁ ÎÅÕÓÔÜÌïÈÏ ÍþÃÈÜÎþ ÎÁ ÍÁÇÎÅÔÉÃËï ÍþÃÈÁéÃÅȢ 

0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÔïÔÏ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ÄÉÁÌÙÚÏÖÜÎ ÖĳéÉ ρππ ÍÌ ÒÏÚÔÏËÕ ÐÒÏ ÒÏÚËÌÁÄ ))  

ÚÁ ÎÅÕÓÔÜÌïÈÏ ÍþÃÈÜÎþ ÏÐñÔ ÐÏ ÄÏÂÕ ρȟυ ÈÏÄÉÎÙ ÐĠÉ τ Ј#Ȣ 0Ï ÕËÏÎéÅÎþ ÄÉÁÌĻÚÙ ÂÙÌ ÄÉÁÌÙÚÜÔ 

ÏÄÅÂÒÜÎ Á ÐĠÅÎÅÓÅÎ ÄÏ éÉÓÔï ÚËÕÍÁÖËÙȢ 6ÚÏÒÅË ÂÙÌ ÐÏÔï ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎ ÐÏ ÄÏÂÕ σπ ÍÉÎÕÔ  

ÐĠÉ ςπ πππ Ø Ç Á ÐĠÉ τ Ј#Ȣ 3ÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÒÏÚÐÁÄÌï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÂÙÌ ÎÁËÏÎÅÃ ÏÄÅÂÒÜÎ  

Á ÕÓËÌÁÄÎñÎ Ö ɀςπ Ј#Ȣ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

Roztok pro rozklad I: 
20 mM Tris-HCl (pH ~ 8.8), 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 5 mM EDTA 

Roztok pro rozklad II: 
20 mM Tris-HCl (pH ~ 8.8), 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 2 mM EDTA 
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4.5.15 T9{¢h±!bN ±!½.¸ t9b¢!MER PROTEINU VP1 K aLYwh¢¦.¦[®a 

K ÏÔÅÓÔÏÖÜÎþ ÔÏÈÏȟ ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ 60ρ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÖÜĿþ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ 

ÂÙÌÁ ÐÏÕĿÉÔÁ ËÏÍÅÒéÎþ ÓÏÕÐÒÁÖÁ -ÉÃÒÏÔÕÂÕÌÅ "ÉÎÄÉÎÇ 0ÒÏÔÅÉÎ 3ÐÉÎ-down Assay Kit 

(Cytoskeleton, Inc.ɊȢ $Ï ÚËÕÍÁÖËÙ ÂÙÌÏ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ ςππ АÌ ÐÕÆÒÕ '4" ɉȵ'ÅÎÅÒÁÌ 4ÕÂÕÌÉÎ 

"ÕÆÆÅÒȰɊȟ ÊÅÎĿ ÂÙÌ ÚÁÈĠÜÔ ÎÁ συ Ј#Ȣ !ÌÉÑÕÏÔ ÔÕÂÕÌÉÎÕ ɉυ ÍÇȾÍÌɊȟ ÂÙÌ ÒÏÚÍÒÁĿÅÎ ÖÅ ÖÏÄÎþ ÌÜÚÎÉ  

Ï ÐÏËÏÊÏÖï ÔÅÐÌÏÔñȢ *ÁËÍÉÌÅ ÂÙÌ ÔÕÂÕÌÉÎ ÒÏÚÍÒÁĿÅÎȟ ÔÁË ÂÙÌ ÏËÁÍĿÉÔñ ÐĠÅÎÅÓÅÎ ÎÁ ÌÅÄ  

a byly k ÎñÍÕ ÐĠÉÄÜÎÙ ς АÌ ÔÚÖȢ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒÕȢ /ÂÓÁÈ ÚËÕÍÁÖËÙ ÂÙÌ ÏÐÁÔÒÎñ ÐÒÏÍþÃÈÜÎ  

Á ÐÁË ÂÙÌ ÔÕÂÕÌÉÎ ÐÏ ςπ ÍÉÎÕÔ ÉÎËÕÂÏÖÜÎ ÖÅ συ Ј#ȟ ÁÂÙ ÄÏĤÌÏ Ë polymeraci v mikrotubuly.   

0Ï ÕËÏÎéÅÎþ ÐÏÌÙÍÅÒÁÃÅ ÔÕÂÕÌÉÎÕ ÂÙÌÙ Ë ÐĠÅÄÅÈĠÜÔïÍÕ ÐÕÆÒÕ '4" ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÙ ς Аl  

ς Í- ÒÏÚÔÏËÕ ÔÁØÏÌÕ Á ÃÅÌĻÍ ÔþÍÔÏ ÏÂÊÅÍÅÍ ÂÙÌ ÏËÁÍĿÉÔñ ÚĠÅÄñÎ ÒÏÚÔÏË ÔÕÂÕÌÉÎÕ ÎÁ ÚÈÒÕÂÁ 

0,45 mg/ml proteinu. V ÔÕÔÏ ÃÈÖþÌÉ byly ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ Ï ÄïÌÃÅ υ-10 АÍȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ 

ÓÔÁÂÉÌÉÚÏÖÜÎÙ ÔÁØÏÌÅÍȢ 0Ï ÚÂÙÔÅË ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÕ ÂÙÌÙ ÊÉĿ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÐÏÎÅÃÈÜÎÙ ÐĠÉ ÐÏËÏÊÏÖï 

ÔÅÐÌÏÔñȢ 2ÅÁËéÎþ ÓÍñÓÉ ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ Ö ψ ÚËÕÍÁÖËÜÃÈ ÐÏÄÌÅ ÔÁÂÕÌËÙ éȢ τȢ  0ĠÉÐÒÁÖÅÎï ÒÅÁËÃÅ 

ÐÁË ÂÙÌÙ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ ÐĠÉ ÐÏËÏÊÏÖï ÔÅÐÌÏÔñ ÐÏ ÄÏÂÕ σπ ÍÉÎÕÔȢ 2ÏÚÔÏËÙ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÙ  

MAP frakce (1 mg/mlɊ É "3! ɉυ ÍÇȾ ÍÌɊ ÂÙÌÙ ÔÁËï ÄÏÄÜÎÙ ÊÁËÏ ÓÏÕéÜÓÔ ËÉÔÕȢ 

¢ŀōǳƭƪŀ őΦ п ς {ƭƻȌŜƴƝ у ǊŜŀƪőƴƝŎƘ ǎƳŠǎƝ ǇǊƻ ǘŜǎǘƻǾŀƴƝ ǾŀȊōȅ ǇŜƴǘŀƳŜǊǳ ±tм  

ƪŜ ǎǘǊǳƪǘǳǌŜ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻ 
Tabulka byla ǇǌƛǇǊŀǾŜƴŀ ǇƻŘƭŜ ƴłǾƻŘǳΣ ƪǘŜǊȇ ōȅƭ ǎƻǳőłǎǘƝ ȊŀƪƻǳǇŜƴŞƘƻ ƪƛǘǳΦ 

Zkumavka 
{ƭŜŘƻǾŀƴȇ 

protein 

hōƧŜƳ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞƘƻ 
proteinu 

(ҡl) 

Objem 
ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻ  

(ҡl) 

Objem GTB 
pufru 
(ҡl) 

1 ¿łŘƴȇ ς 20 30 

2 MAP frakce 16 20 14 

3 BSA 1,5 20 28,5 

4 MAP frakce 16 ς 34 

5 BSA 1,5 ς 48,5 

6 VP1 (5 ҡg) 3,6 ς 46,4 

7 VP1 (5 ҡg) 3,6 20 27,7 

8 VP1 (2 ҡg) 1,5 20 29,1 
 

-ÅÚÉÔþÍ ÂÙÌÏ Ö ÐÒĳÂñÈÕ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÄÏ ρ ÍÌ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒÕ ÐĠÉÄÜÎÏ ρπ АÌ ςÍ- ÒÏÚÔÏËÕ 

taxolu, tak aby v ÐÕÆÒÕ ÎÅÖÚÎÉËÌÙ ĿÜÄÎï ÂÕÂÌÉÎÙȢ 0ÏÔï ÂÙÌÏ ρππ АÌ ÔÏÈÏÔÏ ÐÕÆÒÕ ÎÁÐÉÐÅÔÏÖÜÎÏ  

ÎÁ ÄÎÏ ÃÅÌËÅÍ ψ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþÃÈ ÚËÕÍÁÖÅË Ï ÍÁØÉÍÜÌÎþÍ ÏÂÊÅÍÕ ρ ÍÌȢ 

0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÏ ρππ АÌ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎïÈÏ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒÕ ÐĠÅÖÒÓÔÖÅÎÏ σπ АÌ 

ÒÅÁËéÎþ ÓÍñÓÉȢ 4Ï ÖĤÅ ÂÙÌÏ ÊÅĤÔñ ÐĠÅÖÒÓÔÖÅÎÏ ςππ АÌ ÐÁÒÁÆþÎÏÖïÈÏ ÏÌÅÊÅȢ 5ÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþ 

ÚËÕÍÁÖËÙ ÂÙÌÙ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÖÙÖÜĿÅÎÙ ÎÁ ÓÔÅÊÎÏÕ ÈÍÏÔÎÏÓÔ Á ÓÔÏéÅÎÙ Ö ultracentrifuze OptimaTM 

MAX-XP (BÅÃËÍÁÎɊ ÐĠÉ ÐÏËÏÊÏÖï ÔÅÐÌÏÔñ Á ÐĠÅÔþĿÅÎþ ρππ 000 x g po dobu 40 minut.  

+ÄÙĿ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ ÓËÏÎéÉÌÁȟ ÔÁË ÂÙÌ ÎÅÊÐÒÖÅ Ú ÖÒĤËÕ ÚËÕÍÁÖÅË ÏÄÓÜÎ ÐÁÒÁÆþÎÏÖĻ ÏÌÅÊȢ 

.ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÙ ÏÐÁÔÒÎñ ÏÄÓÜÎÙ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÙȢ 0ÅÌÅÔÙ ÂÙÌÙ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎÙ ÖÅ ςπ АÌ '4" ÐÕÆÒÕ  
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Á υ АÌ υØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÈÏ ,ÁÅÍÍÌÉÈÏ ÐÕÆÒÕ ɉÄÏÈÒÏÍÁÄÙ ςυ АÌɊȢ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÕÓÃÈÏÖÜÎÙ Ö ɀςπЈ #Ȣ 

+Å ÚÂÙÌĻÍ ςπ АÌ ÒÅÁËéÎþ ÓÍñÓÉ ÂÙÌÏ ÔÁËï ÐĠÉÄÜÎÏ υ АÌ υØ ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÈÏ ,ÁÅÍÍÌÉÈÏ ÐÕÆÒÕȢ 

4ÅÎÔÏ ÖÚÏÒÅË ÂÙÌ ÒÏÖÎñĿ ÕÓÃÈÏÖÜÎ Ö ɀςπЈ # Á ÓÌÏÕĿÉÌ ÎÜÍ ÊÁËÏ ÒÅÆÅÒÅÎÃÅ ÖÓÔÕÐÎþÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ 

ÍÁÔÅÒÉÜÌÕ ÐÒÏ ÎÜÓÌÅÄÎÏÕ ÁÎÁÌĻÚÕȢ 

0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÐÅÌÅÔÕ ÂÙÌÁ ÄÅÔÅËÏÖÜÎÁ ÂÕì ÐÏ ÏÂÁÒÖÅÎþ ÐÏÌÙÁËÒÙÌÁÍÉÄÏÖïÈÏ 

gelu ÐÏÍÏÃþ #ÏÏÍÁÓÓÉÅ ÁÎÅÂÏ ÐÏ ÉÍÏÂÉÌÉÚÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÎÁ ÍÅÍÂÒÜÎñ ÐÏÍÏÃþ ÓÐÅÃÉÆÉÃËï 

ÐÒÏÔÉÌÜÔËÙȢ 0ÒÏÃÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒï ÓÅ ÖÙÓËÙÔÏÖÁÌÙ v ÐÅÌÅÔÕȟ ÂÙÌÏ ÖÚÔÁĿÅÎÏ Ë ÍÎÏĿÓÔÖþ 

ÖÓÔÕÐÎþÈÏ ÍÁÔÅÒÉÜÌÕ ÐÏÄÌÅ ÒÏÖÎÉÃÅ ÕÖÅÄÅÎï ÎþĿÅȢ 

0ÒÏÃÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÐÅÌÅÔÕ
σ ÓÉÇÎÜÌ  Ö ÐÅÌÅÔÕÐÏÕĿÉÔĻ ÏÂÊÅÍ ÖÚÏÒËÕςυ АÌϳ                         

ς ÓÉÇÎÜÌ ÒÅÆÅÒÅÎéÎþÈÏ ÖÚÏÒËÕÐÏÕĿÉÔĻ ÏÂÊÅÍ ÖÚÏÒËÕςυ АÌϳ
ρππϷ 

¶ 3ÌÏĿÅÎþ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÒÏÚÔÏËĳȾÐÕÆÒĳȡ 

GTB pufr: 
80 mM PIPES (pH ~ 7), 2 mM MgCl2; 0,5 mM EGTA 

Cushion pufr: 
80 mM PIPES (pH ~ 7), 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 60% (V/V) glycerol 

4.5.16 Tw!b{aL{bN 9[9Y¢whbh±# aLYwh{YhtL9 ς  
a9¢h5! b9D!¢L±bNIh .!w±9bN 

.Á ÈÙÄÒÏÆÏÂÎþ ÖÒÓÔÖÕ ÐÁÒÁÆÉÌÍÕ byla nanesena 5АÌ ËÁÐËÁ ÖÚÏÒËÕȢ .Á ÖÒĤÅË ÔïÔÏ ËÁÐËÙ 

ÐÁË ÂÙÌÁ ÐÏÍÏÃþ ÐÉÎÚÅÔÙ ÏÐÁÔÒÎñ ÐÏÌÏĿÅÎÁ ÍñÄñÎÜ ÅÌÅËÔÒÏÎÍÉËÒÏÓËÏÐÉÃËÜ ÓþĩËÁ 

s ÐÏÕÈÌþËÏÖÁÎÏÕ ÓÔÒÁÎÏÕ ÓÍñÒÅÍ ÄÏÌĳȢ 4ÁÔÏ ÓþĩËÁ ÂÙÌÁ ÎÁ ËÁÐÃÅ ÖÚÏÒËÕ ÐÏÎÅÃÈÜÎÁ υ ÍÉÎÕÔ  

Á ÐÁË ÂÙÌÁ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÎÁ χυАl kapku demi H2/ȟ ËÄÅ ÓÅ ÖÚÏÒÅË ÐÒÏÍĻÖÁÌ σπ ÓÅËÕÎÄȢ  

0ÏÔï ÂÙÌÁ ÓþĩËÁ ÐĠÅÎÅÓÅÎÁ ÎÁ ÊÅĤÔñ ÊÅÄÎÕ ËÁÐËÕ ÄÅÍÉ (2/ȟ ËÄÅ ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ÐÒÏÍĻÖÜÎ ÄÁÌĤþÃÈ  

30 sekund. V ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ÎÁ ÓþĩÃÅ ËÏÎÔÒÁÓÔÏÖÜÎ ÍÉÎÕÔÏÖÏÕ ÉÎËÕÂÁÃþ ÎÁ ÖÒÃÈÕ υπАl 

kapky 2% (V/V) roztoku kyseliny foÓÆÏ×ÏÌÆÒÁÍÏÖï ɉÐ( ͯ χɊȢ ) ÔÁÔÏ ÉÎËÕÂÁÃÅ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ 

ÄÖÁËÒÜÔ ÚÁ ÓÅÂÏÕȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌ ÚÂÙÔÅË ËÙÓÅÌÉÎÙ ÚÅ ÓþĩËÙ ÏÐÁÔÒÎñ ÏÄÓÜÎ ËÏÕÓËÅÍ ÆÉÌÔÒÁéÎþÈÏ 

ÐÁÐþÒÕȢ 0Ï ÄÏÓÕĤÅÎþ ÎÁ ÖÚÄÕÃÈÕ ÂÙÌ ÖÚÏÒÅË ÎÁ ÓþĩÃÅ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎ ÔÒÁÎÓÍÉÓÎþÍ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖĻÍ 

mikroskopem JEOL JEM-1011 ËÔÅÒĻ ÊÅ ÄÏÓÔÕÐÎĻ Ö ÒÜÍÃÉ ÓÅÒÖÉÓÎþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠÅ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖï 

ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÅ 0ĠþÒÏÄÏÖñÄÅÃËï ÆÁËÕÌÔÙ 5ÎÉÖÅÒÚÉÔÙ +ÁÒÌÏÖÙȢ 
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5. Vº{[95Y¸ 
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5.1 IN VITRO ¢9{¢h±#bN ±!½.¸ twhTEINU VP1 a¸~NIh 
POLYOMAVIRU KE STRUK¢¦y9 aLYwh¢¦.¦[® 

V ÎÁĤþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠþ ÓÅ ÊÉĿ ÄÌÏÕÈÏÄÏÂñ ÚÁÂĻÖÜÍÅ ÖÌÁÓÔÎÏÓÔÍÉ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖĻÃÈ 

ÓÔÒÕËÔÕÒÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÎÁ ÐĠþËÌÁÄÕ ÍÏÄÅÌÏÖïÈÏ ÖÉÒÕ éÅÌÅÄÉȟ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕȢ  

V ÒÜÍÃÉ ÔÏÈÏÔÏ ÖĻÚËÕÍÕ ÂÙÌÏ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎÏȟ ĿÅ Ö ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉ 

ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÄÏÃÈÜÚþ Ë akumulaci tohoto proteinu v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ  

a k ÔÖÏÒÂñ ÄÌÏÕÈĻÃÈ ÎÅÒÏÚÐÕÓÔÎĻÃÈ ÖÌÜËÅÎȢ *ÁË ÓÅ ÐÏÚÄñÊÉ ÕËÜÚÁÌÏȟ ÔÁË ÓÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÂÕÎñéÎï 

ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ËÔÅÒï 60ρ ÏÂÁÌÕÊÅȟ Á ÔþÍ ÚÖÙĤÕÊÅ ÊÅÊÉÃÈ ÓÔÁÂÉÌÉÔÕȢ 0ÏÄÏÂÎĻ ÆÅÎÏÔÙÐ  

ÊÁËÏ ÐĠÉ ËÏÅØÐÒÅÓþÃÈ ÍĳĿÅ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎ É ÐĠÉ ÉÎÆÅËÃÉ -0Ù6 ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ ÅÔ ÁÌȢȟ ςπρχɊȢ  

Vazba VP1 na ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÔÅÄÙ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÎÅÎþ ÁÒÔÅÆÁËÔ ÖÚÎÉËÌĻ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ 

expresi, ale jedna z ÆÙÚÉÏÌÏÇÉÃËĻÃÈ ÖÌÁÓÔÎÏÓÔþ ÖÉÒÕȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÓÅ ÒÏÚÈÏÄÌÉ in vitro otestovat,  

jestli je proteiÎ 60ρ ÓÜÍ Ï ÓÏÂñ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÁÚÂÙ Ë ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍȢ + ÔÏÍÕÔÏ ĭéÅÌÕ ÊÓÍÅ ÖÙÕĿÉÌÉ 

Microtubule Binding Protein Spin-ÄÏ×Î !ÓÓÁÙ ËÉÔ ɉ#ÙÔÏÓËÅÌÅÔÏÎȟ )ÎÃȢɊȟ ÊÅÎĿ ÏÂÓÁÈÕÊÅ ÖĤÅÃÈÎÙ 

ÖñÃÉ ÐÏÔĠÅÂÎï ÐÒÏ in vitro ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔȢ ,ÏÇÉÃËÙ ÊÅÄÉÎïȟ ÃÏ ÃÈÙÂñÌÏ, byl ÎÜĤ ÐÒÏÔÅÉÎ ÚÜÊÍÕȟ  

ÊÅÈÏĿ ÖÁÚÂÕ ÊÓÍÅ ÃÈÔñÌÉ ÔÅÓÔÏÖÁÔȢ  0ÒÏ ÐÒÏÄÕËÃÉ Á ÎÜÓÌÅÄÎÏÕ ÉÚÏÌÁÃÉ ÖÅÌËïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 

60ρ ÊÓÍÅ ÓÅ ÐÒÏÔÏ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÖÙÕĿþÔ ÂÁËÕÌÏÖÉÒÏÖĻ ÅØÐÒÅÓÎþ ÓÙÓÔïÍȟ Ó ÎþÍĿ ÍÜ ÎÁĤÅ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠ 

ÂÏÈÁÔï ÚËÕĤÅÎÏÓÔÉȢ *ÅÌÉËÏĿ ÓÅ ÁÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉ Ö ÈÍÙÚþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ 

ÓÁÍÏÕÓÐÏĠÜÄÜÖÜ Ö ÊÜÄĠÅ ÄÏ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃȟ ÂÙÌÏ ÎÕÔÎï ÐĠÅÄ in vitro experimentem 

éÜÓÔÉÃÅ ÒÏÚÌÏĿÉÔ ÎÁ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȢ 

5.1.1 IZOLACE, PURIFIKACE A KVANTIFIKACE VIROVº/I 2#{¢L/ {[h¿9bº/I 

Z PROTEINU VP1 

0ÒÏ ÚþÓËÜÎþ ÄÏÓÔÁÔÅéÎïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÊÓÍÅ ÐÒÏÖÅÄÌÉ ÃÅÌËÅÍ  

ÄÖñ ÎÁ ÓÏÂñ ÎÅÚÜÖÉÓÌï ÉÚÏÌÁÃÅ éÜÓÔÉÃȢ 0ĠÉ ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÉ ÂÙÌÙ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÍ ÂÁËÕÌÏÖÉÒÅÍȟ  

ÊÅÎĿ ÅØÐÒÉÍÏÖÁÌ ÐÏÕÚÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȟ ÉÎÆÉËÏÖÜÎÙ ÈÍÙÚþ ÂÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ 3Æω ÎÁ ÃÅÌËÅÍ  

osmi 100mm Petriho ÍÉÓËÜÃÈȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÅ ÊÓÍÅ ÃÈÔñÌÉ ÚþÓËÁÔ ÖþÃÅ ÍÁÔÅÒÉÜÌÕȟ  

Á ÐÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÉÎÆÉËÏÖÁÌÉ ÂÕĐËÙ ÎÁ ÄÖÁÎÜÃÔÉ ρππÍÍ 0ÅÔÒÉÈÏ ÍÉÓËÜÃÈȢ "ÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ 3Æω ÂÙÌÙ ÎÅÊÐÒÖÅ 

ÌÙÚÏÖÜÎÙ Á éÜÓÔÉÃÅ ÂÙÌÙ ÏÄ ÚÂÙÔËÕ ÒÏÚÐÕÓÔÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÏÄÄñÌÅÎÙ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþ  

ÐĠÅÓ sachÁÒĕÚÏÖĻ ÐÏÌĤÔÜĠȢ *ÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÏÐÕÌÁÃÅ éÜÓÔÉÃ ÓÌÏĿÅÎĻÃÈ Ú VP1 jsme pak separovali 

ÐÏÍÏÃþ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ Ö ÈÕÓÔÏÔÎþÍ ÇÒÁÄÉÅÎÔÕ #Ó#ÌȢ 6ÚÎÉËÌï ÇÒÁÄÉÅÎÔÙ ÂÙÌÙ ÐĠÉ ÏÂÏÕ ÉÚÏÌÁÃþÃÈ 

ÒÏÚÅÂÒÜÎÙ ÎÁ ÃÅÌËÅÍ ρφ ÆÒÁËÃþȢ 0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈ ÂÙÌÁ ÐÏtvrzena 

ÍÅÔÏÄÏÕ ÄÏÔ ÂÌÏÔȟ ÊÅÊþĿ ÖĻÓÌÅÄÅË ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ψȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÅ ÂÙÌ 

ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÐĠþÔÏÍÅÎ ÖÅ ÖĤÅÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈȢ 0ĠÉ ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÉ ÂÙÌ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÄÅÔÅËÏÖÜÎ  

ÁĿ ÎÁ ÆÒÁËÃÉ ρ ÔÁËï ÖÅ ÖĤÅÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈȢ 
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+ÄÙĿ ÊÓÍÅ ÏÖñĠÉÌÉȟ ĿÅ ÊÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÐĠþÔÏÍÅÎ Ö ÇÒÁÄÉÅÎÔÕ #Ó#Ìȟ ÔÁË ÂÙÌ ÐÒÏ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï 

ÆÒÁËÃÅ ÚÍñĠÅÎ ÊÅÊÉÃÈ ÉÎÄÅØ ÌÏÍÕȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÈÏÄÎÏÔÙ ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔ Ö ÔÁÂÕÌÃÅ éȢ υȢ 0ÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎÙ 

-0Ù6 ÓÅ ÎÁÃÈÜÚÅÊþ ÖÅ ÆÒÁËÃþÃÈ ÇÒÁÄÉÅÎÔÕ #Ó#Ìȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÉÎÄÅØ ÌÏÍÕ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ Ö ÒÏÚÍÅÚþ  

ρȟσφφ ÁĿ ρȟσφσȢ 6Å ÆÒÁËÃþÃÈȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÉÎÄÅØ ÌÏÍÕ ÊÅ ÎÉĿĤþ ÎÅĿρȟσφσȟ ÓÅ ÐÁË ÎÁÃÈÜÚÅÊþ 6,0ÓȢ 

V ÐĠþÐÁÄñ ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÅ ÔÅÄÙ ÂÙÌÙ ÐÏÓÐÏÊÏÖÜÎÙ ÆÒÁËÃÅ υ-ω ÄÏ ÓÐÏÌÅéÎï ÆÒÁËÃÅ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳ  

a frakce 10-ρφ ÄÏ ÓÐÏÌÅéÎï ÆÒÁËÃÅ ÚÖÁÎï 6,0ÓȢ 0ĠÉ ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÉ ÂÙÌÙ ÄÏ ÆÒÁËÃÅ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳ 

ÐÏÓÐÏÊÏÖÜÎÙ ÆÒÁËÃÅ χ-12 a do frakce VLPs pak frakce 13-ρφȢ 6Å ÆÒÁËÃþÃÈ Ó ÉÎÄÅØÅÍ ÌÏÍÕ ÖÙĤĤþÍ 

ÎñĿ ρȟσφφ ÂÙÌ ÐÏÄÌÅ ÄÏÔ ÂÌÏÔÕ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÔÁËï ÄÅÔÅËÏÖÜÎȟ ÁÌÅ Ö ÎÉĿĤþ ÍþĠÅ Á ÚÜÒÏÖÅĐ ÎÅÂÙÌ  

ÖÅ ÆÏÒÍñ ÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ Ó ÔñÍÉ ÔÏ ÆÒÁËÃÅÍÉ ÊÉĿ ÄÜÌÅ ÎÅÐÒÁÃÏÖÁÌÉȢ 0Ï ÏÄÓÔÒÁÎñÎþ #Ó#Ì 

ÄÉÁÌÙÚÁÃþ ÂÙÌÙ éÜÓÔÉÃÅ Ö ÐÏÓÐÏÊÏÖÁÎĻÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈ ÚÁËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÜÎÙ ÐĠÅÓ ÓÁÃÈÁÒĕÚÏÖĻ ÐÏÌĤÔÜĠ  

Á ÎÜÓÌÅÄÎñ ÄÜÌÅ ÃÈÁÒÁËÔÅÒÉÚÏÖÜÎÙȢ 

6 ÐÒÖÎþ ĠÁÄñ ÊÓÍÅ ÚÍñĠÉÌÉ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÖÅ ÆÒÁËÃþÃÈ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳ Á ÆÒÁËÃÉ 6,0Óȟ 

Á ÔÏ ÍÅÔÏÄÏÕ ÐÏÄÌÅ "ÒÁÄÆÏÒÄÁȢ .Á ÚÜËÌÁÄñ ÓÍñÒÎÉÃÅ ËÁÌÉÂÒÁéÎþ ËĠÉÖËÙ ɉÈÏÄÎÏÔÁ ÓÐÏÌÅÈÌÉÖÏÓÔÉ  

R2 Ѐ πȟωωωρɊ ÊÓÍÅ ÓÔÁÎÏÖÉÌÉȟ ĿÅ ÖÅ ÆÒÁËÃÉ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳ Ú ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÅ ÊÅ πȟσ ÍÇȾÍÌ ÐÒÏÔÅÉÎÕȢ  

6Å ÆÒÁËÃÉ 6,0Ó ÚÅ ÓÔÅÊÎï ÉÚÏÌÁÃÅ ÂÙÌÁ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ρȟυρ ÍÇȾÍÌȢ : ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÅ ÂÙÌÁ 

ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÖÅ ÆÒÁËÃÉ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳ ÖÅÌÍÉ ÐÏÄÏÂÎÜ Á ÔÏ πȟςυ mg/ml.  

Frakce VLPs z ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÅ ÐÁË ÏÂÓÁÈÏÖÁÌÁ ςȟςχ ÍÇȾÍÌ ÐÒÏÔÅÉÎÕȢ 0ÏÔï ÊÓÍÅ ÓÅ ÓÔÁÎÏÖÉÌÉ 

ÐĠÉÂÌÉĿÎĻ ÐÏéÅÔ éÜÓÔÉÃ ɉÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳ É 6,0ÓɊ ÖÅ ÖĤÅÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈ ÐÏÍÏÃþ ÈÅÍÁÇÌÕÔÉÎÁÃÅȢ  

hōǊłȊŜƪ őΦ у ς tǌƛ ƻōƻǳ ƛȊƻƭŀŎƝŎƘ ōȅƭ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм Ǉƻ ƛȊƻǇȅƪƴƛŎƪŞ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀŎƛ ǇǌƝǘƻƳŜƴ  
Ǿ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦǊŀƪŎƝŎƘ ƎǊŀŘƛŜƴǘǳ /ǎ/ƭΦ 
tǌƝǘƻƳƴƻǎǘ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ǾŜ ŦǊŀƪŎƝŎƘ /ǎ/ƭ ƎǊŀŘƛŜƴǘǳ ōȅƭŀ ǳǊőŜƴŀ ǇƻƳƻŎƝ ƛƳǳƴƻŘŜǘŜƪŎŜΦ  
tǊƻ ŘŜǘŜƪŎƛ ƧǎƳŜ ǾȅǳȌƛƭƛ ƳȅǑƝ ƳƴƻƴƻƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪǳ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪƻǳ ǇǊƻ ±tм ŀ ƪƻȊƝ ǇƻƭȅƪƭƻƴłƭƴƝ 
ǇǊƻǘƛƭłǘƪǳ ǊƻȊŜȊƴłǾŀƧƝŎƝ ƳȅǑƝ ƛƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴȅΣ ƧŜȌ ōȅƭŀ ƪƻƴƧǳƎƻǾłƴŀ ǎ ŜƴȊȅƳŜƳ ƪǌŜƴƻǾƻǳ ǇŜǊƻȄƛŘłȊƻǳΦ  
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Ve frakci VLPs z ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÅ ÂÙÌÏ ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÈÅÍÁÇÌÕÔÉÎÁÃÅ ÐĠÉÂÌÉĿÎñ φȟ4 ɇ 1010 éÜÓÔÉÃȾÍÌȢ  

V Ôï ÓÁÍï ÆÒÁËÃÉȟ ÁÌÅ Ú ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÅ ÂÙÌÏ ÐĠÉÂÌÉĿÎñ υȟχφ ɇ 1011 éÜÓÔÉÃȾÍÌȢ #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ 

éÜÓÔÉÃ ÖÅ ÆÒÁËÃþÃÈ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎÙȟ ÔÁË ÔÁ ÂÙÌÁ ÐÏÄ ÄÅÔÅËéÎþÍ ÌÉÍÉÔÅÍ ÍÅÔÏÄÙȢ 

¢ŀōǳƭƪŀ őΦ р ς LƴŘŜȄȅ ƭƻƳǳ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ŦǊŀƪŎŜ z ƻōƻǳ ƛȊƻƭŀŎƝ ǾƛǊƻǾȇŎƘ őłǎǘƛŎ 

Frakce 
Index lomu 

LȊƻƭŀŎŜ őΦ L LȊƻƭŀŎŜ őΦ LL 

1 1,3745 1,3770 

2 1,3710 1,3745 

3 1,3690 1,3710 

4 1,3670 1,3695 

5 1,3660 1,3680 

6 1,3650 1,3670 

7 1,3645 1,3660 

8 1,3640 1,3650 

9 1,3630 1,3645 

10 1,3625 1,3640 

11 1,3620 1,3640 

12 1,3610 1,3635 

13 1,3600 1,3625 

14 1,3590 1,3620 

15 1,3570 1,3610 

16 1,3565 1,3585 

V ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÊÓÍÅ ÏÖñĠÉÌÉ éÉÓÔÏÔÕ éÜÓÔÉÃȢ 6ÚÏÒËÙ Ú ÏÂÏÕ ÉÚÏÌÁÃþ ÊÓÍÅ ÓÅÐÁÒÏÖÁÌÉ ÐÏÍÏÃþ 

ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÙ Á ÓÅÐÁÒÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÊÓÍÅ ÖÉÚÕÁÌÉÚÏÖÁÌÉ ÐÏÍÏÃþ ÂÁÒÖÙ #ÏÏÍÁÓÓÉÅ 

ɉÏÂÒÜÚÅË éȢ ω!ɊȢ .Á ÇÅÌÕ ÂÙÌ ÎÅÊÐÁÔÒÎñÊĤþ ÐÒÏÕĿÅË ÏÄÐÏÖþÄÁÊþÃþ τυ-48 kDa, kterĻ ÂÙ ÏÄÐÏÖþÄÁÌ 

velikosti proteinu VP1. Mimo to ale v ÇÅÌÕ ÂÙÌÁ ÐĠþÔÏÍÎÜ ĠÁÄÁ ÄÁÌĤþÃÈ ÐÒÏÕĿËĳ ÒĳÚÎĻÃÈ 

ÍÏÌÅËÕÌÏÖĻÃÈ ÈÍÏÔÎÏÓÔþȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÉÄÅÎÔÉÔÏÕ ÊÓÍÅ ÓÉ ÎÅÂÙÌÉ ÊÉÓÔÉȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÖÚÏÒËÙ Ú ÏÂÏÕ ÉÚÏÌÁÃþ 

ÒÏÚÄñÌÉÌÉ ÐÏÍÏÃþ 3$3-0!'%ȟ ÓÅÐÁÒÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ jsme ÐĠÅÎÅÓÌÉ ÎÁ ÍÅÍÂÒÜÎÕ Á ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ 

jsme ÄÅÔÅËÏÖÁÌÉ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕ ɉÏÂÒÜÚÅË éȢ ω"ɊȢ *ÁË ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔȟ ÔÁË ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ 

ÂÙÌ ÄÅÔÅËÏÖÜÎ Ö ĠÁÄñ ÐÒÏÕĿËĳȢ $ÏÍÉÎÁÎÔÎþ ÐÒÏÕĿÅË Ö oblasti 45-τψ Ë$Á ÏÄÐÏÖþÄÜ 

ÄÅÎÁÔÕÒÏÖÁÎïÍÕ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 0ÒÕÈÙ Ó ÎÉĿĤþ ÍÏÌÅËÕÌÏÖÏÕ ÈÍÏÔÎÏÓÔþ ÊÓÏÕ ÐÁÔÒÎñ ÒĳÚÎï ÆÏÒÍÙ 

ÄÅÇÒÁÄÏÖÁÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 0ÒÏÕĿËÙ Ï ÖñÔĤþ ÍÏÌÅËÕÌÏÖï ÈÍÏÔÎÏÓÔÉ ÎÅĿ τψ Ë$Á ÊÓÏÕ 

ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÐÏÓÔÔÒÁÎÓÌÁéÎñ ÍÏÄÉÆÉËÏÖÁÎï ÆÏÒÍÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ  6ÚÏÒ ÐÒÏÕĿËĳ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ 

ÄÅÔÅËÏÖÁÎï ÐĠÉ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ ÓÅ ÐĠÅËÒĻÖÁÌ Ó ÐÒÏÕĿËÙ ÎÁ ÇÅÌÕ ÏÂÁÒÖÅÎïÍ ÐÏÍÏÃþ #ÏÏÍÁÓÓÉÅȢ 

Z ÔÏÈÏÔÏ ÄĳÖÏÄÕ ÊÓÍÅ ÕÓÏÕÄÉÌÉȟ ĿÅ ÏÂñ ÎÁĤÅ ÉÚÏÌÁÃÅ ÊÓÏÕ ÒÅÌÁÔÉÖÎñ éÉÓÔï Á ÏÂÓÁÈÕÊþ ÖÅÌËï 

ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 
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.Á ÚÜÖñÒ ÊÓÍÅ éÉÓÔÏÔÕ ÆÒÁËÃþ ÏÖñĠÉÌÉ ÐÏÍÏÃþ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖï ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÅȢ  *ÁË ÕËÁÚÕÊþ 

ÏÂÒÜÚËÙ ρπ!-$ȟ ÔÁË ÖÅ ÖĤÅÃÈ ÐĠþÐÁÄÅÃÈ ÊÓÍÅ ÖÙÉÚÏÌÏÖÁÌÉ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÖÅ ÆÏÒÍñ ÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃȢ 

.Á ÏÂÒÜÚÃþÃÈ ρπ! Á ρπ" ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÓÍñÓ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳ ɉÓÆïÒÉÃËï éÜÓÔÉÃÅȟ ËÄÅ ÖÎÉÔĠËÙ 

éÜÓÔÉÃ ÎÅÂÙÌÙ ËÏÎÔÒÁÓÔÏÖÜÎÙ ÂÁÒÖÏÕȟ ÎÅÂÏĩ ÂÙÌÙ ÖÙÐÌÎñÎÙ $.! Ú ÈÍÙÚþÃÈ ÂÕÎñËȟ ËÏÌÅÍ ËÔÅÒĻÃÈ 

se kapsida z ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÕÓÐÏĠÜÄÁÌÁɊ Á 6,0Ó ɉÓÆïÒÉÃËï éÜÓÔÉÃÅȟ ËÄÅ ÖÎÉÔĠËÙ éÜÓÔÉÃ  

ÊÓÏÕ ËÏÎÔÒÁÓÔÏÖÜÎÙ ÂÁÒÖÏÕɊ Ú ÐÒÖÎþ Á ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÅȢ .Á ÏÂÒÜÚÃþÃÈ ρπ# Á ρπ$ ÊÓÏÕ ÐÏÕÚÅ 6,0Óȟ 

ÊÅĿ ÂÙÌÙ ÐÕÒÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÂñÈÅÍ ÐÒÖÎþ Á ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÅȢ .Á ÒÏÚÄþÌ ÏÄ ÓÎþÍËĳ ρπ! Á ρπ" ÚÄÅ ÍĳĿÅÍÅ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 9 ς hōŠ ƛȊƻƭŀŎŜ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊƻǾȇŎƘ őłǎǘƛŎ ƻōǎŀƘǳƧƝ őƛǎǘȇ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύ ōȅƭȅ ǇƻƳƻŎƝ SDS-t!D9 ǎŜǇŀǊƻǾłƴȅ ŦǊŀƪŎŜ ǎ pseudoviriony (2 ҡƎύ ŀ ŦǊŀƪŎŜ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ 
VLPs (5 i 10 ҡg) z ƻōƻǳ ƛȊƻƭŀŎƝΦ {ŜǇŀǊƻǾŀƴŞ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ōȅƭȅ ǾƛȊǳŀƭƛȊƻǾłƴȅ ōŀǊǾƻǳ /ƻƻƳŀǎǎƛŜ ƴŜōƻ ōȅƭȅ 
ǇǌŜƴŜǎŜƴȅ ƴŀ ƳŜƳōǊłƴǳ ŀ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм ōȅƭ ŘŜǘŜƪƻǾłƴ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪƻǳ ǇǊƻǘƛƭłǘƪƻǳ ό.ύΦ tǊƻǘŜƛƴ VP1 byl  
Ǉǌƛ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǳ ŘŜǘŜƪƻǾłƴ Ǿ ǌŀŘŠ ǇǊƻǳȌƪǻΣ ƪǘŜǊŞ ǎŜ ǇǌŜƪǊȇǾŀƭȅ ǎ ǇƻȊƛŎƝ ǇǊƻǳȌƪǻ ǇǌƝǘƻƳƴȇŎƘ  
ƴŀ ƻōŀǊǾŜƴŞƳ ǇƻƭȅŀƪǊȅƭŀƳƛŘƻǾŞƳ ƎŜƭǳΦ ±ȇǎƭŜŘƪȅ Ȋ ƻōƻǳ ǇǊƻǘŜƛƴƻǾȇŎƘ ǎŜǇŀǊŀŎƝ ǘŜŘȅ ȊƴŀőƝΣ ȌŜ ƧǎƳŜ 
ƧŜŘƴŀƪ ǾȅƛȊƻƭƻǾŀƭƛ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм ǾŜ ǾŜƭƪŞƳ ƳƴƻȌǎǘǾƝΣ ŀƭŜ ƛ Ǿ ǊŜƭŀǘƛǾƴŠ őƛǎǘŞ ǇƻŘƻōŠΦ 
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ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÖÙĤĤþ ÈÕÓÔÏÔÕ éÜÓÔÉÃȟ ÃÏĿ ÊÅ Ö souladu s ÎÁÍñĠÅÎÏÕ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃþ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ  

.Á ÏÂÒÜÚËÕ ρπ# ÓÅ ËÒÏÍñ 6,0Ó ÓÅ ÓÆïÒÉÃËĻÍ ÔÖÁÒÅÍ ÖÙÓËÙÔÏÖÁÌÙ É 6,0Ó Ó trubkovitou 

ÓÔÒÕËÔÕÒÏÕȢ *ÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ ÐÏÐÓÜÎÏ Ö kapitole 2.7.ȟ ÔÁË ÔÙÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÓÅ éÁÓÔÏ ÖÙÓËÙÔÕÊþ 

v ÐÒÅÐÁÒÁÃþÃÈ 6,0ÓȢ *ÅÊÉÃÈ ÚÖĻĤÅÎÜ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔ Ö ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÉȟ ÐĠÉÎÜĤþ É ÍÏĿÎï ÖÙÓÖñÔÌÅÎþ ÔÏÈÏȟ 

ÐÒÏé É ÐĠÅÓ ÐÏÄÏÂÎÏÕ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÖÙÃÈÜÚÅÌÙ ÔÁË ÒÏÚÄþÌÎï ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ éÜÓÔÉÃ  

ÐĠÉ ÍñĠÅÎþ ÐÏÍÏÃþ ÈÅÍÁÇÌÕÔÉÎÁÃÅȢ 0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÄÌÏÕÈĻÃÈ ÔÒÕÂËÏÖÉÔĻÃÈ ÓÔÒÕËÔÕÒ ÍÏÈÌÁ  

ÔÏÔÉĿ ÏÖÌÉÖÎÉÔ ÈÅÍÁÇÌÕÔÉÎÁÃÉ Á ÔþÍ ÐÜÄÅÍȟ É ËÄÙĿ ÂÙÌÁ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏÄÏÂÎÜȟ  

ÔÁË ÖÅ ÖĻÓÌÅÄËÕ ÔÅÎÔÏ ÖÚÏÒÅË ÏÂÓÁÈÏÖÁÌ ÍÅÎĤþ ÐÏéÅÔ éÜÓÔÉÃ ÓÃÈÏÐÎĻÃÈ ÈÅÍÁÇÌÕÔÉÎÁÃÅ 

ÅÒÙÔÒÏÃÙÔĳȟ ÃÏĿ ÍÏÈÌÏ ÚÐĳÓÏÂÉÔ ÐÏÚÏÒÏÖÁÎĻ ÒÏÚÄþÌȢ 6 ËÁĿÄïÍ ÐĠþÐÁÄñ ÓÅ ÁÌÅ ÊÅÄÎÜ  

ÊÅÎ Ï ÈÙÐÏÔïÚÕȟ ËÔÅÒÏÕ ÊÓÍÅ ÄÜÌÅ ÎÅÔÅÓÔÏÖÁÌÉȢ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 10 ς Protein VP1 je v ǇǌƝǇŀŘŠ ƻōƻǳ ƛȊƻƭŀŎƝ ǳǎǇƻǌłŘłƴ Řƻ struktury 
ǇǎŜǳŘƻǾƛǊƛƻƴǻ őƛ ±[tǎ 
½Ŝ ǾȊƻǊƪǻ ƛȊƻƭƻǾŀƴȇŎƘ ǇƻƭȅƻƳŀǾƛǊƻǾȇŎƘ őłǎǘƛŎ ōȅƭȅ ǇǌƛǇǊŀǾŜƴȅ ǇǊŜǇŀǊłǘȅ ǇǊƻ ǘǊŀƴǎƳƛǎƴƝ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾƻǳ 
ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛΦ WŜŘƴƻǘƭƛǾŞ őłǎǘƛŎŜ ōȅƭȅ ƪƻƴǘǊŀǎǘƻǾłƴȅ ƳŜǘƻŘƻǳ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝƘƻ ōŀǊǾŜƴƝ ǾŜ н҈ ό±κ±ύ ǊƻȊǘƻƪǳ 
ƪȅǎŜƭƛƴȅ ŦƻǎŦƻǿƻƭŦǊŀƳƻǾŞΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύ ƧŜ ŦǊŀƪŎŜ ǇǎŜǳŘƻǾƛǊƛƻƴǻ ȊƝǎƪŀƴł Ǉǌƛ ǇǊǾƴƝ ƛȊƻƭŀŎƛΣ ȊŀǘƝƳŎƻ  
ƴŀ ƻōǊłȊƪǳ ό.ύ Ƨǎƻǳ ǇǎŜǳŘƻǾƛǊƛƻƴȅ Ȋ ŘǊǳƘŞ ƛȊƻƭŀŎŜΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό/ύ Ƨǎƻǳ Ǉŀƪ ǇǊłȊŘƴŞ ±[tǎ  
z ǇǊǾƴƝ ƛȊƻƭŀŎŜΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό5ύ Ƨǎƻǳ ǊƻǾƴŠȌ ±[tǎ ŀƭŜ ǘŜƴǘƻƪǊłǘ Ȋ ŘǊǳƘŞ ƛȊƻƭŀŎŜ őłǎǘƛŎΦ Wŀƪ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ  
ȊŜ ǾǑŜŎƘ őǘȅǌ ƻōǊłȊƪǻΣ ǘŀƪ ƧǎƳŜ ǾȅƛȊƻƭƻǾŀƭƛ ǇƭƴŠ ǎŜǎǘŀǾŜƴŞ őłǎǘƛŎŜΦ 
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5.1.2 ROZKLAD VLPS NA W95bh¢[L±; PENTAMERY PROTEINU VP1 

!ÂÙÃÈÏÍ ÍÏÈÌÉ ÏÔÅÓÔÏÖÁÔ ÖÁÚÂÕ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÂÙÌÏ ÎÅÊÐÒÖÅ ÎÕÔÎï 

éÜÓÔÉÃÅ ÒÏÚÌÏĿÉÔ ÎÁ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȢ 0ÒÏ ÓÁÍÏÔÎĻ ÒÏÚËÌÁÄ ÊÓÍÅ ÓÅ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÐÏÕĿþÔ ÐÏÕÚÅ 

ÆÒÁËÃÅ Ó 6,0Óȟ ÎÅÂÏĩ ÏÐÒÏÔÉ ÐÓÅÕÄÏÖÉÒÉÏÎĳÍ ÊÓÍÅ ÂÙÌÉ ÓÃÈÏÐÎÉ ÊÅ ÖÙÉÚÏÌÏÖÁÔ Ö ÄÏÓÔÁÔÅéÎïÍ 

ÍÎÏĿÓÔÖþȢ IÜÓÔÉÃÅ ÊÓÍÅ ÒÏÚËÌÜÄÁÌÉ ÄÖÏÊÓÔÕÐĐÏÖÏÕ ÄÉÁÌĻÚÏÕ ÏÐÒÏÔÉ ÐÕÆÒÕ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþÍ  

$44 Á %$4! ÚÁ ÚÖĻĤÅÎïÈÏ Ð( ɉͯ ψȟψɊȢ 6 ÔÏÍÔÏ ÐÕÆÒÕ ÄÏÃÈÜÚþ Ë destabilizaci S-3 ÍĳÓÔËĳ  

Á ÐÏÓÔÕÐÎïÍÕ ÒÏÚÐÁÄÕ éÜÓÔÉÃÅ ÎÁ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȢ 

!ÂÙÃÈÏÍ ÏÖñĠÉÌÉȟ ĿÅ ÓÅ éÜÓÔÉÃÅ ÅÆÅËÔÉÖÎñ ÒÏÚÌÏĿÉÌÙȟ ÔÁË ÊÓÍÅ Ú ÒÏÚÌÏĿÅÎïÈÏ ÖÚÏÒËÕ 

ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ ÐÒÅÐÁÒÜÔÙ ÐÒÏ ÔÒÁÎÓÍÉÓÎþ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖÏÕ ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÉȢ #ÅÌËÅÍ ÊÓÍÅ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ  

ÄÖÁ ÐÒÅÐÁÒÜÔÙȢ 0ÒÖÎþ ÐÒÅÐÁÒÜÔ ÂÙÌ Ú ÐÅÌÅÔÕȟ ËÔÅÒĻ ÖÚÎÉËÌ ÐÏ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ ÒÏÚÌÏĿÅÎĻÃÈ 6,0ÓȢ 

&ÏÔÏÇÒÁÆÉÉ ÔÏÈÏÔÏ ÐÒÅÐÁÒÜÔÕ ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ ρρ!Ȣ : ÏÂÒÜÚËÕ ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ĿÅ Ö peletu  

ÓÅ ÎÁÃÈÜÚÅÌÙ ÚÂÙÔËÙ ÎÅÒÏÚÌÏĿÅÎĻÃÈ éÜÓÔÉÃȟ ÒĳÚÎï ÁÍÏÒÆÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ÁÇÒÅÇÜÔÙ Á ÍÁÌÜ éÜÓÔ 

ÓÔÒÕËÔÕÒ ÐĠÉÐÏÍþÎÁÊþÃþ ÖÏÌÎï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȢ &ÏÔÏÇÒÁÆÉÉ ÄÒÕÈïÈÏ ÐÒÅÐÁÒÜÔÕ ÐÒÏ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖÏÕ 

ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÉ ÐÁË ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ ρρ"Ȣ 6 ÔÏÍÔÏ ÐĠþÐÁÄñ ÓÅ ÊÅÄÎÁÌÏ ÓÅ Ï ÖÚÏÒÅË 

hōǊłȊŜƪ őΦ 11 ς tƻ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀŎƛ ǊƻȊƭƻȌŜƴȇŎƘ ±[tǎ ƧǎƳŜ ȊƝǎƪŀƭƛ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ  
ƴŜǎǊŀȌŜƴŞ ǇŜƴǘŀƳŜǊȅ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм 
tƻ ǊƻȊƪƭŀŘǳ ±[tǎ ōȅƭȅ ǾƻƭƴŞ ǇŜƴǘŀƳŜǊȅ ƻŘŘŠƭŜƴȅ ƻŘ ƴŜǊƻȊƭƻȌŜƴȇŎƘ őłǎǘƛŎ őƛ ŀƎǊŜƎƻǾŀƴȇŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ 
ǇƻƳƻŎƝ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀŎƛΦ ½Ŝ ǾȊƴƛƪƭŞƘƻ ǇŜƭŜǘǳ ƛ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘǳ ōȅƭȅ ƴłǎƭŜŘƴŠ ǇǌƛǇǊŀǾŜƴȅ ǾȊƻǊƪȅ ǇǊƻ ǘǊŀƴǎƳƛǎƴƝ 
ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾƻǳ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ ǾȊƻrek peletu z ǊƻȊƭƻȌŜƴȇŎƘ őłǎǘƛŎΦ ½ ƻōǊłȊƪǳ ƧŜ 
ǇŀǘǊƴŞΣ ȌŜ ƻōǎŀƘƻǾŀƭ ƴŜǊƻȊƭƻȌŜƴŞ őłǎǘƛŎŜ őƛ ŀƎǊŜƎƻǾŀƴŞ ǇŜƴǘŀƳŜǊȅΦ aƛƳƻ ǘƻ ƧŜ ƳƻȌƴƻ Ǉǌƛ ōƭƛȌǑƝƳ 
ǇƻƘƭŜŘǳ ǾƛŘŠǘ ƛ ǇłǊ ǎǘǊǳƪǘǳǊΣ ƪǘŜǊŞ ƻŘǇƻǾƝŘŀƧƝ ǾƻƭƴȇƳ ǇŜƴǘŀƳŜǊłƳ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tмΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό.ύ  
Ǉŀƪ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ ǾȊƻrek supernatantu z ǊƻȊƭƻȌŜƴȇŎƘ őłǎǘƛŎΦ Wŀƪ ƧŜ Ȋ ƻōǊłȊƪǳ ǇŀǘǊƴŞΣ ǘŀƪ Ǿ supernatantu 
ǎŜ ǾȅǎƪȅǘƻǾŀƭƛ ǇƻǳȊŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅΣ ƧŜƧƛŎƘȌ ǾŜƭƛƪƻǎǘ ƻŘǇƻǾƝŘŀƭŀ ǇŜƴǘŀƳŜǊłƳ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tмΦ /ƻ ƧŜ ƘƭŀǾƴƝΣ ƧŜ ǘƻΣ 
ȌŜ ƴŜŘƻǑƭƻ ƪ ƧŜƧƛŎƘƧ ŀƎǊŜƎŀŎƛ ŀ ȌŜ ƳƻƘƭȅ ōȇǘ ǇƻǳȌƛǘȅ ǇǊƻ ŘŀƭǑƝ ŜȄǇŜrimenty. 
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ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕ Ú ÒÏÚÌÏĿÅÎĻÃÈ éÜÓÔÉÃȢ *ÁË ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ÔÁË Ö ÔÏÍÔÏ ÐĠþÐÁÄñ ÖÚÏÒÅË ÎÅÏÂÓÁÈÏÖÁÌ ĿÜÄÎï 

ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ÁÇÒÅÇÜÔÙȟ ÁÌÅ ÐÏÕÚÅ ÈÏÍÏÇÅÎÎþ ÓÍñÓ ÓÔÒÕËÔÕÒȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÖÅÌÉËÏÓÔ ÓÅ ÐÏÄÌÅ ÍñĠÅÎþ  

v programu Fiji pohybovala kolem 8-ρπ ÎÍȢ 4ÁÔÏ ÖÅÌÉËÏÓÔ ÏÄÐÏÖþÄÜ ÒÏÚÍñÒĳÍ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ 60ρȟ 

ÔÁË ÊÁË ÂÙÌÁ ÕÒéÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ ËÒÙÓÔÁÌÏÖï ÄÉÆÒÁËÃÅ (Liddington et al., 1991)Ȣ .Á ÚÜËÌÁÄñ ÔÏÈÏÔÏ 

ÖĻÓÌÅÄËÕ ÊÓÍÅ ÕÓÏÕÄÉÌÉȟ ĿÅ ÍÅÔÏÄÁ ÒÏÚËÌÁÄÕ ÆÕÎÇÏÖÁÌÁ ÖÅÌÍÉ ÄÏÂĠÅ Á ĿÅ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ 

s ÒÏÚÌÏĿÅÎĻÍÉ ÐÅÎÔÁÍÅÒÁÍÉ ÊÓÍÅ ÍÏÈÌÉ ÐÏÕĿþÔ ÄÜÌÅȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÊÓÍÅ ÎÅÐÏÚÏÒÏÖÁÌÉ ĿÜÄÎĻ ÒÏÚÄþÌ 

v rozkladu VLPs z ÐÒÖÎþ éÉ ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÅȟ Á Ö ÐÒĳÂñÈÕ ÄÁÌĤþÃÈ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔĳ ÊÓÍÅ ÊÅ ÖÏÌÎñ 

ÚÁÍñĐÏÖÁÌÉȢ  

0ĠÅÄÔþÍ ÎÅĿ ÊÓÍÅ ÁÌÅ ÍÏÈÌÉ ÐĠÉÓÔÏÕÐÉÔ Ë pokusu s in vitro vazbou pentamer, tak jsme 

ÍÕÓÅÌÉ ÖÙĠÅĤÉÔ ÊÅÄÎÕ ËÏÍÐÌÉËÁÃÉȢ *ÅÄÎÁÌÏ ÓÅ Ï ÎÅËÏÍÐÁÔÉÂÉÌÉÔÕ ÍÅÚÉ ÐÕÆÒÅÍ ÕÒéÅÎĻÍ  

ÐÒÏ ÒÏÚËÌÁÄ éÜÓÔÉÃ Á ÐÕÆÒÅÍ '4"ȟ ËÔÅÒĻ ÓÅ ÐÏÕĿþÖÜ pro pokus s ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȢ 0ÒÏ ÒÏÚËÌÁÄ éÜÓÔÉÃ 

ÔÏÔÉĿ ÓÌÏÕĿþ ÐÕÆÒ Ó υπÍ- .Á#Ìȟ ÁÌÅ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ .Á#Ì ÖÙĤĤþ ÎÅĿ ςυ Í- ÎÅÐĠþÚÎÉÖñ ÏÖÌÉÖĐÕÊÅ 

ÖÁÚÂÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ë ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍȢ .ÅÇÁÔÉÖÎñ ÏÖÌÉÖĐÕÊÅ ÖÁÚÂÕ Ë ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ É Ð( ÍÅÎĤþ ÎñĿ υ  

éÉ ÖÙĤĤþ ÎÅĿ ωȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÐÕÆÒÕ ÐÒÏ ÒÏÚËÌÁÄ éÜÓÔÉÃ ÊÅ ÁÌÅ Ð( ÄÏÓÔÉ ÖÙÓÏËï Á ÔÏ ËÏÌÅÍ ψ,8.  

0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÐĳÖÏÄÎñ ÚËÏÕĤÅÌÉȟ ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ 6,0Ó ÄÁÊþ ÒÏÚÌÏĿÉÔ Ö pufru GTB s ÐĠþÄÁÖËÅÍ ς Í- $44  

Á ÚÖĻĤÅÎÏÕ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃþ %'4! ɉÎÁ υ Í-ɊȢ 6 tomto pufru ale k ÒÏÚËÌÁÄÕ 6,0Ó ÎÅÄÏĤÌÏ  

ɉÄÁÔÁ ÎÅÕËÜÚÜÎÁɊȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÊÓÍÅ ÓÅ ÔÅÄÙ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÄÉÁÌÙÚÏÖÁÔ ÒÏÚÌÏĿÅÎï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȟ  

ÊÅĿ ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÐÏÄÌÅ ÐĳÖÏÄÎþ ÎÜÖÏÄÕ, do pufru GTBȢ $ÉÁÌÙÚÁÃÅ ÁÌÅ ÄÏÐÁÄÌÁ ÂÅÚ ĭÓÐñÃÈÕ  

Á ÄÏĤÌÏ Ë ÖÅÌËï ÁÇÒÅÇÁÃÉ ÐÅÎÔÁÍÅÒ ɉÄÁÔÁ ÎÅÕËÜÚÜÎÁɊȢ .Á ĭÐÌÎĻ ÚÜÖñÒ ÊÓÍÅ ÓÅ ÔÅÄÙ ÐÏËÕÓÉÌÉ 

ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÄÏ ÐÕÆÒÕ '4" ÐĠþÍÏ ÎÁĠÅÄÉÔȢ : ÔÏÈÏ ÄĳÖÏÄÕ ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÔĠÉ ÐÒÅÐÁÒÜÔÙ  

pro elektronovou mikroskoÐÉÉȟ ËÄÅ ÂÙÌÙ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ 60ρ ÚĠÅÄñÎÙ ÐÕÆÒÅÍ '4"Ȣ  

.Á ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρς! ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ÊÅĿ ÂÙÌÙ ÚĠÅÄñÎÙ ςØȢ .Á ÏÂÒÜÚku  

éȢ ρς" ÐÁË ÂÙÌÙ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ υØ ÚĠÅÄñÎï Á ÏÂÒÜÚÅË éȢ ρς# ÐÏÃÈÜÚþ Ú ρπØ ÚĠÅÄñÎïÈÏ ÖÚÏÒËÕȢ 

Z ÏÂÒÜÚËÕ ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ĿÅ ÔÅÎÔÏËÒÜÔ ÎÅÄÏĤÌÏ Ë ÁÇÒÅÇÁÃÉ ÁÎÉ Õ ÊÅÄÎÏÈÏ ÖÚÏÒËÕȢ +ÄÙĿ ÊÓÍÅ ÓÉ ÏÖñĠÉÌÉȟ 

ĿÅ ÐĠÉ ÐĠþÍïÍ ÚĠÅÄñÎþ ÎÅÄÏÃÈÜÚþ ËÅ ÓÒÁĿÅÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ÔÁË ÊÓÍÅ ÚÍñĠÉÌÉ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÒÏÚÌÏĿÅÎĻÃÈ éÜÓÔÉÃþÃÈ ɉρȟσψ ÍÇȾÍÌɊ Á ÐĠÉÓÔÏÕÐÉÌÉ ÊÓÍÅ Ë ÔÅÓÔÏÖÜÎþÍ ÖÁÚÂÙ Ö in vitro 

experimentu. 
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5.1.3 IN VITRO VAZBA PENTAMER PROTEINU VP1 K aLYwh¢¦.¦[® 

0ÏÔï ÃÏ ÂÙÌÏ ÏÖñĠÅÎÏȟ ĿÅ ÄÏÃÈÜÚþ Ë rozpÁÄÕ 6,0Ó ÎÁ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ Á ĿÅ ÓÅ ÔÙÔÏ 

ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐĠÉ ÚĠÅÄñÎþ Ö '4" ÐÕÆÒÕ ÎÅÓÒÜĿþȟ ÐÏËÒÏéÉÌÉ ÊÓÍÅ Ë ÐĠþÐÒÁÖñ in vitro experimentu.  

4ÅÎ ÂÙÌ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎ ÄÌÅ ÎÜÖÏÄÕȟ ÊÅÎĿ ÂÙÌ ÐĠÉÌÏĿÅÎ ÓÐÏÌÕ Ó -ÉÃÒÏÔÕÂÕÌÅ "ÉÎÄÉÎÇ 0ÒÏÔÅÉÎ 3ÐÉÎ-down 

!ÓÓÁÙ +ÉÔÅÍ ɉ#ÙÔÏÓËÅÌÅÔÏÎȟ )ÎÃȢɊȢ 0ÒÉÎÃÉÐÅÍ ÔïÔÏ ÍÅÔÏÄÙ ÂÙÌÏȟ ĿÅ ÓÅ ÎÅÊÐÒÖÅ ÎÅÃÈÁÌ in vitro 

ÐÏÌÙÍÅÒÏÖÁÔ ÔÕÂÕÌÉÎ ÄÏ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ + ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÂÙÌÏ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÐĠÉÄÜÎÏ 

ÄÅÆÉÎÏÖÁÎï ÍÎÏĿÓÔÖþ ÔÅÓÔÏÖÁÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ɉς éÉ υ АÇɊ Á ÒÅÁËÃÅ ÂÙÌÁ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÁ ÐÏ ÄÏÂÕ  

σπ ÍÉÎÕÔȢ 0ÏÔï ÂÙÌ ÎÁÖÜÚÁÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ ÏÄ ÔÏÈÏ ÎÅÖÜÚÁÎïÈÏ ÏÄÄñÌÅÎ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþ ÐĠÅÓ φπϷ 

ɉ6Ⱦ6Ɋ ÇÌÙÃÅÒÏÌÏÖĻ ÐÏÌĤÔÜĠ ɉÔÚÖȢ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒɊȢ 6 ÐĠþÐÁÄñȟ ĿÅ ÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎ ÖÜÚÁÌ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ  

hōǊłȊŜƪ őΦ 12 ς wƻȊƭƻȌŜƴŞ őłǎǘƛŎŜ Ǉǌƛ 
ȊǌŜŘŠƴƝ Ǿ D¢. ǇǳŦǊǳ ƴŜŀƎǊŜƎǳƧƝ 
Pro ǘŜǎǘƻǾłƴƝΣ ƧŜǎǘƭƛ ǎŜ ǇŜƴǘŀƳŜǊȅ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ǾłȌƝ 
ƴŀ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭȅ ōȅƭƻ ƴǳǘƴŞΣ ŀōȅ ƴŜŘƻŎƘłȊŜƭƻ 
k jejich agregaci ōŠƘŜƳ in vitro reakce. Proto jsme 
ǇŜƴǘŀƳŜǊȅ ǌŜŘƛƭƛ Ǿ GTB pufru 2x (A), 5x (B)  
a 10x(C) a sledovali, jestli dojde k agregaci.  
Wŀƪ ƧŜ ǇŀǘǊƴŞΣ ǘŀƪ ŀƴƛ Ǉǌƛ ƧŜŘƴƻƳ ȊǌŜŘŠƴƝ ƴŜŘƻŎƘłȊƝ 
k agregaci pentamer. 
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ÔÁË ÐĠÉ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ ÓÐÏÌÕ Ó mikrotubuly peletoval na dno zkumavky. Pokud se protein 

ÎÅÖÜÚÁÌȟ ÍñÌ ÚĳÓÔÁÔ Ö ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕȢ 0ÒÏÔÏ ÂÙÌÏ ÄĳÌÅĿÉÔï otestovat, jestli se pentamery proteinu 

VP1 v '4" ÐÕÆÒÕ ÎÅÓÒÜĿþȟ ÐÒÏÔÏĿÅ ËÄÙÂÙ ÁÎÏȟ ÍÏÈÌÙ ÂÙ ÒÏÖÎñĿ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÔ ÓÒÚÅ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒȢ 

+ÒÏÍñ ÓÁÍÏÔÎïÈÏ ÔÅÓÔÏÖÁÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÊÓÍÅ Ö ÒÜÍÃÉ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÕ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ É ĠÁÄÕ ËÏÎÔÒÏÌȟ 

ËÔÅÒï ÎÜÓ ÍñÌÉ ÕÊÉÓÔÉÔȟ ĿÅ ÎÁĤÅ ÒÅÁËéÎþ ÐÏÄÍþÎËÙ ÆÕÎÇÕÊþȢ +ÒÏÍñ ÒÅÁËÃþ Ó proteinem VP1  

ÊÓÍÅ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ É ÒÅÁËÃÅȟ ËÄe byly k ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÐĠÉÄÜÎÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙ -!0 ÆÒÁËÃÅ Ó ÐÒÏËÜÚÁÎÏÕ 

ÓÃÈÏÐÎÏÓÔþ ÖÜÚÁÔ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ɉÐÏÚÉÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁɊ éÉ ÐÒÏÔÅÉÎ "3!ȟ ÊÅÎĿ ÔÕÔÏ ÓÃÈÏÐÎÏÓÔ ÎÅÍñÌ 

ɉÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁɊȢ #ÅÌËÅÍ ÓÅ ÔÁËÔÏ ÂñÈÅÍ ÊÅÄÎÏÈÏ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÕ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÏ ÏÓÍ ÖÚÏÒËĳȢ 

0ĠÉ ÐÒÖÎþÍ ÐÏËÕÓÕ ÊÓÍÅ ÔÅÎÔÏ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔ ÐÒÏÖÅÄÌÉ ÃÅÌĻ ÄÌÅ ÎÜÖÏÄÕ ÖĻÒÏÂÃÅ Á #ÕÓÈÉÏÎ 

ÐÕÆÒ ÊÓÍÅ ÐĠÅÖÒÓÔÖÉÌÉ ÖÅĤËÅÒĻÍ ÏÂÊÅÍÅÍ ÒÅÁËéÎþ ÓÍñÓÉ ɉυπ АÌɊȢ 0Ï ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ ÊÓÍÅ  

ÐÏÔï Ú ÖÒÃÈÕ ÖÚÏÒËÕ ÏÄÅÂÒÁÌÉ ÚÎÏÖÕ υπ АÌ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕȟ ÐÒÏÔÏĿÅ ÓÅ ÐĠÅÄÐÏËÌÜÄÁÌÏȟ  

ĿÅ ÓÅ ÎÅÎÁÖÜÚÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÄÏ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒÕ ÖĳÂÅÃ ÎÅÄÏÓÔÁÎÏÕȢ $ÜÌÅ ÓÅ ÏÐÁÔÒÎñ ÏÄÅÂÒÁÌ ÚÂÙÔÅË 

#ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒÕ Á ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÁÌ ÓÅ ÐÅÌÅÔȢ 0ĠÉ ÎÜÓÌÅÄÎï ÓÅÐÁÒÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏÍÏÃþ 3$3-PAGE  

Á ÏÂÁÒÖÅÎþÍ ÇÅÌÕ ÐÏÍÏÃþ #ÏÏÍÁÓÓÉÅ ÊÓÍÅ ÁÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÖĳÂÅÃ ÎÅÂÙÌÉ ÓÃÈÏÐÎÉ Ö ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕ 

dÅÔÅËÏÖÁÔȟ Á ÔÏ ÁÎÉ Õ ÖÚÏÒËĳȟ ËÄÅ ĿÜÄÎï ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÐĠÉÄÜÎÙ ÎÅÂÙÌÙȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÎÅÂÙÌ 

ÄÅÔÅËÏÖÜÎ ÁÎÉ ÐÏÍÏÃþ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ ɉÄÁÔÁ ÎÅÕËÜÚÜÎÁɊȢ *Å ÔÅÄÙ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎïȟ  

ĿÅ É ËÄÙĿ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÅÂÙÌÙ ÓÃÈÏÐÎÙ ÂÅÚ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÔ ÎÁ ÄÎÏ 

zkumavky, ÚÁÐÕÔÏÖÁÌÙ ÄÏ ρππ АÌ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒÕȟ Á ÐÒÏÔÏ ÊÅ ÎÅÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÄÅÔÅËÏÖÁÔ ÖÅ ÖÒÃÈÎþ 

éÜÓÔÉ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÐÏËÕÓ ÍÏÄÉÆÉËÏÖÁÌÉ ÔÁËȟ ÊÁË ÊÅ ÐÏÐÓÜÎ Ö kapitole 4.5.15.  

-þÓÔÏ υπ АÌ ÊÓÍÅ #ÕÓÈÉÏÎ ÐÕÆÒ ÐĠÅÖÒÓÔÖÉÌÉ ÐÏÕÚÅ σπ АÌ ÒÅÁËéÎþ ÓÍñÓÉ Á ÚÂÙÌĻÃÈ ςπ АÌ ÊÓÍe  

ÓÉ ÐÏÎÅÃÈÁÌÉ ÐÒÏ ÕÒéÅÎþ ÒÅÆÅÒÅÎéÎþÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÖÓÔÕÐÎþÈÏ ÍÁÔÅÒÉÜÌÕȢ 0ĠÉ ÔïÔÏ ĭÐÒÁÖñ ÐÏÓÔÕÐÕ 

ÊÓÍÅ ÊÉĿ ÖÚÏÒËÙ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕ ÎÅÏÄÅÂþÒÁÌÉȢ 0ÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ Ö ÐÒÖÎþÍ ÐĠþÐÁÄñ ÊÓÍÅ ÐÒÏÔÅÉÎÙ  

v ψ ÖÚÏÒÃþÃÈ ÓÅÐÁÒÏÖÁÌÉ ÐÏÍÏÃþ 3$3-0!'% Á ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÊÓÍÅ ÏÂÁÒÖÉÌÉ ÐÏÍÏÃþ ÂÁÒvy Coomassie. 

6ĻÓÌÅÄÅË ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρσȢ 0ÏÍÏÃþ ÐÒÏÇÒÁÍÕ &ÉÊÉ ÊÓÍÅ ÐÒÏ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï 

ÐÒÏÕĿËÙ Ö ÇÅÌÕ ÓÔÁÎÏÖÉÌÉ ÊÅÊÉÃÈ ÉÎÔÅÎÚÉÔÕȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ÎÏÒÍÁÌÉÚÏÖÜÎÁȟ ÔÁË ÁÂÙ ÏÄÐÏÖþÄÁÌÁ 

ÐĳÖÏÄÎþÍÕ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÒÅÁËéÎþ ÓÍñÓþ ÐĠÅÄ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþ ɉÐoÄÒÏÂÎñÊÉ v kapitole 

τȢυȢρυɊȢ -ÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ Ö ÐÅÌÅÔÕ ÊÓÍÅ ÎÁËÏÎÅÃ ÖÙÊÜÄĠÉÌÉ ÊÁËÏ ÐÒÏÃÅÎÔÏ ÐĳÖÏÄÎþÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ 

proteinu v ÒÅÁËéÎþ ÓÍñÓÉ ÐĠÅÄ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃþȢ :þÓËÁÎï ÈÏÄÎÏÔÙ ÊÓÏÕ ÓÈÒÎÕÔÙ Ö ÔÁÂÕÌÃÅ éȢ φȢ 

*ÁË ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρσȟ ÔÁË ÖÅ ÖĤÅÃÈ ÖÚÏÒÃþÃÈȟ ËÄÅ ÂÙÌÙ ÐĠÉÄÜÎÙ 

mikrotubuly ( vÚÏÒÅË éȢ ρȟ ςȟ σȟ χ Á ψɊ ÄÏĤÌÏ Ë ÓÅÄÉÍÅÎÔÁÃÉ ÔÕÂÕÌÉÎÕȢ 0ÏÄÌÅ ÉÎÆÏÒÍÁÃþ ÖĻÒÏÂÃÅ ËÉÔÕ 

by v ÐĠþÐÁÄñ ÔÕÂÕÌÉÎÕ ÍñÌÏ Ö ÐÅÌÅÔÕ ÂĻÔ ÖþÃÅ ÊÁË ψπ Ϸ ÖÓÔÕÐÎþÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕȢ  

4Ï ÂÙÌÏ ÓÐÌÎñÎÏ ÐÏÕÚÅ Ö ÐĠþÐÁÄñ ÖÚÏÒËĳ éȢ ςȟ σ Á χȢ 5 ÖÚÏÒËĳ éȢ ρ Á ψ ÔÁÔÏ ÈÏÄÎÏÔÁ ÂÙÌÁ ÍÅÎĤþȟ  

Á ÔÏ ττ Ϸ Á υφ ϷȢ 4Ï ÐÒÏé Õ ÔñÃÈÔÏ ÖÚÏÒËĳ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÌÁ ÊÅÎ ÚÈÒÕÂÁ ÐÏÌÏÖÉÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÊÅ 

ÔñĿËï ĠþÃÉȢ 2ÏÌÉ ÂÙ Ö ÔÏÍÔÏ ÐĠþÐÁÄñ ÍÏÈÌÁ ÈÒÜÔ É ÍÅÔÏÄÉËÁ ÍñĠÅÎþȢ 4ÕÂÕÌÉÎ ÂÙÌ ÔÏÔÉĿ Ö ÒÅÁËéÎþÃÈ 

ÓÍñÓþÃÈ ÏÐÒÏÔÉ ÏÓÔÁÔÎþÍ ÐÒÏÔÅÉÎĳÍ ÖÅ ÖÅÌËïÍ ÐĠÅÂÙÔËÕȟ Á ÔÕÄþĿ ÂÙÌ ÊÅÈÏ ÓÉÇÎÜÌ ÖÅÌÍÉ 

ÐĠÅÓÙÃÅÎĻȢ 4Ï ÂÙ ÐÁË ÍÏÈÌÏ ÖïÓÔ ËÅ ÚËÒÅÓÌÅÎþ ÓËÕÔÅéÎĻÃÈ ÈÏÄÎÏÔȢ 6ÚÈÌÅÄÅÍ Ë tomu,  
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ĿÅ ÁÌÅ Ö ÏÓÔÁÔÎþÃÈ ÖÚÏÒÃþÃÈ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÌÙ ÐÏÄÌÅ ÏéÅËÜÖÜÎþ Á ÔÁËï ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÔÏÈÏȟ 

ĿÅ ÓÅÄÉÍÅÎÔÁÃÅ ÏÓÔÁÔÎþÃÈ ËÏÎÔÒÏÌÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÒÏÖÎñĿ ÏÄÐÏÖþÄÁÌÁ ÐĠÅÄÐÏËÌÁÄÕȟ ÊÓÍÅ ÓÅ ÔþÍÔÏ 

ÐÒÏÂÌïÍÅÍ ÄÜÌÅ ÎÅÚÁÏÂþÒÁÌÉȢ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 13 ς aƛƪǊƻǘǳōǳƭȅ ŀ ƪƻƴǘǊƻƭƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ǎŜŘƛƳŜƴǘǳƧƝ ǇƻŘƭŜ ƴŀǑŜƘƻ ƻőŜƪłǾłƴƝ 
tƻ ǇǌƝǇǊŀǾŠ ǾȊƻǊƪǻ ōȅƭȅ ǇǊƻǘŜƛƴȅ Ƨŀƪ Ǿ peletu (P) tak v ǊŜŦŜǊŜƴőƴƝƳ ǾȊƻǊƪǳ όwύ ǎŜǇŀǊƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ  
SDS-PAGE a ƴłǎƭŜŘƴŠ ǾƛȊǳŀƭƛȊƻǾłƴȅ ōŀǊǾŜƴƝƳ v Coomassie. YƻƴǘǊƻƭƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ǎŜŘƛƳŜƴǘƻǾŀƭȅ  
ŘƭŜ ƻőŜƪłǾłƴƝΦ ¢ǳōǳƭƛƴΣ ƧŜȌ ǘǾƻǌƛƭ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻΣ ōȅƭ ǾŜ ǾȊƻrŎƝŎƘ őΦ мΣ нΣ оΣ т ŀ у Ƨŀƪ Ǿ ǊŜŦŜǊŜƴőƴƝƳ 
ƳƴƻȌǎǘǾƝΣ ǘŀƪ i v ǇŜƭŜǘǳΦ CǊŀƪŎŜ a!t ǇǊƻǘŜƛƴǻ ōȅƭŀ ǇƻŘƭŜ ƻőŜƪłǾłƴƝ ǇǌƝǘƻƳƴł Ǿ peletu spolu 
s ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭȅ όǾȊƻǊŜƪ őΦ нύ ŀ ƴŀƻǇŀƪ ŎƘȅōŠƭŀ Ǿ peletu, ƪŘȅȌ ǾŜ ǾȊƻǊƪǳ ƴŜōȅƭȅ ǇǌƝǘƻƳƴȅ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭȅ 
όǾȊƻǊŜƪ őΦ пύΦ tǊƻǘŜƛƴ .{! ƴŜōȅƭ ǇǌƝǘƻƳŜƴ Ǿ ǇŜƭŜǘǳ ǳ ǾȊƻǊƪǳ őΦ о ŀƴƛ őΦ рΦ ¢ǳŘƝȌ ǘŜƴǘƻ ǇǊƻǘŜƛƴ ƴŜƴƝ ǎŎƘƻǇŜƴ 
ǾłȊŀǘ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭȅ ŀ ŀƴƛ ƴŜŘƻƪłȌŜ ǎŜŘƛƳŜƴǘƻǾŀǘ ǎƪǊȊŜ /ǳǎƘƛƻƴ ǇǳŦǊ ǎłƳ ƻ ǎƻōŠΦ ± ǇǌƝǇŀŘŠ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм, 
ŀƭŜ ƴŜōȅƭƻ ƳƻȌƴŞ ǳǊőƛǘΣ ƧŜǎǘƭƛ ǎŜ ƴŀ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭȅ ǾłȌŜ ŀƴŜōƻ ƴŜΣ ǇǊƻǘƻȌŜ ƧŜƘƻ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ōȅƭƻ ǇƻŘ 
ŘŜǘŜƪőƴƝƳ ƭƛƳƛǘŜƳ ōŀǊǾŜƴƝ ǇƻƳƻŎƝ Coomassie. 
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¢ŀōǳƭƪŀ őΦ с ς Procento proteinu v peletu Ǉƻ ŀƴŀƭȇȊŜ ƻōŀǊǾŜƴȇŎƘ ƎŜƭǻ 
±ȊǘŀȌŜƴƻ ƪ ŎŜƭƪƻǾŞƳǳ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ǇǊƻǘŜƛƴǳ Ǿ ǊŜŀƪőƴƝ ǎƳŠǎƛ 

 Tubulin MAP BSA VP1 

±ȊƻǊŜƪ őΦ м 44 % ς ς ς 

±ȊƻǊŜƪ őΦ н 82 % 81 % ς ς 

±ȊƻǊŜƪ őΦ о 81 % ς 13 % ς 

±ȊƻǊŜƪ őΦ п ς 10 % ς ς 

±ȊƻǊŜƪ őΦ р ς ς 4 % ς 

±ȊƻǊŜƪ őΦ с ς ς ς ƴŜŘŜǘŜƪƻǾłƴ 

±ȊƻǊŜƪ őΦ т 99 % ς ς ƴŜŘŜǘŜƪƻǾłƴ 

±ȊƻǊŜƪ őΦ у 56 % ς ς ƴŜŘŜǘŜƪƻǾłƴ 

.Á ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρσ ÍĳĿÅÍÅ ÒÏÖÎñĿ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔȟ ĿÅ ÖĤÅÃÈÎÙ ËÏÎÔÒÏÌÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÌÉ 

s ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÄÌÅ ÏéÅËÜÖÜÎþȢ *ÁËÏ ÐÏÚÉÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁȟ ĿÅ ÓÅ ÚÁ ÎÁĤÉÃÈ ÒÅÁËéÎþÃÈ ÐÏÄÍþÎÅË 

ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÍÏÈÌÙ ÖÜÚÁÔ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÎÜÍ ÓÌÏÕĿÉÌÁ -!0 ÆÒÁËÃÅȟ ËÔÅÒÜ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌÁ ÎñËolik 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ó ÐÒÏËÜÚÁÎÏÕ ÓÃÈÏÐÎÏÓÔþ ÖÜÚÁÔ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÖÚÏÒËÕ éȢ ςȟ ËÄÅ ÓÅ ËÒÏÍñ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ -!0 ÆÒÁËÃÅ ÎÁÃÈÜÚÅÌÙ É ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔȟ ĿÅ ÄÏĤÌÏ Ë jejich kosedimentaci. 

0ÏÄÌÅ ÎÜÖÏÄÕ ÂÙ ÖÁÚÂÁ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ë ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÍñÌÁ ÖÙĭÓÔÉÔ ÖÅ ÖþÃÅ ÊÁË 80% sedimentaci 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÆÒÁËÃÅ -!0Ȣ 6 ÎÁĤÅÍ ÐĠþÐÁÄñ ÊÓÍÅ ÎÁÍñĠÉÌÉȟ ĿÅ ÓÅ Ö ÐÅÌÅÔÕ ÎÁÃÈÜÚþ ÚÈÒÕÂÁ ψρ Ϸ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÊÓÍÅ ÖÅ ÖÚÏÒËÕ éȢ τȟ ËÄÅ ÎÅÂÙÌÙ ĿÜÄÎï ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÎÁÍñĠÉÌÉȟ  

ĿÅ ÄÏĤÌÏ Ë ÓÅÄÉÍÅÎÔÁÃÉ ÐÏÕÚÅ τ Ϸ ÐÒÏÔÅÉÎĳ -!0 ÆÒÁËÃÅȟ ÃÏĿ ÎÜÍ ÐÏÔÖÒÚÕÊÅȟ ĿÅ ÂÅÚ ÖÁÚÂÙ 

k ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÔÙÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÎÅÍÏÈÌÙ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÔ ÎÁ ÄÎÏ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁéÎþ ÚËÕÍÁÖËÙȢ  

*ÁËÏ ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁ ÎÜÍ ÓÌÏÕĿÉÌ ÐÒÏÔÅÉÎ "3!ȟ ËÔÅÒĻ ÓÅ ËÅ ÓÔÒÕËÔÕĠÅ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÎÅÎþ 

ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÜÚÁÔȢ 4Ï ÎÜÍ ÐÏÔÖÒÚÕÊÅ É ÖÚÏÒÅË éȢ σȟ ËÄÅ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚÅÌÙ ÊÁË mikrotubuly, tak protein 

BSA. V ÔÏÍÔÏ ÖÚÏÒËÕ ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔȟ ĿÅ ÄÏĤÌÏ Ë ÓÅÄÉÍÅÎÔÁÃÉ ÖþÃÅ ÊÁË ψρ Ϸ ÖĤÅÃÈ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ  

0ÒÏÔÅÉÎ "3! ÁÌÅ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÌ ÊÅÎ ÚÅ ρσ ϷȢ 0ÏËÕÄ ÂÙ ÄÏĤÌÏ Ë ÊÅÈÏ ÖÁÚÂñ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ  

tak by v ÐÅÌÅÔÕ ÍÕÓÅÌÏ ÂĻÔ ÖþÃÅ ÊÁË ψπ Ϸ ÐÏÕĿÉÔïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕȢ 0ÏÄÌÅ ÏéÅËÜÖÜÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ "3!  

nebyl schopen sedimentovat ani v ÎÅÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ 6Å ÖÚÏÒËÕ éȢ υ ÂÙÌÏ Ö peletu  

jen 4 % proteinu BSA.  

"ÏÈÕĿÅÌ ÊÓÍÅ ÁÌÅ ÎÁ ÏÂÁÒÖÅÎïÍ ÇÅÌÕ ÎÅÂÙÌÙ ÓÃÈÏÐÎÉ ÄÅÔÅËÏÖÁÔ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȟ  

a to nejen v peletech, ale ani v ÒÅÆÅÒÅÎéÎþÃÈ ÖÚÏÒÃþÃÈȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÓÅ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÄÅÔÅËÏÖÁÔ  

ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÖÅ ÖÚÏÒÃþÃÈ φ-ψ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕ Á ÖĻÓÌÅÄÅË ÕËÁÚÕÊÅ ÏÂÒÜÚÅË éȢ ρτȢ  

0ÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ Ö ÐĠþÐÁÄñ ÏÂÁÒÖÅÎĻÃÈ ÇÅÌĳ ÊÓÍÅ É ÐÏ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ ÚÍñĠÉÌÉ ÓÉÇÎÜÌ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 

v ÐÅÌÅÔÕ ɉ0Ɋ Á ÒÅÆÅÒÅÎéÎþÍ ÖÚÏÒËÕ ɉ2Ɋ Á ÚþÓËÁÎï ÈÏÄÎÏÔÙ ÊÓÍÅ ÎÏÒÍÁÌÉÚÏÖÁÌÉ ÎÁ ÐĳÖÏÄÎþ 

ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ Ö reakci. Procento proteinu VP1 v ÐÅÌÅÔÕ ÂÙÌÏ ÖÙÊÜÄĠÅÎÏ ÊÁËÏ ÐÏÄþÌ 

ÎÏÒÍÁÌÉÚÏÖÁÎïÈÏ ÓÉÇÎÜÌÕ Ö ÐÅÌÅÔÕ Á ÎÏÒÍÁÌÉÚÏÖÁÎïÈÏ ÓÉÇÎÜÌÕ Ö ÒÅÆÅÒÅÎéÎþÍ ÖÚÏÒËÕȢ  

6ÙÐÏéÔÅÎï ÈÏÄÎÏÔÙ ÔÏÈÏÔÏ ÍñĠÅÎþ ÊÓÏÕ ÐÒÅÚÅÎÔÏÖÜÎÙ Ö ÔÁÂÕÌÃÅ éȢ 7. 
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¢ŀōǳƭƪŀ őΦ 7 ς Procento proteinu VP1 v peletu Ǉƻ ƛƳǳƴƻŘŜǘŜƪŎƛ ǇǊƻǘƛƭłǘƪƻǳ 
±ȊǘŀȌŜƴƻ ƪ ŎŜƭƪƻǾŞƳǳ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ǇǊƻǘŜƛƴǳ Ǿ ǊŜŀƪőƴƝ ǎƳŠǎƛ 

 VP1 
±ȊƻǊŜƪ őΦ с 0 % 
±ȊƻǊŜƪ őΦ т 3 % 
±ȊƻǊŜƪ őΦ у 0 % 

: ÏÂÒÜÚËÕ éȢ  ρτ Á ÔÁÂÕÌËÙ éȢ φ ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ĿÅ ÓÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÍÙĤþÈÏ 

ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÎÅÖÜĿþ ÂÕì ÖĳÂÅÃ ÁÎÅÂÏ ÊÅÎ ÖÅÌÍÉ ÎÅÅÆÅËÔÉÖÎñȢ .Á ÖÚÏÒËÕ éȢ φ 

ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔ ÁÂÓÅÎÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÐÅÌÅÔÕȟ ÁÌÅ ÊÅÈÏ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔ Ö ÒÅÆÅÒÅÎéÎþÍ ÖÚÏÒËÕȢ  

To ÎÜÍ ÐÏÔÖÒÄÉÌÏȟ ĿÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ 60ρ ÎÅÂÙÌÙ ÐĠÉ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ ÓÃÈÏÐÎÙ ÓÅÄÉÍÅÎÔÏÖÁÔ  

ÎÁ ÄÎÏ ÚËÕÍÁÖËÙ ÓÁÍÉ Ï ÓÏÂñȢ 6Å ÖÚÏÒËÕ éȢ χ ÊÉĿ ÍÁÌï ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ Ö peletu bylo,  

ale jen zhruba 3 % z ÃÅÌËÏÖïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÏ ÄÏ ÒÅÁËÃÅ ÐÏÕĿÉÔÏȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÖÚÏÒËÕ éȢ ψȟ 

ËÄÅ ÂÙÌÙ ÐÏÕĿÉÔÙ ÐÏÕÚÅ ς АÇ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö reakci s ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÎÅÂÙÌ Ö ÐÅÌÅÔÕ ÐĠþÔÏÍÎĻ  

ÊÉĿ ÖĳÂÅÃ ĿÜÄÎĻ ÓÉÇÎÜÌ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 

.Á ËÏÎÅÃ ÊÓÍÅ ÓÅ ÊÅĤÔñ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÐĠÉÐÒÁÖÉÔ ÐÒÅÐÁÒÜÔÙ ÐÒÏ ÔÒÁÎÓÍÉÓÎþ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖÏÕ 

ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÉȢ #ÈÔñÌÉ ÊÓÍÅ ÔÏÔÉĿ ÏÖñĠÉÔȟ ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÎÅÖÜĿþ ÍÁÌï  

ÓÈÌÕËÙ ÐÅÎÔÁÍÅÒ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ËÔÅÒï ÂÙ ÍÏÈÌÙ ÏÄÐÏÖþÄÁÔ ÏÎñÍ σ Ϸ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö peletu  

ɉÖÉÚȢ ÏÂÒÜÚÅË ρτɊȢ 3ÁÍÏÔÎï ÐÒÅÐÁÒÜÔÙ ÐÒÏ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖÏÕ ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÉ ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ Ú ÍÁÌïÈÏ 

ÏÂÊÅÍÕ ÒÅÁËéÎþÃÈ ÓÍñÓþ ÖÚÏÒËÕ éȢ ρ Á χ ÐÏ σπÍÉÎÕÔÏÖï ÉÎËÕÂÁÃÉȟ ÁÌÅ ÐĠÅÄÔþÍ ÎñĿ ÂÙÌÙ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 14 ς tǊƻǘŜƛƴ ±tм ƧŜ ǇǌƝǘƻƳŜƴ Ǿ peletech v ǇǌƝǘƻƳƴƻǎǘƛ ǘǳōǳƭƛƴǳ ǾŜ ǾŜƭƳƛ 
ƳŀƭŞƳ ƳƴƻȌǎǘǾƝ 
VȊƻǊƪȅ őΦ мΣ сΣ т ŀ у byly ǎŜǇŀǊƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ {5{-PAGE a ƴłǎƭŜŘƴŠ ōȅƭȅ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǳ 
ǇǌŜƴŜǎŜƴȅ ƴŀ ƴƛǘǊƻŎŜƭǳƭƽȊƻǾƻǳ ƳŜƳōǊłƴǳΦ tǊƻǘŜƛƴ ±tм ōȅƭ ŘŜǘŜƪƻǾłƴ ǇƻƳƻŎƝ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅΦ  
±ȊƻǊŜƪ őΦ с ǳƪłȊŀƭΣ ȌŜ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм ƴŜƴƝ ǎŎƘƻǇŜƴ ǎłƳ ƻ ǎƻōŠ ǎŜŘƛƳŜƴǘƻǾŀǘ ǇǌŜǎ /ǳǎƘƛƻƴ ǇǳŦǊΦ U vzorku őΦ т 
se protein v peletu vyskȅǘƻǾŀƭ ǾŜ ǾŜƭƳƛ ƳŀƭŞƳ ƳƴƻȌǎǘǾƝ a ǳ ǾȊƻǊƪǳ őΦ у ƧǎƳŜ ǇǊƻǘŜƛƴ Ǿ ǇŜƭŜǘǳ ƧƛȌ ƴŜōȅƭƛ 
schopni detekovat.   
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ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÏÖÜÎÙȢ /ÂÜÖÁÌÉ ÊÓÍÅ ÓÅ ÔÏÔÉĿȟ ĿÅ ÐÏ ÒÏÚÐÌÁÖÅÎþ ÐÅÌÅÔÕ ÂÙ ÍÏÈÌÏ ÄÏÊþt  

i k ÆÒÁÇÍÅÎÔÁÃÉ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ  6Å ÖÚÏÒËÕ éȢ ρ ɉÏÂÒÜÚÅË ρυ!Ɋȟ ËÔÅÒĻ ÓÌÏÕĿÉÌ  

ÊÁËÏ ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁȟ ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÖÌÜËÎÉÔï ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ĤþĠËÁ  

se pohybovala kolem 22-ςτ ÎÍȟ ÃÏĿ ÏÄÐÏÖþÄÜ ÐÕÂÌÉËÏÖÁÎĻÍ ÈÏÄÎÏÔÜÍȢ 0ÒÅÐÁÒÜÔ ÚÅ Özorku  

éȢ χȟ ËÔÅÒĻ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌ ÊÁË ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÔÁË ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ÍĳĿÅÍÅ ÖÉÄñÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ 

15B. I v ÔÏÍÔÏ ÐĠþÐÁÄñ ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ 2ÏÖÎñĿ ÍĳĿÅÍÅ Ö ÐÏÚÁÄþ 

ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ É ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÐÅÎÔÁÍÅÒ 60ρȟ ËÔÅÒï ÁÌÅ ÎÅÊÓÏÕ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÅÃÈ ÖÜÚÁÎï Á ÁÎÉ ÎÅÖÙÔÖÜĠþ 

ĿÜÄÎï ÐÏÚÏÒÏÖÁÔÅÌÎï ÓÈÌÕËÙȢ .Á ÏÂÒÜÚËÕ ÌÚÅ ÊÅĤÔñ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ É ËÏÕÓÅË ÁÇÒÅÇÏÖÁÎïÈÏ ÍÁÔÅÒÉÜÌÕȟ 

ËÔÅÒĻ ÓÅ ÁÌÅ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÎÅÖÜÚÁÌȢ *ÅÈÏ ÓÌÏĿÅÎþÍ ÊÓÍÅ ÓÉ ÎÅÂÙÌÉ ÊÉÓÔÉȟ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÓÅ Íohlo 

ÊÅÄÎÁÔ Ï ÓÍñÓ ÎÅÚÐÏÌÙÍÅÒÏÖÁÎïÈÏ ÔÕÂÕÌÉÎÕ Á ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 4ÅÎÔÏ ÁÇÒÅÇÜÔ ÂÙ ÍÏÈÌ ÂĻÔ  

ÔÁËï ÚÏÄÐÏÖñÄÎĻ ÚÁ ÓÌÁÂĻ ÓÉÇÎÜÌ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÐÅÌÅÔÕ ÖÚÏÒËÕ éȢ χȟ ÊÅĿ ÂÙÌ ÄÅÔÅËÏÖÜÎ  

ÐĠÉ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕȟ ÁÌÅ ÐĠþÍĻ ÄĳËÁÚ ÐÒÏ ÔÏÔÏ ÔÖÒÚÅÎþ ÐÏÓÔÒÜÄÜÍÅȢ 

:þÓËÁÎÜ ÄÁÔÁ ÎÁÚÎÁéÕÊþȟ ĿÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÅÊÓÏÕ ÓÃÈÏÐÎÙ ÓÅ ÅÆÅËÔÉÖÎñ ÖÜÚÁÔ 

ÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ 6ÅÌÍÉ ÍÁÌï ÐÒÏÃÅÎÔÏ ÊÓÍÅ ÓÉÃÅ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÅÃÈ ÄÅÔÅËÏÖÁÌÉȟ  

ÁÌÅ ÁÂÙÃÈÏÍ ÍÏÈÌÉ ÏÄÌÉĤÉÔȟ ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÎÅÓÐÅÃÉÆÉÔÕ ÁÎÅÂÏ Ï ÖÅÌÍÉ ÎþÚËÏÕ ÁÆÉÎÉÔÕ 

k ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÂÕÄÅ ÐÏÔĠÅÂÁ ÄÁÌĤþÃÈ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔĳȢ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 15 ς Fotografie z ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾŞƘƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ ǇƻǘǾǊȊǳƧƝΣ Ȍe se pentamery 
ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ŜŦŜƪǘƛǾƴŠ ƴŜǾłȌƝ ƴŀ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻ 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύ ƳǻȌŜƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀǘ ǾƭłƪƴƛǘŞ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻ ǾŜ ǾȊƻǊƪǳ őΦ м όƴŜƎŀǘƛǾƴƝ ƪƻƴǘǊƻƭŀύΦ  
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό.ύ Ǉŀƪ ƳǻȌŜƳŜ pozorovat ǎǘŜƧƴƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ ǳ ŘǾƻǳ ǇǌŜƪǊȇǾŀƧƝŎƝŎƘ ǎŜ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻ ze vzorku  
őΦ тΣ ƪŘŜ ōȅƭȅ ƪǊƻƳŠ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻ ǇǌƝǘƻƳƴŞ ƛ ǇŜƴǘŀƳŜǊȅ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм. Z ǘƻƘƻǘƻ ƻōǊłȊƪǳ ƴŜōȅƭŀ ǇŀǘǊƴł 
ȌłŘƴł ȊƳŠƴŀ Ǿ ƳƻǊŦƻƭƻƎƛƛ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭǻ Ǉƻ ƛƴƪǳōŀŎƛ ǎ pentamerami. Ty naopak Ȋǻǎǘŀƭȅ v ƴŜƴŀǾłȊŀƴŞƳ 
stavu na ǇƻȊŀŘƝ ƻōǊłȊƪǳΦ  
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5.2 PyNtw!±! 59¢9Y2bNIh {¸{¢;a¦ twh ±¸I[95#±#bN 

th¢9b/L#[bN/I Lb¢9w!Y2bN/I t!w¢b9w® twh¢EINU 

VP1 POLYOMAVIRU BK A ANA[º½! ½N{Y!bº/I 5!¢ 

V ÓÏÕéÁÓÎÏÓÔÉ ÓÅ ÎÁĤÅ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠ ÒÏÖÎñĿ ÖñÎÕÊÅ É ÓÔÕÄÉÕ "+ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕȟ ËÔÅÒĻ ÊÅ ÌÉÄÓËĻÍ 

ÏÐÏÒÔÕÎÎþÍ ÐÁÔÏÇÅÎÅÍȢ 0ÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ Ö ÐĠþÐÁÄñ -0Ù6 ÎÜÓ É Õ "+0Ù6 ÚÁÊþÍÁÊþ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ 

ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅĠÉ ÊÅÈÏ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ .Á ÒÏÚÄþÌ ÏÄ -0Ù6  

se ale v ÐĠþÐÁÄñ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ "+0Ù6 ÐĠþÌÉĤ ÎÅÖþ Ï ÔÏÍȟ Ó ÊÁËĻÍÉ ÂÕÎñéÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ  

éÉ ÓÔÒÕËÔÕÒÁÍÉ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊÅȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÓÅ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÐĠÉÐÒÁÖÉÔ ÄÅÔÅËéÎþ ÓÙÓÔïÍȟ ËÔÅÒĻ ÕÍÏĿÎÉÌ 

izolovat protein VP1 v komplexech s ÊÉÎĻÍÉ ÂÕÎñéÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÉÄÅÎÔÉÔÁ ÂÙÌÁ ÎÜÓÌÅÄÎñ 

ÓÔÁÎÏÖÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅȢ :ÜËÌÁÄÅÍ ÔÏÈÏÔÏ ÄÅÔÅËéÎþÈÏ ÓÙÓÔïÍÕ ÂÙÌÁ 

ÐĠþÐÒÁÖÁ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ "+0Ù6 ÆĭÚÏÖÁÎïÈÏ s capTEVTM kotvou. 0ÒÜÖñ ÄþËÙ ÔïÔÏ 

ËÏÔÖñ ÍÏÈÌ ÂĻÔ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ v ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÐÏÓÔÔÒÁÎÓÌÁéÎñ ÍÏÄÉÆÉËÏÖÜÎ ÂÉÏÔÉÎÙÌÁÃþȟ 

ËÔÅÒÜ ÕÍÏĿÎÉÌÁ ÊÅÈÏ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉ ÐÏÍÏÃþ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÕȢ &ĭÚÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎ  

ÖÅ ÄÖÏÕ ÖÁÒÉÁÎÔÜÃÈȟ Á ÔÏ Ó . ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎÏÕ ËÏÔÖÏÕ (NT-VP1) ale i s # ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎÏÕ 

kotvou (CT-VP1). To bylo provedeno z ÔÏÈÏ ÄĳÖÏÄÕȟ ËÄÙÂÙ ÁÆÉÎÉÔÎþ ËÏÔÖÁ ÎÁ ÊÅÄÎÏÍ ËÏÎÃÉ 

ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÅÇÁÔÉÖÎñ ÉÎÔÅÒÆÅÒÏÖÁÌÁ Ó ÖÁÚÂÏÕ ÎñÊÁËïÈÏ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÈÏ ÐÁÒÔÎÅÒÕȟ  

ÔÁË ÁÂÙ ÅØÉÓÔÏÖÁÌÁ ÄÒÕÈÜ ÖÁÒÉÁÎÔÁ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ËÄÅ ÊÅ ÔÅÎÔÏ ËÏÎÅÃ ÄÏÓÔÕÐÎĻ ÐÒÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÉȢ  

V ÒÜÍÃÉ ÔÏÈÏÔÏ ĭËÏÌÕ ÂÙÌÙ ÐÏÍÏÃþ ÓÙÓÔïÍÕ 'ÁÔÅ7ÁÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÅØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄÙ 

ÐÒÏÄÕËÕÊþÃþ ÔÙÔÏ ÄÖÁ ÆĭÚÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ $ÜÌÅ ÂÙÌÁ Ö ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÏÖñĠÅÎÁ ÊÅÊÉÃÈ ÅØÐÒÅÓÅȟ 

ÒÏÚÐÕÓÔÎÏÓÔ Á ÌÏËÁÌÉÚÁÃÅȢ .ÁËÏÎÅÃ ÂÙÌÙ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ ÁÆÉÎÉÔÎþ 

chromatoÇÒÁÆÉþ ÐÏÍÏÃþ ËÏÍÅÒéÎþÈÏ .ÁÔÉÖÅ0ÕÒÅTM Affinity Purification Kitu (ThermoFisher 

3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȢ *ÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÐÁË ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ Á ÁÎÁÌÙÚÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ 

spektrometrie.  

5.2.1 PyLtw!±! t[!½aL5® 9·twLa¦WN/N/I I[!±bN Y!t{L5h±º  
PROTEIN VP1 

0ÒÏ ÐĠþÐÒÁÖÕ ÆĭÚÎþÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ó . ÎÅÂÏ # ËÏÎÃÏÖñ ÖÜÚÁÎÏÕ ÃÁÐ4%6TM kotvou,  

ÂÙÌÁ ÐÏÕĿÉÔÁ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÅ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÐÏÍÏÃþ ÓÙÓÔïÍÕ 'ÁÔÅ7ÁÙȢ *ÁËÏ ÄÏÎÏÒÏÖï ÖÅËÔÏÒÙ ÂÙÌÙ 

ÐÏÕĿÉÔÙ ÐÌÁÚÍÉÄÙ Ð%.42-VP1 a pENTR-60ρЎ34/0Ȣ 4ÙÔÏ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÏÂÓÁÈovaly gen  

ÐÒÏ ÈÌÁÖÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ "+0Ù6 ɉÓÕÂÔÙÐ )6Ɋȟ ÊÅÎĿ ÐÏÃÈÜÚel z plazmidu pwB2b 

(Schowalter et al., 2011)Ȣ *ÁËÏ ÃþÌÏÖï ÖÅËÔÏÒÙ ÐÒÏ ÅØÐÒÅÓÉ ÆĭÚÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÂÙÌÙ ÐÏÕĿÉÔÙ 

ËÏÍÅÒéÎñ ÄÏÓÔÕÐÎï ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÐÃ$.!σȢςȾÃÁÐ4%6-NT/V5-DEST a pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-

$%34 ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȢ -ÉÍÏ ÔÏ ÂÙÌ ÊÁËÏ ÃþÌÏÖĻ ÖÅËÔÏÒ ÐÒÏ ÅØÐÒÅÓÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρɉÂÅÚ 

ÆĭÚÅ Ó ÊÁËÏÕËÏÌÉÖ ËÏÔÖÏÕɊ ÐÏÕĿÉÔ ÐÌÁÚÍÉÄ Ð'×Æ (Pastrana et al., 2009). 
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$ÏÎÏÒÏÖï Á ÃþÌÏÖï ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÂÙÌÙ Ú ÂÁËÔÅÒÉþ ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ 'ÅÎ%ÌÕÔÅTM HP Plasmid 

-ÉÎÉÐÒÅÐ +ÉÔÕȢ +ÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÉÚÏÌÏÖÁÎï $.! ÐÁË ÂÙÌÁ ÓÔÁÎÏÖÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ ÓÐÅËÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÒÕ  

Á ÊÅÊþ ÈÏÄÎÏÔÙ jsou uvedeny v ÔÁÂÕÌÃÅ éȢ 8Ȣ :ÜÒÏÖÅĐ ÂÙÌÁ ÐÏÍÏÃþ ÁÇÁÒĕÚÏÖï ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÙ 

ÚËÏÎÔÒÏÌÏÖÜÎÁ É ÉÎÔÅÇÒÉÔÁ ÖÙÉÚÏÌÏÖÁÎï $.! ɉÄÁÔÁ ÎÅÕËÜÚÜÎÁɊȢ 

¢ŀōǳƭƪŀ őΦ 8 ς YƻƴŎŜƴǘǊŀŎŜ 5b! ŘƻƴƻǊƻǾȇŎƘ ŀ ŎƝƭƻǾȇŎƘ ǇƭŀȊƳƛŘǻ 

 Koncentrace DNA όƴƎκҡƭύ 

pENTR-VP1 114,7 

pENTR-±tмҟ{¢ht 123,6 

pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST 29,9 

pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST 29,7 

pGwf 75,5 

2ÅËÏÍÂÉÎÁÃÅ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ 'ÁÔÅ×ÁÙTM LR ClonaseTM )) ÅÎÚÙÍÁÔÉÃËïÈÏ ÍÉØÕ 

(viz ËÁÐÉÔÏÌÁ τȢτȢτȢɊȢ 2ÅËÏÍÂÉÎÁÃþ Ð%.42-VP1 a pGwf vznikl plazmid pGwf-VP1ȟ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃþ 

pENTR-VP1 a pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST vznikl plazmid capTEV-NT-VP1 Á ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃþ 

pENTR-60ρЎ34/0 Á ÐÃ$.!σȢςȾÃÁÐ4%6-CT/V5-DEST vznikl plazmid capTEV-CT-VP1.  

0Ï ÓËÏÎéÅÎþ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÅ ÂÙÌÙ ÉÎÁËÔÉÖÏÖÁÎĻÍÉ ÒÅÁËÃÅÍÉ ÏËÁÍĿÉÔñ ÔÒÁÎÓÆÏÒÍÏÖÜÎÙ 

elektrokÏÍÐÅÔÅÔÎþ ÂÕĐËÙ E. coliȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÖÙÓÅÔÙ ÎÁ ÍÉÓËÙ Ó ÐĠþÓÌÕĤÎĻÍÉ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉËÙȢ  

0ÒÏ ÓÅÌÅËÃÉ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÃÁÐ4%6-NT-VP1 a capTEV-CT-VP1 byly bakterie 

ËÕÌÔÉÖÏÖÜÎÙ ÎÁ ," ÍïÄÉÕ Ó ÏÂÓÁÈÅÍ ÁÍÐÉÃÉÌÉÎÕȢ 0ÒÏ ÓÅÌÅËÃÉ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÈÏ ÐÌÁÚÍÉÄÕ  

pGwf-VP1 baËÔÅÒÉÅ ÒÏÓÔÌÙ ÎÁ ," ÍïÄÉÕ Ó ÎþÚËĻÍ ÏÂÓÁÈÅÍ ÓÏÌþ Á ÊÁËÏ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉËÕÍ ÂÙÌ ÐÏÕĿÉÔ 

ÚÅÏÃÉÎȢ 0Ï ÎÜÒĳÓÔÕ ËÏÌÏÎÉþ ÂÙÌÏ Ö ÐĠþÐÁÄñ ËÁĿÄïÈÏ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÈÏ ÐÌÁÚÍÉÄÕ ÐĠÅÎÅÓÅÎÏ  

ÖĿÄÙ ςπ ÍÏÎÏËÏÌÏÎÉþ ÎÁ ÍÉÓËÙ ÊÁË Ó ÁÍÐÉÃÉÌÉÎÅÍ éÉ ÚÅÏÃÉÎÅÍ ÔÁË ÎÁ ÍÉÓËÙ Ó chloramfenikolem. 

0ĠÉ ,2 ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ ÔÏÔÉĿ ÄÏÃÈÜÚþ ËÅ ÚÔÒÜÔñ ÇÅÎÕ ÐÒÏ ÃÈÌÏÒÁÍÆÅÎÉËÏÌÏÖÏÕ ÒÅÚÉÓÔÅÎÃÉȟ  

Á ÔÕÄþĿ ÐÏÕÚÅ Õ ÔñÃÈ ËÌÏÎĳȟ ËÔÅÒï ÎÅÒÏÓÔÏÕ ÎÁ ÃÈÌÏÒÁÍÆÅÎÉËÏÌÕ ÁÌÅ ÎÁ ÁÍÐÉÃÉÌÉÎÕ éÉ ÚÅÏÃÉÎÕ ÁÎÏȟ 

ÄÏĤÌÏ Ë ĭÓÐñĤÎï ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ ÐÌÁÚÍÉÄĳȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÐÌÁÚÍÉÄÕ ÃÁÐ4%6-NT-60ρ ÄÏĤÌo 

k ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ Õ ρψ ËÏÌÏÎÉþȟ ÚÁÔþÍÃÏ Õ ÐÌÁÚÍÉÄÕ ÃÁÐ4%6-CT-60ρ ÄÏĤÌÏ Ë rekombinaci pouze  

Õ ρσ ËÏÌÏÎÉþȢ #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÐÌÁÚÍÉÄÕ Ð'×Æ-60ρȟ ÔÁË ÄÏĤÌÏ Ë ĭÓÐñĤÎï ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ Õ ÖĤÅÃÈ ςπ 

ÐÌÁÚÍÉÄĳȢ 

V ÄÁÌĤþÍ ËÒÏËÕ ÊÓÍÅ ÐÏÍÏÃþ ÒÅÓÔÒÉËéÎþÈÏ ĤÔñÐÅÎþ ÊÅĤÔñ ÏÖñĠÉÌÉȟ ĿÅ Õ ÖÙÂÒÁÎĻÃÈ ËÌÏÎĳ 

ÄÏĤÌÏ ËÅ ÖÌÏĿÅÎþ ÆÒÁÇÍÅÎÔÕ ÖÅ ÓÐÒÜÖÎï ÏÒÉÅÎÔÁÃÉȢ 0ÒÏÔÏ ÂÙÌÁ Ú ÍÏÎÏËÏÌÏÎÉþȟ ËÔÅÒï ÎÅÎÁÒÏÓÔÌÙ  

ÎÁ ÃÈÌÏÒÁÍÆÅÎÉËÏÌÕȟ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÁ ÍÉÎÉÐÒÅÐÒÁÃÅ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÐÏÍÏÃþ ÁÌËÁÌÉÃËï ÍÅÔÏÄÙȢ )ÚÏÌÏÖÁÎÜ 

$.! ÂÙÌÁ ÐÏÔï ĤÔñÐÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ ÒÅÓÔÒÉËéÎþÃÈ ÅÎÚÙÍĳȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÃÁÐ4%6-NT-VP1  

a capTEV-CT-60ρ ÂÙÌÙ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ĤÔñÐÅÎÙ ÅÎÚÙÍÅÍ Mlu)Ȣ 4ÅÎÔÏ ÅÎÚÙÍ ÍñÌ ÔÅÏÒÅÔÉÃËÙ  

ÒÏÚĤÔñÐÉÔ ÐÌÁÚÍÉÄ ÃÁÐ4%6-NT-VP1 na dva fragmenty o velikosti 4850 pb a 1979 pb.  

Plazmid capTEV-CT-60ρ ÍñÌ ÂĻÔ ÚÁÓÅ ÒÏÚĤÔñÐÅÎ ÎÁ ÔĠÉ ÆÒÁÇÍÅÎÔÙ Ï ÖÅÌÉËÏÓÔÉ τωωφ ÐÂȟ ρφχς ÐÂ  

a 247 pb. Plazmid pGwf-60ρ ÂÙÌ ĤÔñÐÅÎ ÅÎÚÙÍÅÍ Xho)Ȣ :þÓËÁÎï ÆÒÁÇÍÅÎÔÙ ÍñÌÙ ÍþÔ ÖÅÌÉËÏÓÔ 
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5685 pb a 759 pb. &ÒÁÇÍÅÎÔÁÃÅ $.! ÂÙÌÁ ÏÖñĠÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ ÁÇÁÒĕÚÏÖï ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÙ  

ɉÄÁÔÁ ÎÅÕËÜÚÜÎÁɊȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÃÁÐ4%6-NT-VP1 a capTEV-CT-60ρ ÓÅ ÖĤÅÃÈÎÙ ÊÅÊÉÃÈ 

ËÌÏÎÙ ĤÔñÐÉÌÙ ÐÏÄÌÅ ÏéÅËÜÖÜÎþȢ 5 ÐÌÁÚÍÉÄÕ Ð'×Æ-60ρ ÓÅ ĤÔñÐÉÌÏ ÐÏÄÌÅ ÏéÅËÜÖÜÎþ ÐÏÕÚÅ  

17 kloÎĳȢ 5 ÚÂÙÌĻÃÈ σ ËÌÏÎĳ ÂÙÌÙ ÎÁ ÇÅÌÕ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎÙ ÆÒÁÇÍÅÎÔÙ Ó ÏÄÌÉĤÎÏÕ ÖÅÌÉËÏÓÔþȢ 

0ÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÔÅÄÙ Õ ÎÉÃÈ ÎÅÄÏĤÌÏ ËÅ ÓÐÒÜÖÎï ÒÅËÏÍÂÉÎÁÃÉ Á ÊÉĿ ÄÜÌÅ ÐÏÕĿÉÔÙ ÎÅÂÙÌÙȢ 

:Å ÖĤÅÃÈ ÐÏÚÉÔÉÖÎþÃÈ ËÌÏÎĳ ÂÙÌ ÐÒÏ ËÁĿÄĻ ÔÙÐ ÅØÐÒÅÓÎþÈÏ ÐÌÁÚÍÉÄÕ ÖÙÂÒÜÎ ÎÜÈÏÄÎñ 

jeden klon, z ËÔÅÒïÈÏ ÂÙÌÙ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ 'ÅÎ%ÌÕÔÅTM HP Plasmid Miniprep Kitu.  

5 ÉÚÏÌÏÖÁÎĻÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÂÙÌÁ ÓÔÁÎÏÖÅÎÁ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ $.! ɉÔÁÂÕÌËÁ éȢ 9) a elektroforeticky byla 

ÏÖñĠÅÎÁ ÊÅÊÉÃÈ ÉÎÔÅÇÒÉÔÁȢ 0ÏÔï ÂÙÌÏ ÐĠÉÓÔÏÕÐÅÎÏ Ë ÔÅÓÔÏÖÜÎþ ÅØÐÒÅÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö savéþÃÈ 

ÂÕĐËÜÃÈȟ Á ÔÏ ÊÁË ÐÏÍÏÃþ ÎÅÐĠþÍï ÉÍÕÎÏÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÃÅȟ ÔÁË ÐÏÍÏÃþ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕȢ 

¢ŀōǳƭƪŀ őΦ 9 ς YƻƴŎŜƴǘǊŀŎŜ ǊŜƪƻƳōƛƴƻǾŀƴȇŎƘ ǇƭŀȊƳƛŘǻ 
Po izolaci GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kitem 

 Koncentrace DNA όƴƎκҡƭύ 

capTEV-NT-VP1 318,4 

capTEV-CT-VP1 306,8 

pGwf-VP1 270,4 

"ÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ (%+ςωσ ÂÙÌÙ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÜÎÙ ÅØÐÒÅÓÎþÍÉ ÐÌÁÚÍÉÄÙ Á τψ ÈÏÄÉÎ ÐÏ ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉ 

ÂÙÌÙ ÆÉØÏÖÜÎÙȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ Ö ÂÕĐËÜÃÈ ÄÅÔÅËÏÖÜÎ ÐÏÍÏÃþ ÓÐÅÃÉÆÉÃËï ÐÒÏÔÉÌÜÔËÙȢ *ÁË ÕËÁÚÕÊÅ 

ÏÂÒÜÚÅË éȢ ρφȟ ÔÁË Ë ÐÒÏÄÕËÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÄÏÃÈÜÚþ ÚÅ ÖĤÅÃÈ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻÃÈ ÅØÐÒÅÓÎþÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳȢ 

0ÒÏÔÉÌÜÔËÁ ÐÒÏÔÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÂÙÌÁ ÓÃÈÏÐÎÁ ÒÏÚÅÚÎÁÔ ÊÁË ÅØÐÒÉÍÏÖÁÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȟ  

ÔÁË É ÊÅÈÏ ÆĭÚÎþ ÖÁÒÉÁÎÔÙȢ ) ËÄÙĿ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÏÂÓÁÈÕÊÅ ÖÅ ÓÖï . ËÏÎÃÏÖï ÓÅËÖÅÎÃÉ ÊÁÄÅÒÎĻ 

ÌÏËÁÌÉÚÁéÎþ ÓÉÇÎÜÌȟ ÂÙÌÙ ÖĤÅÃÈÎÙ ÔĠÉ ÖÁÒÉÁÎÔÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÄÅÔÅËÏÖÜÎÙ Ö ÊÜÄÒÕ É ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñȢ   

$ÜÌÅ ÂÙÌÁ ÏÖñĠÅÎÁ ÍþÒÁ ÅØÐÒÅÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÍÅÔÏÄÏÕ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔȢ "ÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ (%+ςωσ 

ÂÙÌÙ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÜÎÙ ÅØÐÒÅÓÎþÍÉ ÐÌÁÚÍÉÄÙȟ ÐÏ τψ ÈÏÄÉÎÜÃÈ Ú ÎÉÃÈ ÂÙÌ ÐÏÍÏÃþ 2)0! ÐÕÆÒÕ 

ÐĠÉÐÒÁÖÅÎ ÌÙÚÜÔ Á ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÂÙÌÙ ÓÅÐÁÒÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ 3$3-0!'%Ȣ 0ÏÔï ÂÙÌÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÎÁ ÎÉÔÒÏÃÅÌÕÌĕÚÏÖÏÕ ÍÅÍÂÒÜÎÕ ÍÅÔÏÄÏÕ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ Á ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ 

ÄÅÔÅËÏÖÜÎ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕȢ 6ĻÓÌÅÄÅË ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρχ!Ȣ  

*ÁË ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ÔÁË ÖÅ ÖĤÅÃÈ ÖÚÏÒÃþÃÈ ÊÓÍÅ ÂÙÌÙ ÓÃÈÏÐÎÉ ÄÅÔÅËÏÖÁÔ ÐÒÏÔÅÉÎ Ï ÐĠÅÄÐÏËÌÜÄÁÎï 

ÍÏÌÅËÕÌÏÖï ÈÍÏÔÎÏÓÔÉȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ "+0Ù6 ÍñÌ ÏéÅËÜÖÁÎÏÕ ÍÏÌÅËÕÌÏÖÏÕ ÈÍÏÔÎÏÓÔ τς Ë$ÁȢ 

NT-60ρ ÍñÌ ÐĠÅÄÐÏËÌÜÄÁÎÏÕ ÍÏÌÅËÕÌÏÖÏÕ ÈÍÏÔÎÏÓÔ ÚÈÒÕÂÁ φπ Ë$Á ÚÁÔþÍÃÏ #4-60ρ ÍñÌ 

ÐĠÅÄÐÏËÌÜÄÁÎÏÕ ÍÏÌÅËÕÌÏÖÏÕ ÈÍÏÔÎÏÓÔ Ï ÎñÃÏ ÎÉĿĤþȟ Á ÔÏ ÚÈÒÕÂÁ 58 kDa.  2ÏÚÄþÌ 

v ÍÏÌÅËÕÌÏÖĻÃÈ ÈÍÏÔÎÏÓÔÅÃÈ ÆĭÚÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÊÅ ÄÜÎ ÔþÍȟ ĿÅ .4-VP1 je podle sekvence o 25 

ÁÍÉÎÏËÙÓÅÌÉÎ ÄÅÌĤþ ÎÅĿ #4-VP1. 
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.ÜÓÌÅÄÎñ ÊÓÍÅ ÍÕÓÅÌÉ ÏÖñĠÉÔȟ ÚÄÁ ÓËÕÔÅéÎñ ÄÏÃÈÜÚþ É Ë ÂÉÏÔÉÎÙÌÁÃÉ ÆĭÚÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ  

0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÚÎÏÖÕ ÐÒÏÖÅÄÌÉ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔ Á ÄÅÔÅËÏÖÁÌÉ ÊÓÍÅ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕ 

ÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ ÐÒÏÔÉ ÍÏÌÅËÕÌÅ ÂÉÏÔÉÎÕȢ *ÁË ÊÅ ÕËÜÚÜÎÏ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρχ"ȟ ÔÁË Ö ÐĠþÐÁÄñ ÖÚÏÒËĳ  

NT-VP1 a CT-VP1 se v ÏÂÌÁÓÔÉ ËÏÌÅÍ υψ ÁĿ φπ Ë$Á ÖÙÓËÙÔÕÊþ ÐÒÏÕĿËÙȟ ËÔÅÒï ÓÖou molekulovou 

ÈÍÏÔÎÏÓÔþ ÏÄÐÏÖþÄÁÊþ ÆĭÚÎþÍ ÐÒÏÔÅÉÎĳÍ 60ρȢ 4ÙÔÏ ÐÒÏÕĿËÙ ÓÅ ÚÜÒÏÖÅĐ ÎÅÖÙÓËÙÔÕÊþ 

u ÎÅÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñË ɉ.+ɊȢ 4Ï ÐÒÏËÁÚÕÊÅȟ ĿÅ ÆĭÚÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 60ρ ÊÓÏÕ in vivo 

ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎÙȢ $ÁÌĤþ ÐÒÏÕĿËÙȟ ËÔÅÒï ÊÓÍÅ ÂÙÌÉ ÓÃÈÏÐÎÉ ÄÅÔÅËÏÖÁÔȟ ÓÅ ÚÜÒÏÖÅĐ ÖÙÓËÙÔÕÊþ  

É Ö ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÅ Á ÊÅÄÎÜ ÓÅ Ï ÂÕÎñéÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅĿ ÂÕĐËÁ ÂÉÏÔÉÎÙÌÕÊÅ ÐĠÉÒÏÚÅÎñȢ  

0ÏÄÌÅ ÄÏÓÔÕÐÎï ÌÉÔÅÒÁÔÕÒÙ ÓÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÒĳÚÎï ËÁÒÂÏØÙÌÜÚÙȟ ËÔÅÒï ÓÅ ÕÐÌÁÔĐÕÊþ Ö ÍÅÔÁÂÏÌÉÃËĻÃÈ 

ÄÒÁÈÜÃÈ (Bramwell, 1987). 

hōǊłȊŜƪ őΦ мс ς Protein VP1 je ŜȄǇǊƛƳƻǾłƴ 

z ǇǌƛǇǊŀǾŜƴȇŎƘ ŜȄǇǊŜǎƴƝŎƘ ǇƭŀȊƳƛŘǻΦ 
{ŀǾőƝ ōǳƶƪȅ ƭƛƴƛŜ I9Yнфо ōȅƭȅ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǾłƴȅ 
ŜȄǇǊŜǎƴƝmi plazmidyΦ tƻ пу ƘƻŘƛƴłŎƘ ōȅƭȅ ōǳƶƪȅ 
ŦƛȄƻǾłƴȅ ŀ ǘŜǎǘƻǾłƴȅ ƴŀ ǇǌƝǘƻƳƴƻǎǘ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм 
BKPyV. K ŘŜǘŜƪŎƛ ōȅƭŀ ǇƻǳȌƛǘŀ ƪǊłƭƛőƝ ǇƻƭȅƪƭƻƴłƭƴƝ 
ǇǊƻǘƛƭłǘƪŀ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪł ǇǊƻǘƛ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм a ƪƻȊƝ 
ƛƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴȅ ƪƻƴƧǳƎƻǾŀƴŞ ǎ fluoroforem Alexa 
fluor 546. 
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.Á ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρψ ÊÅ ÚÎÜÚÏÒÎñÎÏ ÓÃÈïÍÁ ÓÔÁÖÂÙ ÖĻÓÌÅÄÎïÈÏ . Á # ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎïÈÏ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ 60ρȢ .ÅÊÄÅÌĤþ ÏÂÌÁÓÔþ ÊÅ ÓÁÍÏÔÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ Ú "+0Ù6 ɉÓÕÂÔÙÐ )6Ɋȟ ËÔÅÒĻ ÏÂÓÁÈÕÊÅ  

σφς ÁÍÉÎÏËÙÓÅÌÉÎȢ 4ÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎ ÊÅ ÐÁË ÎÁ . éÉ # ËÏÎÃÉ ÐĠÉÐÏÊÅÎ ËÅ ÃÁÐ4%6TM ËÏÔÖñȢ  

4Á ÊÅ ÓÌÏĿÅÎÁ Ú ÃÅÌËÅÍ ÐñÔÉ ÓÅËÖÅÎÃþȢ .ÅÊÄÅÌĤþ z nich je tzv. BioEaseTM peptid (72 aminokyselin), 

ËÔÅÒĻ ÐÏÃÈÜÚþ z # ËÏÎÃÅ ɻ-ÐÏÄÊÅÄÎÏÔËÙ ÏØÁÌÁÃÅÔÜÔ ÄÅËÁÒÂÏØÙÌÜÚÙ ÂÁËÔÅÒÉÅ Klebsiella 

pneumoniae Á ËÔÅÒĻ ÊÅ ÐĠÉ ÅØÐÒÅÓÉ Ö ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÐĠÉÒÏÚÅÎñ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎ (Schwarz et al., 

1988)Ȣ $ÜÌÅ ÊÓÏÕ ÖÅ ÆĭÚÎþÍ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÐĠþÔÏÍÎÙ É ÄÖñ ÓÅÄÍÉ ÁÍÉÎÏËÙÓÅÌÉÎÏÖï 4%6 ĤÔñÐþÃþ ÍþÓÔÁȟ 

ËÔÅÒï ÕÍÏĿĐÕÊþ ÏÄĤÔñÐÅÎþ "ÉÏ%ÁÓÅTM peptidu ÐĠÉ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉȢ 4ÁÔÏ ĤÔñÐþÃþ ÍþÓÔÁ ÊÓÏÕ ÖÅÌÍÉ ÖÚÜÃÎÜ 

v ÌÉÄÓËïÍ ÐÒÏÔÅÏÍÕȢ 3ÏÕéÜÓÔþ ËÏÔÖÙ ÊÅ É φØ(ÉÓ ÔÁÇȟ ËÔÅÒĻ ÐÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ "ÉÏ%ÁÓÅTM peptid 

ÕÍÏĿĐÕÊÅ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ .ÁËÏÎÅÃ ÊÅ Ö sekvenci i tzv. V5 epitop z ÏÐÉéþÈÏ ÖÉÒÕ υȟ  

ËÔÅÒĻ ÊÅ ÒÏÚÅÚÎÜÖÜÎ ĠÁÄÏÕ ËÏÍÅÒéÎþÃÈ ÐÒÏÔÉÌÜÔÅËȢ $þËÙ ÔÏÍÕ ÊÅ ÔÅÄÙ ÍÏĿÎï ÄÅÔÅËÏÖÁÔ É ÆĭÚÎþ 

ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÐÒÏÔÉ ËÔÅÒĻÍ ÎÅÊÓÏÕ ÄÏÓÔÕÐÎï ÐÒÏÔÉÌÜÔËÙȢ  

hōǊłȊŜƪ őΦ 17 ς ¦ ŦǵȊƴƝŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ŘƻŎƘłȊƝ Ǉƻ ƧŜƧƛŎƘ ŜȄǇǊŜǎƛ ƪ Ǉƻǎǳƴǳ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾȇŎƘ 
ƘƳƻǘƴȇŎƘ ƻǇǊƻǘƛ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ŀ ȊłǊƻǾŜƶ ƛ ƪ jejich in vivo biotinylaci 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύ Ƨǎƻǳ ȊƴłȊƻǊƴŠƴȅ ǇǊƻǳȌƪȅ ƻŘǇƻǾƝŘŀƧƝŎƝ ǇǊƻǘŜƛƴǻƳ ±tмΣ ƪǘŜǊŞ ōȅƭȅ ŜȄǇǊƛƳƻǾłƴȅ пу ƘƻŘƛƴ  
Ǉƻ ǘǊŀƴǎŦŜƪŎƛ ōǳƴŠƪ ƭƛƴƛŜ I9YнфоΦ tǊƻǘŜƛƴȅ ōȅƭȅ ŘŜǘŜƪƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ƪǊłƭƛőƝ ǇƻƭȅƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ ƴŀƳƝǌŜƴŞ 
proti proteinu VP1.  Jak jde vƛŘŠǘ ǳ ǾȊƻǊƪǻ b¢-VP1 a CT-±tмΣ ǘŀƪ Ǉǌƛ ŜȄǇǊŜǎƛ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ Ǉƻǎǳƴǳ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾȇŎƘ 
ƘƳƻǘƴƻǎǘƝ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ƻǇǊƻǘƛ ƧŜƘƻ ƴŜŦǵȊƻǾŀƴŞ ǾŀǊƛŀƴǘŠΦ ¢ƻ ȊƴŀőƝΣ ȌŜ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ±tм Ƨǎƻǳ ŜȄǇǊƛƳƻǾłƴȅ 
spolu s b őƛ / ƪƻƴŎƻǾŠ ŦǵȊƻǾŀƴƻǳ ŎŀǇ¢9±TM ƪƻǘǾƻǳΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ό.ύ Ƨǎƻǳ pak ȊƴłȊƻǊƴŠƴȅ ǇǊƻǘŜƛƴȅΣ  
ƪǘŜǊŞ ōȅƭȅ ŘŜǘŜƪƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ƪǊłƭƛőƝ ǇƻƭȅƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ǇǊƻǘƛ ōƛƻǘƛƴǳΦ hǇǊƻǘƛ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝ 
ƪƻƴǘǊƻƭŜ όbYύ Ƨǎƻǳ ǳ ǾȊƻǊƪǻ b¢-VP1 a CT-±tм ǇǌƝǘƻƳƴȅ ƴŀǾƝŎ ŘǾŀ ǇǊƻǳȌƪȅΣ ƪǘŜǊŞ ǎǾƻǳ molekulovou 
ƘƳƻǘƴƻǎǘƝ ƻŘǇƻǾƝŘŀƧƝ ŦǵȊƴƝƳ ǇǊƻǘŜƛƴǻƳ ±tмΣ ƧŜȌ Ƨǎƻǳ ǇǌƝǘƻƳƴŞ ƴŀ ƻōǊłȊƪǳ ό!ύΦ ¢ƻ ƴłƳ ŘƻƪŀȊǳƧŜΣ  
ȌŜ ŦǵȊƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ±tм Ƨǎƻǳ ǎƪǳǘŜőƴŠ in vivo ōƛƻǘƛƴȅƭƻǾłƴȅΦ ½ōȅƭŞ ǇǊƻǳȌƪȅ ƻŘǇƻǾƝŘŀƧƝ ŜƴŘƻƎŜƴƴƝƳ ōǳƴŠőƴȇƳ 
ǇǊƻǘŜƛƴǻƳΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ǊƻǾƴŠȌ ōƛƻǘƛƴȅƭƻǾłƴȅΦ 
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0ÏÔï ÃÏ ÊÓÍÅ ÏÖñĠÉÌÉȟ ĿÅ ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÅØÐÒÅÓÉ ÆĭÚÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 60ρ Á ĿÅ ÄÏÃÈÜÚþ  

i k jejich biotinylaci in vivoȟ ÊÓÍÅ ÐĠÅĤÌÉ Ë maxiprep izolaci ÅØÐÒÅÓÎþÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳȢ + tomu jsme 

ÐÏÕĿÉÌÉ *ÅÔ3ÔÁÒTM Endotoxin-ÆÒÅÅ 0ÌÁÓÍÉÄ 0ÕÒÉÆÉÃÁÔÉÏÎ +ÉÔ ɉ'ÅÎÏÍÅÄɊȟ ËÔÅÒĻ ÚÁÒÕéÕÊÅ ÉÚÏÌÁÃÉ 

ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÂÅÚ ËÏÎÔÁÍÉÎÁÃÅ ÂÁËÔÅÒÉÜÌÎþÍÉ ÌÉÐÏÐÏÌÙÓÁÃÈÁÒÉÄÙȢ 3 ÔñÍÉÔÏ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÊÓÍÅ  

ÐÁË ÐÒÏÖÅÄÌÉ ÚÂÙÔÅË ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔĳȢ 5 ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÂÙÌÁ ÐÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ÚÍñĠÅÎÁ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ $.! 

ɉÔÁÂÕÌËÁ éȢ 10Ɋ Á ÐÏÍÏÃþ ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÙ ÂÙÌÁ ÏÖñĠÅÎÁ É ÊÅÊÉÃÈ ÉÎÔÅÇÒÉÔÁȢ *ÁË ÊÅ ÍÏĿÎï ÖÉÄñÔ ÎÁ 

ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρωȟ ÔÁË ÖñÔĤÉÎÁ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚÅÌÁ Ö ### ÆÏÒÍñȢ :ÂÙÌï ÄÖñ ÉÚÏÆÏÒÍÙ ÂÙÌÙ ÒÏÖÎñĿ 

ÐĠþÔÏÍÎÙ Ö ÐÒÅÐÁÒÁÃÉȟ ÁÌÅ ÂÙÌÏ ÊÉÃÈ ÚÎÁÔÅÌÎñ ÍïÎñȢ 

¢ŀōǳƭƪŀ őΦ 10 ς YƻƴŎŜƴǘǊŀŎŜ ǊŜƪƻƳōƛƴƻǾŀƴȇŎƘ ǇƭŀȊƳƛŘǻ 
Po izolaci JetStarTM Endotoxin-free Plasmid Purification Kitem 

 Koncentrace DNA (ҡƎκҡƭύ 

capTEV-NT-VP1 2,23 

capTEV-CT-VP1 1,49 

pGwf-VP1 2,94 

 

hōǊłȊŜƪ őΦ 18 ς {ŎƘŞƳŀ ǎǘŀǾōȅ b ŀ / ƪƻƴŎƻǾŠ ŦǵȊƻǾŀƴȇŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ±tм 
bŜƧŘŜƭǑƝ ƻōƭŀǎǘƝ ƻōƻǳ ŦǵȊƴƝŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ƧŜ ƘƭŀǾƴƝ ƪŀǇǎƛŘƻǾȇ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм .Ytȅ±Φ Y ǘƻƳǳǘƻ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ƧŜ Ǉŀƪ  
ƴŀ b őƛ / ƪƻƴŎƛ ǇǌƛǇƻƧŜƴŀ ŎŀǇ¢9±TM ƪƻǘǾŀΣ ƪǘŜǊł ƻōǎŀƘǳƧŜ ǇŠǘ ǎŜƪǾŜƴŎƝΦ bŜƧŘǻƭŜȌƛǘŠƧǑƝ Ȋ nich je BioEaseTM 
ǇŜǇǘƛŘΣ ƪǘŜǊȇ ƧŜ Ǿ ōǳƶŎŜ ǇǌƛǊƻȊŜƴŠ ōƛƻǘƛƴȅƭƻǾłƴΣ ŘƝƪȅ őŜƳǳȌ ƧŜ ƳƻȌƴŞ ŦǵȊƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ǇǳǊƛŦƛƪƻǾŀǘ ǇƻƳƻŎƝ 
ŀŦƛƴƛǘƴƝ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜΦ 5łƭŜ Ƨǎƻǳ Ǿ ƪƻǘǾŠ ǇǌƝǘƻƳƴȅ ŘǾŠ ¢9± ǑǘŠǇƝŎƝ ƳƝǎǘŀΣ ƧŜŘŜƴ сȄIƛǎ ǘŀƎ ŀ ±р ŜǇƛǘƻǇ 
ƻǇƛőƝƘƻ ǾƛǊǳ рΦ b ƪƻƴŎƻǾŠ ŦǵȊƻǾŀƴȇ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм ƧŜ ŘƭƻǳƘȇ ŎŜƭƪŜƳ рнр ŀƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴΣ ȊŀǘƝƳŎƻ / ƪƻƴŎƻǾŠ 
ŦǵȊƻǾŀƴȇ ǇǊƻǘŜƛƴ ƧŜ ŘƭƻǳƘȇ ǇƻǳȊŜ рлл ŀƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴΦ 

 



72 
 

 

5.2.2 Fw!Y/Lhb!/9 .¦b=Y [LbIE HEK293 9·twLa¦WN/N twh¢9Lb VP1 

*ÁË ÂÙÌÏ ÐÁÔÒÎï Ú ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ρφȟ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚÅÌ ÊÁË Ö ÊÜÄĠÅȟ tak i v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñȢ 

!ÂÙÃÈÏÍ ÍñÌÉ ÌÅÐĤþ ÐĠÅdstavu o distribuci proteinu v ÂÕĐÃÅȟ ÚÍñĠÉÌÉ ÊÓÍÅ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 

VP1 v ÔñÃÈÔÏ ÄÖÏÕ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈȢ 0ÒÏ ÔÅÎÔÏ ĭéÅÌ ÊÓÍÅ ÖÙÕĿÉÌÉ ÅØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄ Ð'×Æ-VP1, 

ËÔÅÒĻ ËĕÄÕÊÅ ÎÅÆĭÚÏÖÁÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȢ 6 tomto experiÍÅÎÔÕ ÔÏÔÉĿ ÎÅÂÙÌÏ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ ÁÆÉÎÉÔÎþ 

ËÏÔÖÙȟ ËÔÅÒÜ ÂÙ ÎÜÍ ÕÍÏĿÎÉÌÁ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉ Á ÁÎÉ ÊÓÍÅ ÎÅÐĠÅÄÐÏËÌÜÄÁÌÉȟ ĿÅ ÂÙ ÓÅ ÌÏËÁÌÉÚÁÃÅ ÆĭÚÎþÃÈ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÏÐÒÏÔÉ ÖÁÒÉÁÎÔñ ÂÅÚ ÁÆÉÎÉÔÎþ ËÏÔÖÙ ÍñÌÁ ÎñÊÁË ÖĻÒÁÚÎñ ÌÉĤÉÔȢ 0ÏÍÏÃþ .ÕÃÌÅÁÒ  

& Cytoplasmic Extraction Kitu (G-BioÓÃÉÅÎÃÅÓɊ ÊÓÍÅ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ τψ ÈÏÄÉÎ ÐÏ ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉ  

ÊÁÄÅÒÎï Á ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËï ÆÒÁËÃÅ ÚÅ σ ÖÚÏÒËĳ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñË ÌÉÎÉÅ (%+ςωσȢ  

&ÒÁËÃÅ ÂÙÌÙ ÓÅÐÁÒÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ 3$3-0!'%ȟ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÂÙÌÙ ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÎÁ ÎÉÔÒÏÃÅÌÕÌĕÚÏÖÏÕ 

ÍÅÍÂÒÜÎÕ Á ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ ÉÍÕÎÏÄÅÔÅËÏÖÜÎ ÐÏÍÏÃþ ËÒÜÌÉéþ ÐÏÌÙËÌÏÎÜÌÎþ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÙȢ  

6ĻÓÌÅÄÅË ÔÏÈÏÔÏ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÕ ÕËÁÚÕÊÅ ÏÂÒÜÚÅË éȢ ςπȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ ÐĠþÔÏÍÅÎ  

jak v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËïȟ tak É ÊÁÄÅÒÎï ÆÒÁËÃÉȢ 0ÒÏ ÓÔÁÎÏÖÅÎþ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÊÜÄĠÅȟ  

ÊÓÍÅ ÐÏÍÏÃþ ÐÒÏÇÒÁÍÕ &ÉÊÉ ÚÍñĠÉÌÉ ÉÎÔÅÎÚÉÔÕ ÓÉÇÎÜÌÕ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÖÅ ÖÚÏÒÃþÃÈȢ .ÁÍñĠÅÎï 

ÈÏÄÎÏÔÙ ÂÙÌÙ ÐÏÔï ÎÏÒÍÁÌÉÚÏÖÜÎÙ ÎÁ ÃÅÌËÏÖï ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ Ö ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈ 

ɉÐÏÄÒÏÂÎñÊÉ ÖÉÚ ËÁÐÉÔÏÌÁ τȢσȢυȢɊȢ 6ĻÓÌÅÄÎï ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈ ÐÏ 

ÎÏÒÍÁÌÉÚÁÃÉ ÊÅ ÚÎÜÚÏÒÎñÎÏ Ö ÇÒÁÆÕ éȢ 1. 

Z ÔñÃÈÔÏ ÄÁÔ ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ĿÅ ÐĠÉ ÅØÐÒÅÓÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ú plazmidu pGwf-60ρ ÂÙÌÁ ÖñÔĤÉÎÁ 

proteinu É ÐĠÅÓ . ËÏÎÃÏÖĻ ÊÁÄÅÒÎĻ ÌÏËÁÌÉÚÁéÎþ ÓÉÇÎÜÌ ÐĠþÔÏÍÎÁ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ɉÚÈÒÕÂÁ χχ-78 %). 

V ÊÜÄĠÅ ÓÅ ÎÅÎÁÃÈÜÚÅÌÁ ÁÎÉ ÎÅ ÊÅÄÎÁ éÔÖÒÔÉÎÁ ÖÅĤËÅÒïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 5 ÖĤÅÃÈ σ ÖÚÏÒËĳ ÓÅ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 19 ς tƭŀȊƳƛŘȅ ǳǊőŜƴŞ ǇǊƻ ŜȄǇǊŜǎƛ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ƻōǎŀƘǳƧƝ ǾǑŜŎƘƴȅ ǘǌƛ 
ƘƭŀǾƴƝ ƛȊƻŦƻǊƳȅ 
aŀȄƛǇǊŜǇŀǊŀŎŜ ǇƭŀȊƳƛŘǻ ŎŀǇ¢9±-NT-VP1, capTEV-CT-VP1 a pGwf-±tм ōȅƭȅ ǎŜǇŀǊƻǾłƴȅ Ǿ м҈ ŀƎŀǊƽȊƻǾŞƳ 
gelu. Naneseno bylo zhruba 0,5 ҡg DNAΦ LȊƻƭƻǾŀƴŞ ǇƭŀȊƳƛŘȅ ōȅƭȅ ǇǌŜǾłȌƴŠ v CCC ŦƻǊƳŠΦ ½ōȅƭŞ ŘǾŠ 
ƛȊƻŦƻǊƳȅ όƭƛƴŜłǊƴƝ ƛ h/ύ ōȅƭȅ Ǿ preparaci zastoupeny v ƳŜƴǑƝƳ ƳƴƻȌǎǘǾƝ.  
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ÚÜÒÏÖÅĐ ÎÅÖÙÓËÙÔÏÖÁÌ ÐĠþÌÉĤ ÖÅÌËĻ ÒÏÚÐÔÙÌ ÍÅÚÉ ÐÒÏÃÅÎÔÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÊÜÄĠÅ éÉ ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ 

ɉÓÍñÒÏÄÁÔÎÜ ÏÄÃÈÙÌËÁ ÐÒÏ ÏÂñ ÆÒÁËÃÅ ϹȾ- 0,68 %)ȟ ÃÏĿ ÎÜÍ ÚÎÁéþ ÒÅÐÒÏÄÕÃÉÂÉÌÉÔÕ ÔñÃÈÔÏ ÄÁÔȢ *Å 

velmi ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎïȟ ĿÅ ÐÏÄÏÂÎÜ ÄÉÓÔÒÉÂÕÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÂÙÌÁ É Ö ÂÕĐËÜÃÈ ÅØÐÒÉÍÕÊþÃþ .4-

60ρ éÉ #4-VP1. Kotva capTEVTM ÊÅ ÔÏÔÉĿ ÎÁÖÒĿÅÎÁȟ ÔÁË ÁÂÙ ÐÏËÕÄ ÍÏĿÎÏ ÎÅÉÎÔÅÒÆÅÒÏÖÁÌÁ Ó ÆÕÎËÃþ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 20 ς tǊƻǘŜƛƴ ±tм .Ytȅ± ƧŜ Ǉǌƛ ƘŜǘŜǊƻƭƻƎƴƝ ŜȄǇǊŜǎƛ Ǿ ǎŀǾőƝŎƘ ōǳƶƪłŎƘ 
ǇǌƝǘƻƳŜƴ Ƨŀƪ Ǿ ƧŀŘŜǊƴŞΣ ǘŀƪ Ǿ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞ ŦǊŀƪŎƛ 
.ǳƶƪȅ ƭƛƴƛŜ I9Yнфо ōȅƭȅ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǾłƴȅ ŜȄǇǊŜǎƴƝƳ ǇƭŀȊƳƛŘŜƳ ǇDǿŦ-±tм ǇǊƻŘǳƪǳƧƝŎƝƳ ƴŜŦǵȊƻǾŀƴȇ ǇǊƻǘŜƛƴ 
±tм .Ytȅ±Φ tƻ пу ƘƻŘƛƴłŎƘ Ǉŀƪ ōȅƭȅ ǾȊƻǊƪȅ ōǳƴŠƪ ŦǊŀƪŎƛƻƴƻǾłƴȅ ƴŀ ŘǾŠ ŦǊŀƪŎŜΣ ƧłŘǊƻ ŀ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳŀ 
όȊƪǊŀǘƪŀ ŎȅǘƻΦύΦ tǊƻǘŜƛƴȅ ōȅƭȅ ǎŜǇŀǊƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ {5{-t!D9 ŀ ǇǌŜƴŜǎŜƴȅ ƴŀ ƴƛǘǊƻŎŜƭǳƭȋƻǾƻǳ ƳŜƳōǊłƴǳ 
ƳŜǘƻŘƻǳ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǳΦ tǊƻǘŜƛƴ ±tм ōȅƭ ƛƳǳƴƻŘŜǘŜƪƻǾłƴ ƪǊłƭƛőƝ ǇƻƭȅƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪƻǳ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪƻǳ Ǉroti 
proteinu VP1. Jak je z ǾȇǎƭŜŘƪǳ ǇŀǘǊƴŞΣ ǘŀƪ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм ōȅƭ ǇǌƝǘƻƳŜƴ ǳ ǾǑŜŎƘ ǘǌƝ ǾȊƻǊƪǻ Ƨŀƪ Ǿ ƧŀŘŜǊƴŞΣ  
ǘŀƪ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞ ŦǊŀƪŎƛΦ 

22,85% 22,44% 21,52%
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DǊŀŦ őΦ м ς±ȇǎƪȅǘ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм .Ytȅ± Ǿ ōǳƴŠőƴȇŎƘ 
ŦǊŀƪŎƝŎƘ пу ƘƻŘƛƴ Ǉƻ ǘǊŀƴǎŦŜƪŎƛ

ƧŀŘŜǊƴł ŦǊŀƪŎŜŎȅǘƻǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪł ŦǊŀƪŎŜ



74 
 

proteinu.  

5.2.3 T9{¢h±#bN wh½t¦{¢bh{¢I PROTEINU VP1 

0ĠÅÄ ÓÁÍÏÔÎÏÕ ÐÕÒÉÆÉËÁÃþ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻÃÈ ËÏÍÐÌÅØĳȟ ÂÙÌÏ ÎÕÔÎï ÏÔÅÓÔÏÖÁÔȟ ĿÅ ÐĠÉ ÐĠþÐÒÁÖñ 

ÌÙÚÜÔĳ ÂÕÄÅ ÒÅÌÁÔÉÖÎñ ÒÏÚÕÍÎï ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÐĠþÔÏÍÎÏ Ö supernatantu  

Ö ÓÏÌÕÂÉÌÎþ ÆÏÒÍñȢ 0ÒÏ ÐĠþÐÒÁÖÕ ÖÚÏÒËĳ ÐÒÏ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÉ ÊÅ ÔÏÔÉĿ ÖÈÏÄÎï ÌÙÚÏÖÁÔ  

buĐËÙ ÂÅÚ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ ÄÅÔÅÒÇÅÎÔĳȟ ÁÂÙ ÎÅÄÏĤÌÏ Ë ÒÏÚÐÁÄÕ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻÃÈ ËÏÍÐÌÅØĳȢ  

4Ï ÁÌÅ ÍĳĿÅ ÏÖÌÉÖÎÉÔ ÓÏÌÕÂÉÌÉÔÕ ÐÒÏÔÅÉÎÕȟ Á ÐÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÓÅ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÏÔÅÓÔÏÖÁÔ ÒÏÚÐÕÓÔÎÏÓÔ 

proteinu VP1 v ÌÙÚÁéÎþÍ ÐÕÆÒÕȢ  

"ÕĐËÙ ÌÉÎÉÅ (%+ςωσ ÂÙÌÙ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÜÎÙ ÐÌÁÚÍÉÄÅÍ ÃÁÐ4%6-NT-60ρ éÉ ÃÁÐ4%6-CT-VP1 

Á ÐÏ τψ ÈÏÄÉÎÜÃÈ ÂÙÌÙ ÌÙÚÏÖÜÎÙ ÖÅ ςππ АÌ ÌÙÚÁéÎþÈÏ ÐÕÆÒÕ ÐÏÄÌÅ ÎÜÖÏÄÕ Ö kapitole 4.5.8.  

0Ï ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÉ ÌÙÚÜÔĳ ÂÙÌÙ ÒÏÚÐÕÓÔÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ Ö ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕ ÕÓÃÈÏÖÜÎÙ Á ÁÇÒÅÇÏÖÁÎï 

proteiny v ÐÅÌÅÔÅÃÈ ÂÙÌÙ ÒÅÓÕÓÐÅÎÄÏÖÜÎÙ ÖÅ ςππ АÌ 2)0! ÐÕÆÒÕȟ ÁÂÙ ÄÏĤÌÏ Ë ÄÅÎÁÔÕÒÁÃÉ ÄĠþÖÅ 

ÎÅÒÏÚÐÕÓÔÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ .ÜÓÌÅÄÎñ ÂÙÌÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÖÅ ÆÒÁËÃþÃÈ ÓÅÐÁÒÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ 3$3-PAGE  

Á ÐĠÅÎÅÓÅÎÙ ÎÁ ÎÉÔÒÏÃÅÌÕÌĕÚÏÖÏÕ ÍÅÍÂÒÜÎÕ ÐÏÍÏÃþ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕȢ 0ÏÔï ÂÙÌ ÐÒÏÔÅÉÎ 6P1 

ÉÍÕÎÏÄÅÔÅËÏÖÜÎ ÐÒÏÔÉÌÜÔËÏÕ ÐÒÏÔÉ ÂÉÏÔÉÎÕ Á ÖĻÓÌÅÄÅË ÊÅ ÍÏĿÎï ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ςρȢ  

hōǊłȊŜƪ őΦ 21 ς CǵȊƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ±tм Ƨǎƻǳ Ǉƻ ǇǌƝǇǊŀǾŠ ƭȅȊłǘǻ ǇǊƻ ŀŦƛƴƛǘƴƝ 
chromatƻƎǊŀŦƛƛ ǇǌƝǘƻƳƴȅ Ǿ ǊƻȊǇǳǎǘƴŞ ŦƻǊƳŠ 
.ǳƶƪȅ ƭƛƴƛŜ I9Yнфо ōȅƭȅ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǾłƴȅ ǇƭŀȊƳƛŘȅ ŜȄǇǊƛƳǳƧƝŎƝ b őƛ / ƪƻƴŎƻǾŠ ŦǵȊƻǾŀƴȇ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tмΦ  
tƻ пу ƘƻŘƛƴłŎƘ ōȅƭȅ Ȋ ōǳƴŠƪ ǇǌƛǇǊŀǾŜƴȅ ƭȅȊłǘȅ ǇǊƻ ƛȊƻƭŀŎƛ ǇǊƻǘŜƛƴƻǾȇŎƘ ƪƻƳǇƭŜȄǻΦ tǊƻǘŜƛƴȅΣ ƪǘŜǊŞ Ǉǌƛ 
ǇǌƝǇǊŀǾŠ ƭȅȊłǘǳ ŀƎǊŜƎƻǾŀƭȅΣ ŀ ǘǳŘƝȌ ōȅƭȅ Ǿ ǇŜƭŜǘǳΣ ōȅƭȅ ǊƻȊǇǳǑǘŠƴȅ ŘŜƴŀǘǳǊŀŎƝ Ǿ RIPA pufru.  
±ȊƻǊƪȅ ǇƻǘŞ ōȅƭȅ ǎŜǇŀǊƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ {5{-t!D9 ŀ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘŜƳ ǇǌŜƴŜǎŜƴȅ ƴŀ ƳŜƳōǊłƴǳΦ Y detekci 
ǇǊƻǘŜƛƴǻ ōȅƭŀ ǇƻǳȌƛǘŀ ƪǊłƭƛőƝ ǇƻƭȅƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪŀ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪł ǇǊƻǘƛ ōƛƻǘƛƴǳΦ  



75 
 

*ÁË ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ÔÁË ÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÖÙÓËÙÔÏÖÁÌȟ ÊÁË Ö ÒÏÚÐÕÓÔÎï ɉÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔ, S)  

ÔÁË É ÎÅÒÏÚÐÕÓÔÎï ɉÐÅÌÅÔ, 0Ɋ ÆÒÁËÃÉȢ )ÎÔÅÎÚÉÔÁ ÓÉÇÎÜÌÕ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÂÙÌÁ Õ ÖĤÅÃÈ ÖÚÏÒËĳ ÚÍñĠÅÎÁ 

ÐÏÍÏÃþ ÐÒÏÇÒÁÍÕ &ÉÊÉ Á ÚþÓËÁÎï ÈÏÄÎÏÔÙ ÂÙÌÙ ÎÏÒÍÁÌÉÚÏÖÜÎÙ ÎÁ ÓÖï ÐĳÖÏÄÎþ ÏÂÊÅÍÙȢ  

K ÔïÔÏ ÎÏÒÍÁÌÉÚÁÃÉ ÂÙÌÙ ÐÏÕĿÉÔĻ ÐÏÄÏÂÎï ÒÏÖÎÉÃÅ ÊÁËÏ Ö ÐĠþÐÁÄñ ÆÒÁËÃÉÏÎÁÃÅ ÂÕÎñË  

ale s ÕÐÒÁÖÅÎĻÍÉ ÈÏÄÎÏÔÁÍÉ ÃÅÌËÏÖĻÃÈ ÏÂÊÅÍĳ ÖÚÏÒËĳ ɉÖ ÔÏÍÔÏ ÐĠþÐÁÄñ ÔÏ ÂÙÌÏ ςππ АÌ  

ÊÁË ÐÒÏ ÐÅÌÅÔ ÔÁË ÐÒÏ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔɊȢ 6ĻÓÌÅÄÅË ÍñĠÅÎþ ÊÅ ÚÎÜÚÏÒÎñÎ ÎÁ ÇÒÁÆÕ éȢ ςȟ ËÄÅ ÍÎÏĿÓÔÖþ 

proteinu VP1 v ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÆÒÁËÃþÃÈ ÊÅ ÐÒÅÚÅÎÔÏÖÜÎÏ ÊÁËÏ ÐÒÏÃÅÎÔÏ Ú ÃÅÌËÏÖïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ 

ÐÒÏÔÅÉÎÕ Ö ÂÕĐÃÅȢ  

Z ÖĻÓÌÅÄËÕ ÊÅ ÐÁÔÒÎïȟ ĿÅ ÒÏÚÐÕÓÔÎÏÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÂÙÌÁ ÖÙÓÏËÜȢ 6 supernatantu,  

z ÎñÊĿ ÓÅ ÉÚÏÌÕÊþ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙȟ ÂÙÌÏ ÐĠþÔÏÍÎÏ ÖþÃÅ ÊÁË χπ Ϸ ÖÅĤËÅÒïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ  

a to v ÐĠþÐÁÄñ ÏÂÏÕ ÆĭÚÎþÃÈ ËÏÎÓÔÒÕËÔĳȢ 4ÁË ÖÙÓÏËÜ ÒÏÚÐÕÓÔÎÏÓÔ ÊÅ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÚÐĳÓÏÂÅÎÁ  

É ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËÏÕ ÌÏËÁÌÉÚÁÃþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ËÔÅÒÏÕ ÊÓÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÌÉȢ  *ÁÄÅÒÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ  

ÔÏÔÉĿ ÂĻÖÁÊþ ÍïÎñ ÓÏÌÕÂÉÌÎþȟ Á ÔÏ ÚÅÊÍïÎÁ ÐÒÏÔÏȟ ĿÅ ÐĠÉ ÌÙÚÉ ÁÇÒÅÇÕÊþ ÓÐÏÌÕ Ó ÂÕÎñéÎÏÕ $.!Ȣ  

4ÁÔÏ ÄÁÔÁ ÕËÁÚÕÊþȟ ĿÅ ÆĭÚÎþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÊÅ ÐĠÉ ÐĠþÐÒÁÖñ ÌÙÚÜÔĳ ÕÒéÅÎĻÃÈ ÐÒÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻÃÈ 

ËÏÍÐÌÅØĳ ÐĠþÔÏÍÅÎ Ö sÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕ Ö ÓÏÌÕÂÉÌÎþ ÆÏÒÍñȟ Á ÔÕÄþĿ ĿÅ ÊÅ ho ÍÏĿÎï ÐÏÍÏÃþ ÁÆÉÎÉÔÎþ 

chromatografie purifikovat z ÌÙÚÜÔÕ ÓÐÏÌÕ Ó ÊÅÈÏ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÍÉ ÐÁÒÔÎÅÒÙȢ 
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5.2.4 I½h[!/9 twh¢9Lbh±º/I Yhat[9·® h.{!I¦WN/N/H PROTEIN VP1 
!CLbL¢bN /Iwha!¢hDw!CLN { ±¸¦¿L¢Na .Lh¢Lb-{¢w9t¢!±L5Lbh±; 
INTERAKCE 

0ÏÍÏÃþ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ Ó ÖÙÕĿÉÔþÍ ÂÉÏÔÉÎ-ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÏÖï ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÂÙÌÙ 

ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙ Ú ÃÅÌËÅÍ ÔĠþ ÔÙÐĳ ÌÙÚÜÔĳȢ 0ÒÖÎþ ÄÖÁ ÌÙÚÜÔÙ ɉÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ τψ ÈÏÄÉÎ 

ÐÏ ÔÒÁÎÓÆÅËÃÉɊ ÂÙÌÙ ÅØÔÒÁËÔÙ ÂÕÎñË ÌÉÎÉÅ (%+ςωσȟ ËÔÅÒï ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÜÎÙ ÐÌÁzmidy capTEV-NT-

60ρ éÉ ÃÁÐ4%6-CT-60ρȢ 0ÒÖÎþ ÌÙÚÜÔ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌ ËÏÍÐÌÅØÙ Ó .4-60ρȟ ÚÁÔþÍÃÏ ÄÒÕÈĻ ÌÙÚÜÔ ÎÁÏÐÁË 

obsahoval komplexy s CT-60ρȢ 4ĠÅÔþ ÌÙÚÜÔ ÐÁË ÂÙÌÁ ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁ ɉ.+ɊȢ *ÅÄÎÁÌÏ ÓÅ Ï ÌÙÚÜÔ 

ÂÕÎñË ÌÉÎÉÅ (%+ςωσȟ ËÔÅÒï ÎÅÂÙÌÙ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÜÎÙ ĿÜÄÎĻÍ ÐÌazmidem, ale postup jejich 

ÚÐÒÁÃÏÖÜÎþ ÂÙÌ ĭÐÌÎñ ÓÔÅÊÎĻ ÊÁËÏ Õ ÐĠÅÄÅĤÌĻÃÈ ÄÖÏÕ ÌÙÚÜÔĳȢ .ÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁ ÎÜÍ ÓÌÏÕĿÉÌÁ  

ÊÁËÏ ËÏÎÔÒÏÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖïÈÏ ÐÏÚÁÄþȟ ÁÂÙÃÈÏÍ ÐĠÉ ÎÜÓÌÅÄÎï ÁÎÁÌĻÚÅ ÄÁÔ Ú ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ 

ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ ÍÏÈÌÉ ÅÌÉÍÉÎÏÖÁÔ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÓÅ ÎÅÓÐÅÃÉÆÉÃËÙ ÖÜĿþ ÎÁ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎ-ÁÇÁÒĕÚÏÖï 

ËÕÌÉéËÙȟ Á ÔþÍ ËÏÎÔÁÍÉÎÕÊþ ÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÎï ËÏÍÐÌÅØÙ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȢ 6ĤÅÃÈÎÙ ÔĠÉ ÌÙÚÜÔÙ 

ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ Ú ÂÕÎñéÎïÈÏ ÍÁÔÅÒÉÜÌÕ ÉÚÏÌÏÖÁÎïÈÏ Ú deseti 60mm Petriho misek.  

5 ËÁĿÄïÈÏ ÌÙÚÜÔÕ ÂÙÌÁ ÚÍñĠÅÎÁ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Á ÐÒÏ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉ ÂÙÌÙ ÎÁĠÅÄñÎÙ ÔÁËȟ  

aby v 8 ml bylo 15 mg proteinu. 3ÁÍÏÔÎÜ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ 

NativePureTM !ÆÆÉÎÉÔÙ 0ÕÒÉÆÉÃÁÔÉÏÎ +ÉÔÕ ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒ 3ÃÉÅÎÔÉÆÉÃɊȢ 0ĠÅÓÎĻ ÐÏÓÔÕÐ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ÊÅ 

ÄÅÔÁÉÌÎñ ÐÏÐÓÜÎ Ö kapitole 4.5.9. 0ÒÏ ÍÏÎÉÔÏÒÏÖÜÎþ ÐÒĳÂñÈÕ ÉÚÏÌÁÃÅ ËÏÍÐÌÅØĳ ÂÙÌÙ  

ÐÏ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ËÒÏÃþÃÈ ÏÄÅÂþÒÜÎÙ ÖÚÏÒËÙ ÐÒÏ ÎÜÓÌÅÄÎÏÕ ÁÎÁÌĻÚÕ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖÏÕ ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÕȢ 

#ÅÌËÅÍ ÊÓÍÅ ÔþÍÔÏ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÏÄÅÂÒÁÌÉ ρπ ÖÚÏÒËĳ ÐÒÏ ËÁĿÄĻ ÔÙÐ ÐÏÕĿÉÔïÈÏ ÌÙÚÜÔÕȢ  

Popis toho, z ÊÁËï ÆÜÚÅ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ÔÙÔÏ ÖÚÏÒËÙ ÐÏÃÈÜÚÅÌÙȟ ÊÅ ÓÈÒÎÕÔ Ö ÔÁÂÕÌÃÅ éȢ 11. 

¢ŀōǳƭƪŀ őΦ м1 ς tǻǾƻŘ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ǾȊƻǊƪǻ ƻŘŜōǊŀƴȇŎƘ ōŠƘŜƳ ƛȊƻƭŀŎŜ ƪƻƳǇƭŜȄǻ 

Vzorek  

1 .ǳƴŠőƴȇ ƭȅȊłǘ Ȋ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǾŀƴȇŎƘ ōǳƴŠƪ ǇǌŜŘ ƻŘŘŠƭŜƴƝƳ ǎƻƭǳōƛƭƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴƻǾȇŎƘ ƪƻƳǇƭŜȄǻΦ 

2 {ǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ōǳƴŠőƴŞƘƻ ƭȅȊłǘǳ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ ǇƻǳȊŜ ǎƻƭǳōƛƭƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴƻǾŞ ƪƻƳǇƭŜȄȅΦ 

3 tǊƻǘŜƛƴƻǾŞ ƪƻƳǇƭŜȄȅΣ ƧŜȌ ǎŜ ƴŜȊŀŎƘȅǘƛƭȅ ƴŀ ǎǘǊŜǇǘŀǾƛŘƛƴ-ŀƎŀǊƽȊƻǾȇŎƘ ƪǳƭƛőƪłŎƘΦ 

4 tǊƻǘŜƛƴȅ ǾȅǇƭłŎƘƴǳǘŞ Ǉƻ нΦ ǇǊƻƳȅǾǳ ¢9± ǑǘŠǇƝŎƝƳ ǇǳŦǊŜƳ. 

5 Streptavidin-ŀƎŀǊƽȊƻǾŞ ƪǳƭƛőƪȅ ǎ ƴŀǾłȊŀƴȇƳ ǇǊƻǘŜƛƴŜƳ ±tм. 

6 Streptavidin-ŀƎŀǊƽȊƻǾŞ ƪǳƭƛőƪȅ ǎ ǊƻȊǑǘŠǇŜƴȇƳ ǇǊƻǘŜƛƴŜƳ ±tм όмс ƘƻŘƛƴ Ǉƻ ǇǌƛŘłƴƝ !Ŏ¢9±TM ǇǊƻǘŜłȊȅύΦ 

7 ¦ǾƻƭƴŠƴŞ ƪƻƳǇƭŜȄȅ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм Ǉƻ ƻŘǑǘŠǇŜƴƝ .ƛƻ9ŀǎŜTM peptidu. 

8 tǊƻǘŜƛƴȅ ǾȅǇƭłŎƘƴǳǘŞ Ǉƻ оΦ ǇǊƻƳȅǾǳ ¢9± ŜƭǳőƴƝƳ ǇǳŦǊŜƳ. 

9 tǊƻǘŜƛƴȅ ǇǊƻǘŜƪƭŞ Ǉǌƛ ȊŀƪƻƴŎŜƴǘǊƻǾłƴƝ ǾȊƻǊƪǳ Ǿ bŀǘƛǾŜtǳǊŜTM ƪƻƴŎŜƴǘǊłǘƻǊǳ. 

10 tǳǊƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ƪƻƳǇƭŜȄȅ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм. 

0ÒÏÔÅÉÎÙ ÖÅ ÖĤÅÃÈ ρπ ÖÚÏÒÃþÃÈ ÊÁË ÐÒÏ .4-VP1 tak pro CT-60ρ ÂÙÌÙ ÓÐÏÌÕ Ó ÎÅÇÁÔÉÖÎþ 

ËÏÎÔÒÏÌÏÕ ɉÃÅÌËÏÖĻ ÌÙÚÜÔ Ú ÎÅÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñËɊ ÓÅÐÁÒÏÖÜÎÙ ÐÏÍÏÃþ 3$3-PAGE a ÎÜÓÌÅÄÎñ 

ÉÍÏÂÉÌÉÚÏÖÜÎÙ ÎÁ ÎÉÔÒÏÃÅÌÕÌĕÚÏÖï ÍÅÍÂÒÜÎñȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ Ö ÏÂÏÕ ÐĠþÐÁÄÅÃÈ ÄÅÔÅËÏÖÜÎ 

ÐÏÍÏÃþ ÓÐÅÃÉÆÉÃËï ÐÒÏÔÉÌÜÔËÙ Á ÖĻÓÌÅÄËÙ ÊÓÏÕ ÐÒÅÚÅÎÔÏÖÜÎÙ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ςςȢ  
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Protein VP1 byl v ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÖÚÏÒÃþÃÈ ÄÅÔÅËÏÖÜÎ ÄÌÅ ÏéÅËÜÖÜÎþȢ "ÙÌ ÐĠþÔÏÍÅÎ  

ÖÅ ÖÓÔÕÐÎþÍ ÍÁÔÅÒÉÜÌÕ ɉÖÚÏÒËÙ éȢ ρ Á ςɊ Á ÔÁËï ÖÅ ÖÚÏÒÃþÃÈ éȢ σ ɉÎÅÎÁÖÜÚÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙɊȢ  

0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÖÅ ÖÚÏÒÃþÃÈ éȢ σ ÕËÁÚÕÊÅȟ ĿÅ ÎÅ ÖĤÅÃÈÅÎ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ ȵÖÙÃÈÙÔÜÎȰ ÐÏÍÏÃþ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ 

ÊÅÊÉÃÈ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÁÎï ËÏÔÖÙ Á ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÕȢ 4ÁÔÏ ȵÐÒÏÐÕÓÔÎÏÓÔȰ ÓÙÓÔïÍÕ ÎÅÂÙÌÁ ÚÐĳÓÏÂÅÎÁ 

ÓÌÁÂÏÕ ÉÎÔÅÒÁËÃþ ÆĭÚÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÓÅ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÅÍȟ ÁÌÅ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÎÁÄÂÙÔËÅÍ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

v ÌÙÚÜÔÕȟ ÎÅÂÏĩ Õ ÖÚÏÒËĳ éȢ τ ɉÖÚÏÒËÙ ÐÏ ÄÒÕÈïÍ ÐÒÏÍÙÔþ ËÏÌÏÎÙɊ ÊÉĿ ĿÜÄÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 22 ς tǌƝǘƻƳƴƻǎǘ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм Ǿ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦłȊƝŎƘ ǇǳǊƛŦƛƪŀŎŜ 
tǊǻōŠƘ ǇǳǊƛŦƛƪŀŎŜ ŦǵȊƴƝŎƘ proteinǻ VP1 (jak NT-VP1 tak CT-±tмύ ƧǎƳŜ ƻǾŠǌƛƭƛ ǇƻƳƻŎƝ ǇǊƻǘŜƛƴƻǾŞ  
ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊȅΦ tǊƻǘŜƛƴȅ ǾŜ ǾǑŜŎƘ мл ǾȊƻǊŎƝŎƘ ōȅƭȅ ǎǇƻƭǳ ǎ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝ ƪƻƴǘǊƻƭƻǳ όbYύ ǎŜǇŀǊƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ  
SDS-t!D9 ŀ ǇǌŜƴŜǎŜƴȅ ƴŀ ƴƛǘǊƻŎŜƭǳƭƽȊƻǾƻǳ ƳŜƳōǊłƴǳΦ tǊƻǘŜƛƴ ±tм ōȅƭ ŘŜǘŜƪƻǾłƴ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪƻǳ ǇǊƻǘƛƭłǘƪƻǳ. 
Wŀƪ ƧŜ ȊŜ ǾȊƻǊƪǻ őΦ м ŀ н ǇŀǘǊƴŞΣ ǘŀƪ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм ǎŜ ǾȅǎƪȅǘƻǾŀƭ Ǿ ƭȅȊłǘǳ Ǿ ŘƻǎǘŀǘŜőƴŞƳ ƳƴƻȌǎǘǾƝΦ  
±ŜƭƪŞ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм ǎŜ ŀƭŜ ǊƻǾƴŠȌ Ǉǌƛ ƛƴƪǳōŀŎƛ ƴŜƴŀǾłȊŀƭƻ ƴŀ ǎǘǊŜǇǘŀǾƛŘƛƴ-ŀƎŀǊƽȊƻǾŞ ƪǳƭƛőƪȅ  
όǾȊƻǊŜƪ őΦ оύΦ tƻ нΦ ǇǊƻƳȅǾǳ ƪƻƭƻƴȅ ǎŜ ȌłŘƴȇ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм Ȋ ƪƻƭƻƴȅ ƧƛȌ ƴŜǳǾƻƭƶƻǾŀƭ όǾȊƻǊŜƪ őΦ пύ,  
ŀƭŜ Ȋǻǎǘŀƭ ƴŀǾłȊłƴ ƴŀ ǎǘǊŜǇǘŀǾƛŘƛƴ-ŀƎŀǊƽȊƻǾȇŎƘ ƪǳƭƛőƪłŎƘ όǾȊƻǊŜƪ őΦ 5). Po inkubaci s AcTEVTM  
ǇǊƻǘŜłȊƻǳ ǊƻǾƴŠȌ ŘƻǑƭƻ ƪ ǊƻȊǑǘŠǇŜƴƝ ŦǵȊƴƝŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ±tм όǾȊƻǊŜƪ őΦ сύ ŀ ƪ jeƧƛŎƘ ǳǾƻƭƴŠƴƝ Ȋ kolony  
όǾȊƻǊŜƪ őΦ тύΦ tƻ оΦ ǇǊƻƳȅǾǳ ǎŜ Ȋ ƪƻƭƻƴȅ ƧƛȌ ȌłŘƴȇ ǇǊƻǘŜƛƴ ±tм ƴŜǳǾƻƭƶƻǾŀƭ όǾȊƻǊŜƪ őΦ уύΦ tǊƻǘŜƛƴ ±tм ǊƻǾƴŠȌ 
neprotekl ani NativePureTM ƪƻƴŎŜƴǘǊłǘƻǊŜƳ Ǉǌƛ koncentraci Ŝƭǳłǘǳ όǾȊƻǊŜƪ őΦ фύΦ ± ƪƻƴŎŜƴǘǊƻǾŀƴŞƳ  
Ŝƭǳłǘǳ protein VP1 detekoǾłƴ ōȅƭ όǾȊƻǊŜƪ őΦ млύΦ 
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ÄÅÔÅËÏÖÜÎ ÎÅÂÙÌȢ 4Ï ÎÜÍ ÐÏÔÖÒÄÉÌÙ ÖÚÏÒËÙ éȢ υ ɉstreptavidin-ÁÇÁÒĕÚÏÖï ËÕÌÉéËÙ Ó ÎÁÖÜÚÁÎĻÍÉ 

ÐÒÏÔÅÉÎÙɊȟ ËÄÅ ÂÙÌ ÐÁÔÒÎĻ ÓÉÌÎĻ ÐÒÏÕĿÅË ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ &ÕÎÇÏÖÜÎþ ÉÚÏÌÁéÎþÈÏ ÐÏÓÔÕÐÕ ÂÙÌÏ 

ÒÏÖÎñĿ ÐÏÔÖÒÚÅÎÏ ÖÚÏÒËÙ éȢ φȢ *ÅÄÎÁÌÏ ÓÅ ÏÐñÔ Ï ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎ-ÁÇÁÒĕÚÏÖï ËÕÌÉéËy s proteinem 

60ρȟ ËÔÅÒï ÁÌÅ ÂÙÌÙ ρφ ÈÏÄÉÎ ÉÎËÕÂÏÖÜÎÙ Ó AcTEVTM pÒÏÔÅÜÚÏÕȢ *ÁË ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔȟ  

ÔÁË Õ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÄÏĤÌÏ Ë ÐÏËÌÅÓÕ ÍÏÌÅËÕÌÏÖï ÈÍÏÔÎÏÓÔÉȟ ÃÏĿ ÚÎÁéþ ĭÓÐñĤÎï ÏÄĤÔñÐÅÎþ 

BioEaseTM ÐÅÐÔÉÄÕ ÐÒÏÔÅÜÚÏÕȢ 5 ÐÒÏÔÅÉÎÕ #4-60ρ ÌÚÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔȟ ĿÅ ÄÏĤÌÏ ËÅ ĤÔñÐÅÎþ ÖÅĤËÅÒïÈÏ 

ÆĭÚÎþÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕȟ ÚÁÔþÍÃÏ Õ ÐÒÏÔÅÉÎÕ .4-60ρ ÚĳÓÔÁÌÁ éÜÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÎÅÒÏÚĤÔñÐÅÎÁ Á ÂÙÌÁ  

ÖÅ ÖÚÏÒËÕ ÐĠþÔÏÍÎÁ ÐÏ ÃÅÌĻ ÚÂÙÔÅË ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅȢ 6ÚÏÒËÙ éȢ χ ɉÅÌÕÏÖÁÎï ËÏÍÐÌÅØÙɊ ÐÏÔÖÒÄÉÌÙȟ  

ĿÅ ÐÏ ĤÔñÐÅÎþ "ÉÏ%ÁÓÅTM peptidu se protein VP1 uvolnil z kolony. V ÐĠþÐÁÄñ ÐÒÏÔÅÉÎÕ .4-VP1  

ÓÅ ÕÖÏÌÎÉÌÁ É éÜÓÔ ÎÅÒÏÚĤÔñÐÅÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕȢ -ÏÈÌÏ ÂÙ ÓÅ ÊÅÄÎÁÔ Ï ÐÒÏÔÅÉÎȟ ÊÅÎĿ ÂÙÌ ÓÏÕéÜÓÔþ 

ÎÁÖÜÚÁÎĻÃÈ ËÏÍÐÌÅØĳȟ ÁÌÅ ËÔÅÒĻ ÎÅÂÙÌ ÓÖĻÍ ÂÉÏÔÉÏÎÙÌÏÖÁÎĻÍ "ÉÏ%ÁÓÅTM ÐÅÐÔÉÄÅÍ ÐĠÉÃÈÙÃÅÎ  

ËÅ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÕȢ 6ÚÏÒËÙ éȢ ψ ÕËÁÚÕÊþȟ ĿÅ ÊÉĿ ÐÏ ÔĠÅÔþÍ ÐÒÏÍÙÔþ 4%6 ÅÌÕéÎþÍ ÐÕÆÒÅÍ ÓÅ Ú kolony 

ÎÅÕÖÏÌĐÏÖÁÌ ĿÜÄÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÒÏÖÎñĿ ÎÅÐÒÏÔÅËÌ ÁÎÉ .ÁÔÉÖÅ0ÕÒÅTM 

ËÏÎÃÅÎÔÒÜÔÏÒÅÍ ÐĠÉ ÚÁËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÜÎþ ÅÌÕÜÔÕ ɉÖÚÏÒËÙ éȢ ωɊȢ 6ÚÏÒËÙ éȢ ρπ ÎÜÍ ÐÏÔÖÒÄÉÌÙȟ  

ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ ĭÓÐñĤÎñ ÉÚÏÌÏÖÜÎȟ Á ÔÏ ÊÁË Õ ÖÚÏÒËÕ .4-VP1, tak u vzorku CT-60ρȢ +ÒÏÍñ 

Western blotu jsmÅ ÐÒĳÂñÈ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ÒÏÖÎñĿ ÓÌÅÄÏÖÁÌÉ É ÎÁ ÇÅÌÅÃÈ ÏÂÁÒÖÅÎĻÃÈ #ÏÍÍÁÓÓÉÅȢ  

.Á ÔÏÍÔÏ ÇÅÌÕ ÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÐÏÓÔÕÐÎĻ ĭÂÙÔÅË ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÐÒĳÂñÈÕ ÁÆÉÎÉÔÎþ 

ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ ɉÄÁÔÁ ÎÅÕËÜÚÜÎÁɊȢ 

$ÜÌÅ ÊÓÍÅ ÏÖñĠÉÌÉȟ ĿÅ ÓÅ Ö ËÏÎÃÅÎÔÒÏÖÁÎïÍ ÅÌÕÜÔÕ ÎÁÃÈÜÚþ É ÐÏÔÅÎÃÉÏÎÜÌÎþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ 

ÐÁÒÔÎÅĠÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ IÜÓÔ ɉρπ АÌɊ ËÁĿÄïÈÏ ÅÌÕÜÔÕ ɉ.4-VP1, CT-VP1 a NK) jsme separovali 

ÐÏÍÏÃþ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÙ Ö Bis-Tris ÇÒÁÄÉÅÎÔÏÖïÍ ÇÅÌÕ ÚÎÁéËÙ .Õ0!'% ̈́ 

ɉ,ÉÆÅ 4ÅÃÈÎÏÌÏÇÉÅÓɊȢ $þËÙ ÓÅÐÁÒÁÃÉ Ö ÇÒÁÄÉÅÎÔÏÖïÍ ÇÅÌÕ ÊÓÍÅ ÚþÓËÁÌÉ ÏÐÔÉÍÜÌÎþ ÓÅÐÁÒÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

v ÃÅÌïÍ ÒÏÚÓÁÈÕ ÍÏÌÅËÕÌÏÖĻÃÈ ÈÍÏÔÎÏÓÔþȢ 3ÅÐÁÒÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ byly ÐÏÔï obarveny 

v #ÏÏÍÁÓÓÉÅ Á ÖĻÓÌÅÄÅË ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ςσȢ  6 ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÅ ÓÅ ĿÜÄÎï 

ÖÉÄÉÔÅÌÎï ÐÒÏÕĿËÙ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÎÅÖÙÓËÙÔÏÖÁÌÙȢ *ÅÄÉÎĻ ÐÒÏÕĿÅËȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÓÌÁÂñ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ 

ÏÄÐÏÖþÄÁÌ ÖÅÌÉËÏÓÔÉ !Ã4%6TM ÐÒÏÔÅÜÚÙ ɉÚÈÒÕÂÁ ςπ Ë$ÁɊȢ 5 ÖÚÏÒËĳ .4-VP1 a CT-60ρ ÊÉĿ ÂÙÌÙ 

ÚÎÁÔÅÌÎñ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔÅÌÎï ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ÐÒÏÕĿËÙȢ 6Å ÖÚÏÒÃþÃÈ ÂÙÌÁ ÒÏÖÎñĿ ÊÁko v ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÅ 

ÐĠþÔÏÍÎÜ i AcTEVTM ÐÒÏÔÅÜÚÁȢ #ÅÌËÏÖñ ÌÚÅ ĠþÃÉȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÖÅ ÖÚÏÒËÕ #4-60ρ ÂÙÌÏ ÍïÎñ ÎÅĿ  

u vzorku NT-VP1. Ani v ÊÅÄÎÏÍ ÐĠþÐÁÄñ ÎÅÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÔ ÐÒÏÕĿÅËȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ ÊÁÓÎñ 

ÏÄÐÏÖþÄÁÌ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ *ÅÈÏ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔ Ö ÅÌÕÜÔÕ ÁÌÅ ÂÙÌÁ ÐÏÔÖÒÚÅÎÁ ÐÏÍÏÃþ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕȢ 

6Å ÚÂÙÔËÕ ÅÌÕÜÔÕ ÂÙÌÙ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉþ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÐĠþÔÏÍÎï ÂÕÎñéÎï 

ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ -ÅÚÉ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ɉÄÅÔÁÉÌÙ ÁÎÁÌĻÚÙ ÄÁÔ ÖÉÚȢ ÄÜÌÅɊ ÂÙÌÏ ÖÅÌËï  

ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÖÜÚÁÊþÃþÃÈ ÎÕËÌÅÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙȢ 0ĠÉ ÄÒÕÈï ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳ ÊÓÍÅ  

proto k ÌÙÚÜÔĳÍȟ ÊÅĿ ÓÅ ÎÁÎÜĤÅÌÙ ÎÁ ÐÕÒÉÆÉËÁéÎþ ËÏÌÏÎÙȟ ÐĠÉÄÁÌÉ É $.ÜÚu Á 2.ÜÚu ! ÄÏ ËÏÎÅéÎï  

ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ ρππ ÎÇȾÍÌȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÊÅ ÔÏÔÉĿ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÁÚÂÙ Ë $.! ɉÁ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ É Ë RNA)  

Á ÔþÍÔÏ ËÒÏËÅÍ ÊÓÍÅ ÃÈÔñÌÉ ÏÄÆÉÌÔÒÏÖÁÔ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅĿ ÊÓÏÕ ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ Ó proteinem VP1  
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ÎÅ ÄþËÙ ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÂÙ Ó ÎþÍ ÐĠþÍÏ ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÌÉ ÁÌÅ ÐÒÏÔÏȟ ĿÅ ÊÅ ÊÓÏÕ ÐÒÏÐÏÊÅÎÙ ÐĠÅÓ ÍÏÌÅËÕÌÕ 

$.!Ⱦ2.!Ȣ 6ĻÓÌÅÄÅË ÔïÔÏ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ÊÓÍÅ ÒÏÖÎñĿ ÏÖñĠÉÌÉ ÐÏÍÏÃþ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ Á ÂÁÒÖÅÎþ ÇÅÌÕ 

v Coomassie. Jejich ÖĻÓÌÅÄÅË ÂÙÌ ÏÂÄÏÂÎĻ ÊÁËÏ Õ ÐÒÖÎþ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ɉÄÁÔÁ ÎÅÕËÜÚÜÎÁɊȢ  

5.2.5 Ab![º½! 5!¢ ½N{Y!bº/I Z Iah¢bh{¢bN {t9Y¢wha9TRIE 

)ÄÅÎÔÉÆÉËÁÃÅ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ Ö komplexu s NT-VP1  

éÉ #4-60ρȟ ÂÙÌÁ ÐÒÏÖÅÄÅÎÁ ÓÅÒÖÉÓÎþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠþ 0ĠþÒÏÄÏÖñÄÅÃËï ÆÁËÕÌÔÙ 5ÎÉÖÅÒÚÉÔÙ +ÁÒÌÏÖÙȢ 

!ÎÁÌÙÚÏÖÜÎÙ ÂÙÌÙ ÊÁË ÖÚÏÒËÙ .4-VP1 a CT-60ρ ÔÁË É ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÁȢ 0ÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ 

ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ ÂÙÌÏ ÔþÍÔÏ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ ÖþÃÅ ÊÁË ψ πππ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒï ÍÏÈÌÙ ÂĻÔ 

ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅĠÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 0ÒÏÔÏ ÓÅ ÐĠÉÓÔÏÕÐÉÌÏ Ë ÎÜÓÌÅÄÎï filtraci dat. 

Nejprve byly ze seznamu ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÏÄÓÔÒÁÎñÎÙ ÔÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÐÏÍÏÃþ 

ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÊÅÎ ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÊÅÄÎÏÈÏ ÐÅÐÔÉÄÏÖïÈÏ ĤÔñÐÕȢ  

$ÜÌÅ ÂÙÌÙ ÚÅ ÓÅÚÎÁÍÕ ÏÄÓÔÒÁÎñÎÙ ÖĤÅÃÈÎÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ Ö ÎÅÇÁÔÉÖÎþ 

ËÏÎÔÒÏÌÅ Á ËÔÅÒï ÔÅÄÙ ÂÙÌÙ ÎÅÓÐÅÃÉÆÉÃËÙ ÉÚÏÌÏÖÜÎÙ ÐĠÉ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÉȢ !ÂÙ ÂÙÌ ÐÒÏÔÅÉÎ 

z ÎÅÇÁÔÉÖÎþ ËÏÎÔÒÏÌÙ Ö ÓÅÚÎÁÍÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏÎÅÃÈÜÎȟ ÔÁË ÍÕÓÅÌ ÂĻÔ ÖÅ ÖÚÏÒÃþÃÈ .4-60ρ éÉ #4-VP1 

ÎÁÂÏÈÁÃÅÎ ÍÉÎÉÍÜÌÎñ ÄÅÓÅÔËÒÜÔȢ : ÁÎÁÌĻÚÙ ÂÙÌÁ ÒÏÖÎñĿ ÏÄÓÔÒÁÎñÎÁ É 4%6 ÐÒÏÔÅÜÚÁȟ  

kterÏÕ ÊÓÍÅ ÄÏ ÖÚÏÒËĳ ÐĠÉÄÁÌÉ ÐĠÉ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉȢ 

hōǊłȊŜƪ őΦ 23 ς tǊƻǘŜƛƴȅ ƛȊƻƭƻǾŀƴŞ Ǿ komplexu s proteinem VP1 
±ȊƻǊƪȅ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝ ƪƻƴǘǊƻƭȅ όbYύΣ b¢-VP1 a CT-VP1 byly separovłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ .ƛǎ-¢Ǌƛǎ ƎǊŀŘƛŜƴǘƻǾŞƘƻ ƎŜƭǳ 
Ȋƴŀőƪȅ bǳtŀƎŜϯ (Life Technologies)Φ DŜƭ ōȅƭ ǇƻǘŞ ƻōŀǊǾŜƴ ǇƻƳƻŎƝ /ƻƻƳŀǎǎƛŜ.  V ǇǌƝǇŀŘŠ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝ 
kontroƭȅ ǎŜ ƪǊƻƳŠ !Ŏ¢9±TM ǇǊƻǘŜłȊȅ ǾŜ ǾȊƻǊƪǳ ƴŜǾȅǎƪȅǘƻǾŀƭȅ ȌłŘƴŞ ŘŀƭǑƝ ǾƛŘƛǘŜƭƴŞ ǇǊƻǳȌƪȅ ǇǊƻǘŜƛƴǻΦ  
U NT-VP1 a CT-±tм ƧƛȌ ŘŀƭǑƝ ǇǊƻǳȌƪȅ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ǾƛŘƛǘŜƭƴŞ ōȅƭȅΦ ±ƝŎŜ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ǎŜ ǾȅǎƪȅǘƻǾŀƭƻ ǾŜ ǾȊƻǊƪǳ b¢-VP1. 
!ƴƛ ǳ ƧŜŘƴƻƘƻ ǾȊƻǊƪǳ ŀƭŜ ƴŜōȅƭ ǾƛŘŠǘ ǇǊƻǳȌŜƪΣ ƪǘŜǊȇ ōȅ ƧŀǎƴŠ ƻŘǇƻǾƝŘŀƭ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tмΦ  
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0Ï ÔñÃÈÔÏ ËÒÏÃþÃÈ ÓÅ ÓÅÚÎÁÍ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ  

ÒÁÐÉÄÎñ ÓÎþĿÉÌȢ : ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÅ ÚĳÓÔÁÌÏ Ö ÓÅÚÎÁÍÕ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳ  

ÐÏ ÖĻĤÅ ÚÍþÎñÎï ÆÉÌÔÒÁÃÉ ÄÁÔ ÕĿ ÊÅÎÏÍ ρπττ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ : ÔÏÈÏÔÏ ÃÅÌËÏÖïÈÏ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÂÙÌÏ Õ ÏÂÏÕ 

ÆĭÚÎþÃÈ ËÏÎÓÔÒÕËÔĳ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ ÐÏÕÚÅ ςψχ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ .4-60ρ ÂÙÌÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ 

ÊÅĤÔñ ÄÁÌĤþÃÈ φφφ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÓÐÅÃÉÆÉÃËï ÐÏÕÚÅ ÐÒÏ ÔÅÎÔÏ ÆĭÚÎþ ËÏÎÓÔÒÕËÔ Á ËÔÅÒï ÎÅÂÙÌÙ 

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ Õ #4-VP1. Naopak pro CT-60ρ ÂÙÌÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ ÐÏÕÚÅ ωρ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ  

ËÔÅÒï ÎÅÂÙÌÙ ÐĠþÔÏÍÎÙ É ÖÅ ÖÚÏÒËÕ .4-60ρȢ *ÁË ÂÙÌÏ ÚÍþÎñÎÏ ÖĻĤÅȟ ÔÁË ÊÓÍÅ ÓÅ ÏÂÜÖÁÌÉȟ  

ĿÅ ÎñËÔÅÒï Ú ÔñÃÈÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÎÅ ÐÒÏÔÏȟ ĿÅ ÂÙ ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÌÙ ÐĠþÍÏ Ó proteinem 

VP1, ale proto ĿÅ ÓÅ ÖÜÚÁÌÙ ÎÁ $.! ɉéÉ 2.!Ɋȟ ËÔÅÒÏÕ ÒÏÖÎñĿ ÖÜÚÁÌ É ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȢ : ÔÏÈÏ ÄĳÖÏÄÕ 

ÊÓÍÅ ÔÅÄÙ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ É ÄÒÕÈÏÕ ÉÚÏÌÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳȟ ËÄÅ ÊÓÍÅ $.! É 2.! ÄÅÇÒÁÄÏÖÁÌÉȢ  

+ÄÙĿ ÊÓÍÅ ÁÎÁÌÙÚÏÖÁÌÉ ÄÁÔÁ Ú ÔïÔÏ ÄÒÕÈï ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅȟ ÔÁË ÊÓÍÅ Ö ÓÅÚÎÁÍÕ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ 

proteinĳ ÐÏÎÅÃÈÁÌÉ ÐÏÕÚÅ ςχς ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ 5 ÔñÃÈÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÊÓÍÅ ÊÉĿ ÎÅÒÏÚÌÉĤÏÖÁÌÉȟ ÊÅÓÔÌÉ ÊÓÏÕ 

ÓÐÅÃÉÆÉÃËï ÐÒÏ .4-60ρ éÉ #4-60ρȢ :ÁÊþÍÁÖï ÊÅȟ ĿÅ Ö ÔïÔÏ ÉÚÏÌÁÃÉ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ É ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ 

ËÔÅÒï ÎÅÂÙÌÙ ÐĠþÔÏÍÎï Ö ÉÚÏÌÁÃÉ ÐÒÖÎþȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÄÏ ÚÜÖñÒÅéÎïÈÏ ÖĻéÔÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÊÅĿ ÂÙ ÍÏÈÌÙ 

interagovat s ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρȟ ÚÁÈÒÎÕÌÉ ÐÒĳÎÉË ÏÂÏÕ ÄÖÏÕ ÉÚÏÌÁÃþȟ ËÔÅÒĻ éÉÎÉÌ ρςψ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ  

*ÅÊÉÃÈ ÊÍÅÎÎĻ ÓÅÚÎÁÍ Ö ÁÎÇÌÉéÔÉÎñ ÓÐÏÌÕ Ó ÉÄÅÎÔÉÆÉËÁéÎþÍÉ éþÓÌÙ ÐÒÏ ÄÁÔÁÂÜÚÉ 5ÎÉ0ÒÏÔ Á ÎÜÚÖÅÍ 

ÇÅÎĳȟ ËÔÅÒï ÊÅ ËĕÄÕÊþȟ ÍĳĿÅÍÅ ÎÁÌïÚÔ Ö 0ĠþÌÏÈÜÃÈ ɉËapitola 9.2). 

Z ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÊÓÍÅ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÐÏÍÏÃþ ÓÅÒÖÅÒÕ 342).' ɉÈÔÔÐÓȡȾȾÓÔÒÉÎÇ-ÄÂȢÏÒÇȾɊ ÖÙÔÖÏĠÉÌÉ 

ÍÁÐÕ ÉÎÔÅÒÁËÃþ ÍÅÚÉ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÍÉ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ *Å ÔÏÔÉĿ ÖÅÌÍÉ ÎÅÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎïȟ 

ĿÅ ÂÙ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÆÙÚÉÃËÙ ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÌ ÓÅ ÖĤÅÍÉ ρςψ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÍÉ proteiny.  

0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÎÅÊÓÐþĤÅ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊÅ ÊÅÎ Ó ÎñËÏÌÉËÁ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÔÖÏĠþ ËÏÍÐÌÅØÙ  

s ÄÁÌĤþÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÓÅ ÔþÍÔÏ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÔÁËï ÄÏÓÔÁÌÙ ÄÏ ÁÎÁÌĻÚÙȢ 3ÅÒÖÅÒ 342).' ÄÏËÜĿÅ 

ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÐÏÓÐÏÊÏÖÁÔ ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÚÄÏËÕÍÅÎÔÏÖÁÎĻÃÈ ÉÎÔÅÒÁËÃþ Á ÁÓÏÃÉÁÃþȟ  

Á ÔþÍ ÖÙÔÖÏĠÉÔ ÊÁËïÓÉ ÓÈÌÕËÙ ÆÕÎËéÎñ ÐÒÏÐÏÊÅÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ 6ĻÓÌÅÄÎĻ ȵÉÎÔÅÒÁËÔÏÍȰ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

ÉÎÔÅÒÁÇÕÊþÃþÃÈ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÊÅ ÖÙÏÂÒÁÚÅÎ ÎÁ ÏÂÒÜÚËÕ éȢ ςτȢ 0ÒÏÔÅÉÎÙ ÊÓÏÕ Ö ÏÂÒÜÚËÕ 

ÚÎÜÚÏÒÎñÎÙ ÊÁËÏ ËÏÌÅéËÁȢ 0ÏËÕÄ ËÏÌÅéËÏ ÎÅÎþ ÐÒÜÚÄÎïȟ ÁÌÅ ÊÅ Ö ÎñÍ ÕÒéÉÔĻ ÎÜÓÔÉÎ ÓÔÒÕËÔÕÒÙȟ 

ÚÎÁÍÅÎÜ ÔÏȟ ĿÅ ÓÔÒÕËÔÕÒÁ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÊÅ ÊÉĿ ÚÎÜÍÜȢ *ÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÌÚÅ Ö ÏÂÒÜÚËÕ ÒÏÚÅÚÎÁÔ  

ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÎÜÚÖÕ ÇÅÎĳȟ ËÔÅÒï ÊÅ ËĕÄÕÊþ Á ËÔÅÒï ÊÓÏÕ ÕÖÅÄÅÎÙ Ö ÓÅÚÎÁÍÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö 0ĠþÌÏÚÅȢ  

IþÍ ÓÉÌÎñÊĤþ ÊÅ ÔÌÏÕĤĩËÁ éÁÒȟ ËÔÅÒÜ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÓÐÏÊÕÊÅȟ ÔþÍ ÖþÃÅ ÐÕÂÌÉËÁÃÅÍÉ ÊÅ ÔÁÔÏ 

ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÐÏÄÌÏĿÅÎÁȢ 5 ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒï ÊÓÏÕ ÎÁ ÏËÒÁÊÉ ÉÎÔÅÒÁËÔÏÍÕ Á ËÔÅÒï ÎÅÊÓÏÕ ÐÏÓÐÏÊÏÖÜÎÙ  

Ó ÄÁÌĤþÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÚÁÔþÍ ĿÜÄÎï ÉÎÔÅÒÁËÃÅ Ó ÄÁÌĤþÍÉ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÐÏÐÓÜÎÙ ÎÅÊÓÏÕȢ 

#Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÓÈÌÕËĳȟ ÔÁË ÔÅÎ ÎÅÊÖñÔĤþ ÏÄÐÏÖþÄÜ ÐÒÏÔÅÉÎĳÍ ÒÉÂÏÚĕÍÕ ɉÏÚÎÁéÅÎÙ éÅÒÖÅÎñɊȢ 

$ÒÕÈĻÍ ÖÅÌËĻÍ ÓÈÌÕËÅÍ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÖÅ ÖÙÏÂÒÁÚÅÎïÍ ÉÎÔÅÒÁËÔÏÍÕ ÊÓÏÕ ÐĠÅËÖÁÐÉÖñ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

ÓÐÌÉÃÅÏÓÏÍÕ ɉÏÚÎÁéÅÎÙ ÔÍÁÖñ ÍÏÄĠÅɊȢ $ÜÌÅ ÊÅ Ö ÉÎÔÅÒÁËÔÏÍÕ ÍÏĿÎï ÒÏÚÅÚÎÁÔ É ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

proteÁÓÏÍÕ ɉÏÚÎÁéÅÎÙ ÚÅÌÅÎñɊȢ *ÁËÏ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅĠÉ ÂÙÌÙ ÒÏÖÎñĿ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ É ÎñËÔÅÒï 

proteiny v ÓÙÎÔïÚÅ ÁÍÉÎÏÁÃÙÌ-Ô2.! ɉÏÚÎÁéÅÎÙ ÓÖñÔÌÅ ÍÏÄĠÅɊȢ -ÅÚÉ ÄÁÌĤþÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ Ó jasnou 
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ÆÕÎËÃþ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ É ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÒÅÇÕÌÕÊþÃþ ÐÒĳÃÈÏÄ ÂÕÎñéÎĻÍ ÃÙËÌÅÍ ɉÏÚÎÁéÅÎÙ ĿÌÕÔñɊ éÉ 

ÐÒÏÔÅÉÎÙ ĭéÁÓÔÎþÃþ ÓÅ ÒÅÐÌÉËÁÃÅ ɉÏÚÎÁéÅÎÙ ÆÉÁÌÏÖñɊȢ /ÓÔÁÔÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÎÅÊÄÏÕ ÊÅÄÎÏÄÕĤÅ ÐĠÉĠÁÄÉÔ 

ÄÏ ÚÃÅÌÁ ÖÙÈÒÁÎñÎï ÆÕÎËéÎþ ÓËÕÐÉÎÙȟ 3ÃÈÏÐÎÏÓÔ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÔñÃÈÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ɉÁĩ ÊÉĿ ËÏÎËÒïÔÎþ 

ÍÅÔÁÂÏÌÉÃËï ÄÒÜÈÙ ÎÅÂÏ ȵÎÅÚÁĠÁÚÅÎĻÃÈȰɊ ÓÔÅÊÎñ ÔÁË ÊÅÊÉÃÈ ÐĠþÐÁÄÎï ÚÁÐÏÊÅÎþ Á ÆÕÎËÃÅ 

v ĿÉÖÏÔÎþÍ ÃÙËÌÕ "+ ÖÉÒÕ ÂÕÄÏÕ ÐĠÅÄÍñÔÅÍ ÄÁÌĤþÈÏ ÓÔÕÄÉÁȢ  

hōǊłȊŜƪ őΦ 24 ς LƴǘŜǊŀƪǘƻƳ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ƛȊƻƭƻǾŀƴȇŎƘ ǎǇƻƭǳ ǎ proteinem VP1 BKPyV 
bŀ ƻōǊłȊƪǳ ƧŜ ȊƴłȊƻǊƴŠƴ ƛƴǘŜǊŀƪǘƻƳ мну ǇǊƻǘŜƛƴǻΣ ƪǘŜǊŞ ōȅƭȅ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ 
ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŜ Ƨŀƪƻ ǇƻǘŜƴŎƛłƭƴƝ ƛƴǘŜǊŀƪőƴƝ ǇŀǊǘƴŜǌƛ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ±tм .Ytȅ±Φ 2ƝƳ ǎƛƭƴŠƧǑƝ Ƨǎƻǳ őłǊȅ ǇǊƻǇƻƧǳƧƝŎƝ 
ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǇǊƻǘŜƛƴȅΣ ǘƝƳ ǾƝŎŜǊƻ ǇǳōƭƛƪŀŎŜƳƛ ƧŜ ǘŀǘƻ ƛƴǘŜǊŀƪŎŜ ǇƻŘǇƻǌŜƴŀΦ ± ǇǌƝǇŀŘŠΣ ȌŜ ƴŀ ƻōǊłȊƪǳ Ƨǎƻǳ 
ǇǊƻǘŜƛƴȅ ƴŜǇǊƻǇƻƧŜƴŞ őŀǊŀƳƛ ǎ ȌłŘƴȇƳƛ ŘŀƭǑƝƳƛ ǇǊƻǘŜƛƴȅΣ ƧŜ ǘƻ ǇǊƻǘƻ ȌŜ ǎŜ ƻ ƧŜƧƛŎƘ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛ ǎ ŘŀƭǑƝƳƛ ǇǊƻǘŜƛƴȅ 
v ƛƴǘŜǊŀƪǘƻƳǳ ȊŀǘƝƳ ƴƛŎ ƴŜǾƝΦ tǊƻǘŜƛƴȅ ƻȊƴŀőŜƴŞ őŜǊǾŜƴŠ Ƨǎƻǳ ǎƻǳőłǎǘƝ ǊƛōƻǎƻƳǳΦ tǊƻǘŜƛƴȅ ǎǇƭƛŎŜƻǎƻƳǳ Ƨǎƻǳ 
ƻȊƴŀőŜƴȅ ǘƳŀǾŠ ƳƻŘǌŜ ŀ ȊŜƭŜƴŞ ǇǊƻǘŜƛƴȅ Ƨǎƻǳ ǎƻǳőłǎǘƝ ǇǊƻǘŜŀǎƻƳǳΦ {ǾŠǘƭŜ ƳƻŘǊŞ ǇǊƻǘŜƛƴȅ ƘǊŀƧƝ Ǌƻƭƛ Ǿ ǎȅƴǘŞȊŜ 
aminoacyl-ǘwb!Φ tǊƻǘŜƛƴȅ ȌƭǳǘŞ ōŀǊǾȅ ǎŜ ǵőŀǎǘƴƝ ǊŜƎǳƭŀŎŜ ōǳƴŠőƴŞƘƻ ŎȅƪƭǳΣ ŀ ƴŀƪƻƴŜŎ ŦƛŀƭƻǾŞ ǇǊƻǘŜƛƴȅ Ƨǎƻǳ 
ǇƻǘǌŜōƴŞ Ǉǌƛ ǊŜǇƭƛƪŀŎƛ 5b!Φ tǊƻǘŜƛƴȅΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ǑŜŘƛǾŞ ƳŀƧƝ ǘŀƪŞ ȊŀƧƝƳŀǾŞ ŦǳƴƪŎŜΣ ŀƭŜ ƧƛȌ ƧŜ ƴŜƭȊŜ ǎŜǎƪǳǇƛǘ Řƻ 
ƧŀǎƴŠ ŘŜŦƛƴƻǾŀƴȇŎƘ ǎƪǳǇƛƴΦ 
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6. DISKUZE 
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6.1  

6.2 PROTEIN VP1 a¸~NIh th[¸ha!±Lw¦ b9bN {/Iht9b  
SE IN VITRO 9C9Y¢L±b= ±#½!¢ aLYwh¢¦.¦[¸ 

*ÅÄÎþÍ ÚÅ ÚÜËÌÁÄÎþÃÈ ÐĠÅÄÐÏËÌÁÄĳȟ ÁÂÙÃÈÏÍ ÍÏÈÌÉ ÃÏ ÎÅÊÌïÐÅ ÐÏÃÈÏÐÉÔ ËÏÍÐÌÅÔÎþ 

ÉÎÆÅËéÎþ ÃÙËÌÕÓ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕȟ ÊÅ ÎÕÔÎï ÐÏÒÏÚÕÍñÔ ÆÕÎËÃþÍ ÊÅÈÏ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ 

&ÕÎËÃÅ éÁÓÎĻÃÈ ÇÅÎĳ ÊÅ ÒÅÌÁÔÉÖÎñ ÄÏÂĠÅ ÐÒÏÓÔÕÄÏÖÁÎÜ ÓÔÅÊÎñ ÊÁËÏ ÖñÔĤÉÎÁ ÐÒÏÃÅÓĳ éÁÓÎï ÆÜÚÅ 

ÉÎÆÅËÃÅȢ 6ñÔĤþ ÍÅÚÅÒÙ Ö ÎÁĤÅÍ ÐÏÃÈÏÐÅÎþ ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÃÙËÌÕ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ ÁĿ Ö ÐÏÚÄÎþ ÆÜÚÉȢ  

$Ï ÄÎÅĤÎþ ÄÏÂÙ ÓÔÜÌÅ ÎÅÎþ ÐĠÅÓÎñ ÏÂÊÁÓÎñÎÏ ÎÁÐĠþËÌÁÄȟ ÊÁËĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÄÏÃÈÜÚþ Ë morfogenezi 

ÖÉÒÏÖïÈÏ ÐÏÔÏÍÓÔÖÁ éÉ Ë ÊÅÈÏ ÕÖÏÌÎñÎþ ÖÅÎ Ú ÂÕĐËÙȢ $ÁÌĤþ Ú ÎÅÏÂÊÁÓÎñÎĻÃÈ ÁÓÐÅËÔĳ ÉÎÆÅËÃÅ 

ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ Ö ÐÏÚÄÎþ ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËÃÅ ÊÅ ÖÁÚÂÁ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ  

ËÅ ÓÔÒÕËÔÕĠÅ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ 4Á ÂÙÌÁ ÐÏÐÓÜÎÁ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ  

jak v S. cerevisiae ɉ0ÁÌËÏÖÜ et al., 2000), tak i v ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017).  

.ÁĤÅ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠ ÂÙ ÒÜÄÁ ÔÕÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÉ ÄÅÔÁÉÌÎñ ÃÈÁÒÁËÔÅÒÉÚÏÖÁÌÁȟ Á ÐÒÏÔÏ ÂÙÌÏ ÍĻÍ ÃþÌÅÍ ÐÏÍÏÃþ 

in vitro experimentu zjistit, jestli jÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÓÃÈÏÐÅÎ ÓÅ ÖÜÚÁÔ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÂÅÚ ÁÓÉÓÔÅÎÃÅ 

ÄÁÌĤþÃÈ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ + ÔÏÍÕÔÏ ÐÏËÕÓÕ ÊÓÍÅ ÔÅÄÙ ÖÙÕĿÉÌÉ -ÉÃÒÏÔÕÂÕÌÅ "ÉÎÄÉÎÇ 0ÒÏÔÅÉÎ 

Spin-ÄÏ×Î !ÓÓÁÙ +ÉÔ ɉ#ÙÔÏÓËÅÌÅÔÏÎȟ )ÎÃȢɊȟ ËÔÅÒĻ ÕÍÏĿĐÕÊÅ ÔÅÓÔÏÖÁÔȟ ÚÄÁ ÓÅ ÒĳÚÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÊÓÏÕ 

ÓÃÈÏÐÎÙ ÖÜÚÁÔ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȢ !ÂÙÃÈÏÍ ÍÏÈÌÉ ÒÅÁËÃÉ ÐÒÏÖïÓÔȟ ÔÁË ÚÂĻÖÁÌÏ ÊÅÎÏÍ ÖÙÉÚÏÌÏÖÁÔ 

protein VP1 v ÄÏÓÔÁÔÅéÎñ ÖÅÌËïÍ Á éÉÓÔïÍ ÍÎÏĿÓÔÖþȢ : ÔÏÈÏ ÄĳÖÏÄÕ ÊÓÍÅ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ 6,0Ó 

v ÂÁËÕÌÏÖÉÒÏÖïÍ ÅØÐÒÅÓÎþÍ ÓÙÓÔïÍÕȢ 4ÅÎ ÊÓÍÅ ÚÖÏÌÉÌÉ ÐÒÏ ÊÅÈÏ ÖÙÓÏËÏÕ ÖĻÔñĿÎÏÓÔȟ Á ÈÌÁÖÎñ  

pro ÐÏÓÔÔÒÁÎÓÌÁéÎþ ÍÏÄÉÆÉËÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒï ÊÓÏÕ Õ ÈÍÙÚþÃÈ ÂÕÎñË ÍÎÏÈÅÍ ÐÏÄÏÂÎñÊĤþ  

ÔñÍ ÓÁÖéþÍȟ ÎñĿ ÔĠÅÂÁ ÍÏÄÉÆÉËÁÃÅ Õ ËÖÁÓÉÎÅËȢ +ÄÙĿ ÊÓÍÅ ÁÌÅ éÜÓÔÉÃÅ ÖÙÉÚÏÌÏÖÁÌÉȟ ÍÕÓÅÌÉ ÊÓÍÅ  

ÓÅ ÊÅĤÔñ ÒÏÚÈÏÄÎÏÕÔ Ö ÊÁËï ÆÏÒÍñ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ Ë ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÐĠÉÄÜÍÅȢ 6 ĿÜÄÎïÍ ÐĠþÐÁÄñ 

ÎÅÐĠÉÐÁÄÌÏ Ö ĭÖÁÈÕ ÐÏÕĿþÔ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ Ö ÍÏÎÏÍÅÒÎþ ÐÏÄÏÂñȟ ÐÒÏÔÏĿÅ Ö tomto stavu se protein 

v ÂÕĐÃÅ ÎÉËÄÙ ÎÅÖÙÓËÙÔÕÊÅȢ 2ÏÚÈÏÄÎÕÔþ ÔÅÄÙ ÂÙÌÏ ÍÅÚÉ ÔþÍȟ ÊÅÓÔÌÉ ÐÏÕĿþÔ ÃÅÌï ÖÉÒÏÖï éÜÓÔÉÃÅȟ 

ÁÎÅÂÏ ÊÅÓÔÌÉ éÜÓÔÉÃÅ ÒÏÚÌÏĿÉÔ Á ÐÏÕĿþÔ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉnu VP1. Nakonec jsme  

ÓÅ ÒÏÚÈÏÄÌÉ ÐÏÕĿþÔ ÐÒÏ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔ ÐÒÜÖñ ÒÏÚÌÏĿÅÎï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙȟ Á ÔÏ ÚÅÊÍïÎÁ ÚÅ ÄÖÏÕ ÄĳÖÏÄĳȢ 

0ÒÖÎþ ÄĳÖÏÄ ÂÙÌ ÔÅÃÈÎÉÃËïÈÏ ÒÜÚÕȢ +ÄÙĿ ÓÅ ÔÏÔÉĿ ÔÅÓÔÕÊÅȟ ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎ ÚÜÊÍÕ ÖÜĿÅ  

ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÏÄÄñÌÅÎþ ÖÜÚÁÎï Á ÎÅÖÜÚÁÎï ÆÏÒÍÙ ÐÏÍÏÃþ ÕÌÔÒÁÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÃÅ  

ÐĠÅÓ φπϷ ɉ6Ⱦ6Ɋ ÇÌÙÃÅÒÏÌÏÖĻ ÐÏÌĤÔÜĠȢ 6ÏÌÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÓÅ ÐĠÅÓ ÔÅÎÔÏ ÐÏÌĤÔÜĠ ÄÏÓÔÁÔ ÎÅÍÏÈÏÕȟ 

ÐÏËÕÄ ÎÅÖÜĿþ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȢ )ÎÔÁËÔÎþ 6,0Ó ÁÌÅ ÍÏÈÏÕ ÂĻÔ ÄÏÓÔÁÔÅéÎï ÈÍÏÔÎï ÎÁ ÔÏȟ  

ÁÂÙ ÐÏÌĤÔÜĠÅÍ ÔÅÏÒÅÔÉÃËÙ ÐÒÏÊþÔ ÍÏÈÌÙ É ÂÅÚ ÔïÔÏ ÖÁÚÂÙȢ 4þÍ ÐÜÄÅÍ ÂÙ ÎÁ ÚÜËÌÁÄñ ÎÁĤÅÈÏ 

ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÕ ÎÅÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÏÄÌÉĤÉÔȟ ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ 6,0Ó ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÓËÕÔÅéÎñ ÖÜĿþ ÎÅÂÏ ÎÅȢ  

$ÒÕÈĻÍ ÄĳÖÏÄÅÍȟ ÐÒÏé ÎÅÐÏÕĿþÔ ÉÎÔÁËÔÎþ 6,0Óȟ ÂÙÌÙ ÉÎÆÏÒÍÁÃÅ Ú ÄÏÓÕÄ ÐÕÂÌÉËÏÖÁÎĻÃÈ 

ÄÁÔȢ *ÉĿ ÄÌÏÕÈÏ ÓÅ ÔÏÔÉĿ Öþȟ ĿÅ ÐÏ ÔÒÁÎÓÌÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÓÅ ÎÁ ÓÌÏĿÅÎÏÕ ÐÅÎÔÁÍÅÒÕ ÖÜĿþ ÂÕÎñéÎï 
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ÃÈÁÐÅÒÏÎÙ (ÓÃχπȟ ËÔÅÒï ÂÒÜÎþ ÁÇÒÅÇÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñȢ 4ÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎ ÚÜÒÏÖÅĐ 

s ÐÅÎÔÁÍÅÒÏÕ ÔÒÁÎÓÌÏËÕÊÅ ÄÏ ÊÜÄÒÁȟ ËÄÅ ÎÜÓÌÅÄÎñ ÐÏÍÜÈÜ ÒÅÇÕÌÏÖÁÔ ÓÐÒÜÖÎï ÓÌÏĿÅÎþ ÎÏÖĻÃÈ 

ÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃ (Cripe et al., 1995; Chromy et al., 2003). Z ÔÏÈÏÔÏ ÄĳÖÏÄÕ ÓÅ ÔÅÄÙ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ 

proteinu VP1 v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ÖÌÁÓÔÎñ ÎÅÖÙÓËÙÔÕÊþ ÖÅ ÆÏÒÍñ ÖÉÒÏÖĻÃÈ éÜÓÔÉÃȟ ËÔÅÒï ÂÙ ÓÅ ÍÏÈly  

ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÖÜÚÁÔȢ -ÉÍÏÔÏ ÂÙÌÏ Ö publikaci 0ÁÌËÏÖÜ et al. ɉςπππɊ ÐÏÍÏÃþ ÅÌÅËÔÒÏÎÏÖï 

ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÅ Á ÕÌÔÒÁÔÅÎËĻÃÈ ĠÅÚĳ ÂÕĐËÏÕ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÊÅ ĤþĠËÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÏÂÁÌÅÎĻÃÈ 

ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÚÈÒÕÂÁ τυ ÎÍȢ +ÄÙÂÙ ÁÌÅ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÎÏÒÍÜÌÎþ ĤÉĠËÁ ÊÅ ËÏÌÅÍ 25 nm, 

ÂÙÌÙ ÏÂÁÌÅÎÙ ÃÅÌĻÍÉ éÜÓÔÉÃÅȟ ÍÕÓÅÌÁ ÂÙ ÊÅÊÉÃÈ ĤþĠËÁ ÂĻÔ ËÏÌÅÍ ρρυ-ρςυ ÎÍȟ ÐÒÏÔÏĿÅ ĤþĠËÁ ÊÅÄÎï 

ÖÉÒÏÖï éÜÓÔÉÃÅ ÊÅ ÔÁËï ËÏÌÅÍ τυ-υπ ÎÍȢ 4Ï ÔÁËï ÖÙÖÒÁÃþ ÈÙÐÏÔïÚÕȟ ĿÅ ÂÙ ÓÅ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ 

ÖÜÚÁÌÙ ÃÅÌï éÜÓÔÉÃÅȢ £þĠËÁ ÊÅÄÎÏÈÏ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÕ ÏÂÁÌÅÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ VP1 se ale shoduje  

ÓÅ ĤþĠËÏÕ ÊÅÄÎï ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÏÖï éÜÓÔÉÃÅȢ 4Ï ÎÜÓ ÔÅÄÙ ÖÅÄÌÏ Ë ÐÏÓÔÕÌÏÖÜÎþ ÈÙÐÏÔïÚÙȟ ĿÅ ÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 

60ρ ÎÁ ÍÉËÒÏÂÕÌÙ ÖÜĿÅ ÄÏ ÐÏÄÏÂÎï ÔÒÕÂËÏÖÉÔï ÓÔÒÕËÔÕÒÙȟ ÊÁËÏÕ ÍĳĿÅÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ  

ÐĠÉ ÐÒÅÐÁÒÁÃþÃÈ 6,0Ó ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕȢ 6ÚÎÉË ÔïÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÍĳĿÅ ÂĻÔ  

ÔÁËï Ö ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÕÌÅÈéÅÎ ÄþËÙ ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÓÁÍÏÔÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÓÅ ÂÅÚ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ 

ÍÉÎÏÒÉÔÎþÃÈ ËÁÐÓÉÄÏÖĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÊÅÎ ÖÅÌÍÉ ĤÐÁÔÎñ ÄÏÓÔÜÖÜ ÄÏ ÊÜÄÒÁȢ !ËÕÍÕÌÁÃÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒ 

v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ÔÅÄÙ ÍĳĿÅ ÚÖĻĤÉÔ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎÏÓÔ ÔÏÈÏȟ ĿÅ ÓÅ ÂÕÄÏÕ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÖÜÚÁÔ  

ÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ + ÔïÔÏ ÖÁÚÂñ ÁÌÅ ÄÏÃÈÜÚþ ÎÅÊÅÎ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉ ÁÌÅ É ÐĠÉ ÉÎÆÅËÃÉ 

ÄÉÖÏËĻÍ ÖÉÒÅÍ ÚÁ ÓÉÔÕÁÃÅ ËÄÙ ÊÓÏÕ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÏÖÜÎÙ ÊÉĿ ÅÆÅËÔÉÖÎñȢ  

-ÎÏĿÓÔÖþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÊÅ ÁÌÅ Ö ÐÏÚÄÎþ ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËÃÅ ÔÁË ÖÙÓÏËïȟ ĿÅ ÓÅ É ÐĠÅÓÔÏ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ 

ÖÙÓËÙÔÕÊÅ Ö ÎÅÚÁÎÅÄÂÁÔÅÌÎï ÍÎÏĿÓÔÖþȢ 6ÚÎÉË ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÏÂÁÌÅÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÔÅÄÙ 

ÚĠÅÊÍñ ÎÅÎþ ÊÅÎÏÍ ÁÒÔÅÆÁËÔÅÍ ÖÚÎÉËÌĻÍ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉȟ ÁÌÅ ÐĠÉÒÏÚÅÎÏÕ ÖÌÁÓÔÎÏÓÔþ ÖÉÒÕȢ 

+ÄÙĿ ÊÓÍÅ ÁÌÅ ÐÒÏÖÅÄÌÉ in vitro experiment s ÒÏÚÌÏĿÅÎĻÍÉ ÐÅÎÔÁÍÅÒÁÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ 

ÔÁË ÊÓÍÅ ĿÜÄÎÏÕ ÖĻÒÁÚÎÏÕ ÖÁÚÂÕ Ë ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÎÅÐÏÚÏÒÏÖÁÌÉȢ 6 ÐĠþÐÁÄñ υ АÇ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ  

se k ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÎÁÖÜÚÁÌÙ ÐÏÕÚÅ σ Ϸ ÔÏÈÏÔÏ ÍÎÏĿÓÔÖþȟ ÃÏĿ ÂÙÌÏ ÖÅÌÍÉ ÍÜÌÏȢ .ÙÎþ ÓÅ ÔÅÄÙ 

ÎÁÂþÚþ ÏÔÜÚËÁȟ ÊÅÓÔÌÉ ÔÙÔÏ σ Ϸ ÂÙÌÙ ÖĻÓÌÅÄËÅÍ ÖÅÌÍÉ ÓÌÁÂï ÁÆÉÎÉÔÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ë ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ 

anebo jestli se jednalo o nespecifitu jako v ÐĠþÐÁÄñ ËÏÎÔÒÏÌÎþÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ "3!Ȣ 4ÅÎ É ËÄÙĿ ÎÅÎþ 

schopen vazby na mikrotubuly, tak se v ÊÅÊÉÃÈ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ ÚÈÒÕÂÁ ÚÅ ρσ Ϸ ÎÁÃÈÜÚÅÌ Ö peletu 

patÒÎñ ËÖĳÌÉ ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÁÇÒÅÇÏÖÁÌ Ö ÓþÔÉ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ 3 ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÂÙ ÔÏ ÍÏÈÌÏ ÂĻÔ  

ÄÏÓÔÉ ÐÏÄÏÂÎïȢ 3ÉÃÅ ÊÓÍÅ ÏÖñĠÉÌÉȟ ĿÅ ÓÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÐĠÉ ÚĠÅÄñÎþ Ö GTB pufru 

ÏËÁÍĿÉÔñ ÎÅÓÒÁÚþȟ ÁÌÅ ÎÅÍÏÈÌÉ ÊÓÍÅ ÚÁÒÕéÉÔȟ ĿÅ ÓÅ ÔÁË ÎÅÓÔÁÎÅ ÐÏÚÄñÊÉ ÂñÈÅÍ ÒÅÁËÃÅȢ  

Mimo to k ÍÁÌï ÍþĠÅ ÁÇÒÅÇÁÃÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒ ÄÏÃÈÜÚÅÌÏ ÖĿÄÙȟ ËÄÙĿ ÂÙÌ ÐÒÏÔÅÉÎ ÕÓÃÈÏÖÜÎ ÄÏ ɀςπ Ј#. 

0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÍÕÓÅÌÉ ÁÇÒÅÇÜÔÙ ÖĿÄÙ ÐÅÌÅÔÏÖÁÔ ÎÁ ÄÎÏ ÍÉËÒÏÚËÕÍÁÖËÙ Á ÐÒÏ ÒÅÁËÃÉ ÐÏÕĿþÔ ÐÏÕÚÅ 

supernatant. V ÅÌÅËÔÒÏÎÍÉËÒÏÓËÏÐÉÃËĻÃÈ ÓÎþÍÃþÃÈ Ú ÒÅÁËÃþ ÊÓÍÅ ÓÉÃÅ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÕÒéÉÔïÈÏ 

ÐÒÏÔÅÉÎÏÖïÈÏ ÁÇÒÅÇÜÔÕ É ÔÁË ÐÏÚÏÒÏÖÁÌÉȟ ÁÌÅ ÎÅÍÏÈÌÉ ÊÓÍÅȟ ÊÁË ÚÊÉÓÔÉÔȟ ĿÅ ÓÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ  

Á ÎÅ ÔĠÅÂÁ Ï ÁÇÒÅÇÏÖÁÎĻȟ ÎÅÐÏÌÙÍÅÒÏÖÁÎĻ ÔÕÂÕÌÉÎȢ .ÉÃÍïÎñ ÊÁË ÂÙÌÏ ÕËÜÚÜÎÏ ÐÏÍÏÃþ 7ÅÓÔÅÒÎ 

ÂÌÏÔÕȟ ÔÁË É ËÄÙÂÙ ÄÏĤÌÏ Ë ÍÁÌïÍÕ ÓÒÜĿÅÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ ÔÁË ÓÅ ÔÙÔÏ ÁÇÒÅÇÜÔÙ ÓÁÍÉ Ï ÓÏÂñ 
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ÎÅÍÏÈÌÙ ÄÏÓÔÁÔ ÐĠÅÓ ÇÌÙÃÅÒÏÌÏÖĻ ÐÏÌĤÔÜĠȢ #ÏĿ ÎÜÓ ÏÐñÔ ÐĠÉÖÜÄþ Ë ÏÔÜÚÃÅȟ ÊÅÓÔÌÉ ÔÙ σ Ϸ ÐÒÏÃÅÎÔÁ 

proteinu VP1 v ÐÅÌÅÔÕ ÂÙÌÙ ÎÜÈÏÄÎï ÁÇÒÅÇÜÔÙ ÎÁÂÁÌÅÎï ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÅÃÈ ÎÅÂÏ ÖĻÓÌÅÄÅË ÎþÚËï 

ÁÆÉÎÉÔÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 0ÒÏ ĠÅĤÅÎþ ÔïÔÏ ÏÔÜÚËÙ ÊÅ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ ÖþÃÅ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÜÌÎþÃÈ ÖĻÓÌÅÄËĳȢ 

Jednou z ÍÏĿÎÏÓÔþȟ ÊÅ ÐÒÏÖïÓÔ in vitro experiment s ÖÙĤĤþÍ ÍÎÏĿÓÔÖþÍ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 

:ÁÊþÍÁÌÏ ÂÙ ÎÜÓ ÔÏÔÉĿȟ ÊÁËĻ ÔÏ ÂÕÄÅ ÍþÔ ÖÌÉÖ ÎÁ ÓÅÄÉÍÅÎÔÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 0ÏËÕÄ ÂÙ ÓÅ ÐÒÏÃÅÎÔÏ 

proteinu VP1 v ÐÅÌÅÔÕ ÚÖÅÄÌÏ ĭÍñÒÎñ Ó ÍÎÏĿÓÔÖþÍ ÐÏÕĿÉÔĻÍ ÐĠÉ ÒÅÁËÃÉ Á ÚÜÒÏÖÅĐ ÂÙÃÈÏÍ 

ÎÅÐÏÚÏÒÏÖÁÌÉ ÁÎÉ ĿÜÄÎÏÕ ÚÖĻĤÅÎÏÕ ÁÇÒÅÇÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ Ö ËÏÎÔÒÏÌÅȟ ÔÁË ÂÙ ÔÅÎÔÏ ÖĻÓÌÅÄÅË ÓËÕÔÅéÎñ 

ÍÏÈÌ ÚÎÁÍÅÎÁÔȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÓÅ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÖÜĿÅ Ó ÎþÚËÏÕ ÁÆÉÎÉÔÏÕ Á ĿÅ ÊÅ ÈÏ ÐÏÔĠÅÂÁ 

ÖÅÌËï ÍÎÏĿÓÔÖþȟ ÔÁË ÊÁËÏ ÐĠÉ ÐÏÚÄÎþÃÈ ÆÜÚþÃÈ ÉÎÆÅËÃÅȢ 4ÁÔÏ ÎþÚËÜ ÁÆÉÎÉÔÁ ÁÌÅ ÎÅÄÏËÜĿÅ ÖÙÓÖñÔÌÉÔȟ 

ÊÁË ÊÅ ÍÏĿÎïȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÊÅ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÜÚÁÔ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÐÏ ÔÁËÏÖï ÄïÌÃÅ ÊÁËÏÕ ÌÚÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÔ 

ÐÏÍÏÃþ ÍÉËÒÏÓËÏÐÉÅȢ *ÉĿ ÔÅì ÍĳĿÅÍÅ ÓËÏÒÏ Ó ÕÒéÉÔÏÓÔþ ĠþÃÉȟ ĿÅ ÐÒÏ ÖÚÎÉË ÔïÔÏ ÓÔÒÕËÔÕry budou 

ÚÁÐÏÔĠÅÂþ ÄÁÌĤþ ÂÕÎñéÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ 

.Á ÐÒÖÎþÍ ÍþÓÔñ ÓÅ ÎÁÂþÚþȟ ĿÅ ÐÒÏ ÔÖÏÒÂÕ ÓÔÒÕËÔÕÒ ÂÕÄÏÕ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ ÂÕÎñéÎï ÃÈÁÐÅÒÏÎÙȢ 

*ÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ ÚÍþÎñÎÏ ÖĻĤÅȟ ÐÒÏÔÅÉÎ (ÓÃχπ ÓÅ ÎÁ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÖÜĿÅ ÉÈÎÅÄ ÐÏ ÔÒÁÎÓÌÁÃÉ Á ÂÒÜÎþ  

mu v ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ÖÅ ÆÏÒÍÏÖÜÎþ ËÁÐÓÉÄȢ +ÄÙĿ ÊÅ ÁÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ Ö ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ÅØÐÒÉÍÏÖÜÎ 

ÓÜÍȟ ÔÁË Ë ÊÅÈÏ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÕ ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÓËÏÒÏ ÎÅÄÏÃÈÜÚþ Á Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ÓÅ ÈÒÏÍÁÄþȢ  

0ÏÄÌÅ ÎÁĤþ ÓÏÕéÁÓÎï ÔÅÏÒÉÅȟ ËÄÙĿ ÓÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÚÁéÎÏÕ ÈÒÏÍÁÄÉÔ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñȟ  

ÔÁË ÍĳĿÅ Ö ÏÍÅÚÅÎï ÍþĠÅ ÄÏÊþÔ Ë ÊÅÊÉÃÈ ÎþÚËÏÁÆÉÎÎþ ÖÁÚÂñ ÎÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȢ 0ÏËÕÄ ÂÙ ÓÅ ÔÁËÔÏ 

ÂÌþÚËÏ ÎÁ ÊÅÄÅÎ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌ ÎÁÖÜÚÁÌÏ ÖþÃÅÒÏ ÐÅÎÔÁÍÅÒȟ ÔÁË ÂÙ ÍÏÈÌÏ ÄÏÊþÔ Ó ÐÏÍÏÃþ 

ÁÓÏÃÉÏÖÁÎĻÃÈ ÃÈÁÐÅÒÏÎĳ Ë ÖĻÍñÎñ # ËÏÎÃĳ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖĻÃÈ ÐÅÎÔÁÍÅÒ ÔÁË ÊÁËÏ ÐĠÉ ÔÖÏÒÂñ ËÁÐÓÉÄ  

Á ÄÏĤÌÏ ÂÙ ËÅ ÖÚÎÉËÕ ÊÁËïÈÏÓÉ ÎÕËÌÅÁéÎþÈÏ ÃÅÎÔÒÁȢ 4ÏÔÏ ÎÕËÌÅÁéÎþ ÃÅÎÔÒÕÍ ÂÙ ÐÁË ÕÓÎÁÄĐÏÖÁÌÏ 

ÖÁÚÂÕ ÄÁÌĤþÃÈ ÐÅÎÔÁÍÅÒ Á ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌ ÂÙ ÓÅ ÐÏÓÔÕÐÎñ ÏÂÁÌÏÖÁÌ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρȢ 4Ï ÎÜÓ ÖÒÁÃþ 

k ÎÁĤþ ÐĳÖÏÄÎþ ÔÅÏÒÉÉȟ ĿÅ ÔÁËÔÏ ÏÂÁÌÅÎĻ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌ ÂÙ ÐÁË ÍÏÈÌ ÖÙÐÁÄÁÔ ÊÁËÏ ÔÒÕÂËÏÖÉÔĻ ÔÙÐ 

VLPs. ObaleÎþ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÕ ÂÙ ÔÅÄÙ ÎÅÍÕÓÅÌÁ ÂĻÔ ËÏÎÆÏÒÍÁÃÅȟ ËÔÅÒÜ ÂÙ ÂÙÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ 

ÖÎÕÃÅÎÜ ÁÌÅ ËÔÅÒÜ ÂÙ ÍÕ ÂÙÌÁ ÐĠÉÒÏÚÅÎÜȢ 3ÔÒÕËÔÕÒÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÕ ÂÙ ÍÏÈÌÁ ÓÌÏÕĿÉÔ ÐÏÕÚÅ  

ÊÁËÏ ÃÙÔÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËÜ ÐÌÁÔÆÏÒÍÁȟ ËÔÅÒÜ ÂÙ ÔÏÔÏ ÓËÌÜÄÜÎþ Ó ÐÏÍÏÃþ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÃÈÁÐÅÒÏÎĳ 

usnadnila.  +ÒÏÍñ (ÓÃχπ ÂÙ ÒÏÌÉ ÖÅ ÓËÌÜÄÜÎþ ÐÅÎÔÁÍÅÒ ÐÏÄïÌ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÍÏÈÌ ÈÒÜÔ É ÃÈÁÐÅÒÏÎ 

(ÓÐωπȟ ËÔÅÒĻ ÏÐÒÏÔÉ (ÓÃχπ ÈÒÁÊÅ ÓÐþĤÅ ÒÏÌÉ ÖÅ ÓËÌÜÄÜÎþ ÍÕÌÔÉÍÅÒÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻÃÈ  

ËÏÍÐÌÅØĳ ɉÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒÎÕÔÏ Ö 3ÃÈÏÐÆ et al., 2017)Ȣ .ÁÖþÃ ÔÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎ ÂÙÌ ÊÉĿ ÄĠþÖÅ  

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎ ÊÁËÏ ÓÏÕéÜÓÔ ËÏÍÐÌÅØÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ Á ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017).  

0ĳÖÏÄÎñ ÓÅ ÔÏÔÉĿ ÍÙÓÌÅÌÏȟ ĿÅ ÔÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎ ÚÐÒÏÓÔĠÅÄËÏÖÜÖÜ ÖÁÚÂÕ ÍÅÚÉ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ  

Á ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙȢ 0ÏËÕÓÙ Ó ÓÉ2.! ÁÌÅ ÕËÜÚÁÌÙȟ ĿÅ ÔÖÏÒÂÁ ÖÌÜËÅÎ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÅÎþ ÎÁ (ÓÐωπ 

ÚÜÖÉÓÌÜȟ ÁÌÅ ÊÅ ÊÅÈÏ  ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔþ ÐÏÕÚÅ ÕÌÅÈéÅÎÁ ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017). Teoreticky bychom 

mohli protein Hsp90 (spolu s !40Ɋ ÐĠÉÄÁÔ ÄÏ ÎÁĤÅÈÏ in vitro ÓÙÓÔïÍÕ Á ÐÏÚÏÒÏÖÁÔȟ  

ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÔþÍ ÎñÊÁË ÒÁÚÁÎÔÎñ ÚÖĻĤþ ÖÁÚÂÁ ÐÅÎÔÁÍÅÒ proteinu VP1 k ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍȢ 
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-ÉÍÏ ÔÙÐÏÖÜÎþ ÍÏĿÎĻÃÈ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÂÙÃÈÏÍ ÍþÓÔÏ ÔÏÈÏ ÍÏÈÌÉ ÐĠÅÊþÔ ÐĠþÍÏ 

k ÊÅÊÉÃÈ ÄÅÔÅËÃÉȢ *ÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ ÚÍþÎñÎÏ Ö ÐÕÂÌÉËÁÃÉ (ÏÒÎþËÏÖÜ et al. (2017), tak mikrotubuly 

ÏÂÁÌÅÎï ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÊÓÏÕ ÖÙÓÏÃÅ ÓÔÁÂÉÌÎþ Á ÐĠÉ ÆÒÁËÃÉÏÎÁÃÉ ÔÒÁÎÓÆÅËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñË ÚĳÓÔÁÖÁÊþ 

v ÐÏÓÌÅÄÎþ ÆÒÁËÃÉ ÎÅÒÏÚÐÕÓÔÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ 4ÅÏÒÅÔÉÃËÙ ÂÙ ÓÅ ÔÁÔÏ ÆÒÁËÃÅ ÍÏÈÌÁ ÁÎÁÌÙÚÏÖÁÔ 

ÐÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþÈÏ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÕȢ *ÅÄÎÏÔÌÉÖï ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÂÙ ÎÜÍ ÐÁË ÍÏÈÌÙ 

pomoci v ÄÁÌĤþÍ ÐÏÃÈÏÐÅÎþ ÖÚÎÉËÕ ÔïÔÏ ÚÁÊþÍÁÖï ÓÔÒÕËÔÕÒÙȢ 

0ÏÓÌÅÄÎþ ÏÔÜÚËÏÕȟ ËÔÅÒÜ ÚĳÓÔÜÖÜȟ ÊÅ ÐÒÏé ÖĳÂÅÃ ÔÁËÏÖïÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÂñÈÅÍ ÐÏÚÄÎþ ÆÜÚÅ 

ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÃÙËÌÕ ÖÚÎÉËÁÊþȢ 2ÏÌþ ÍĳĿÏÕ ÍþÔ ÔÙÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÎñËÏÌÉË ÎÉÃÍïÎñ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ 

k ÊÅÊÉÃÈ ÖÚÎÉËĳ ÄÏÃÈÜÚþ ÚÅÊÍïÎÁ ÐÒÏÔÏȟ ÁÂÙ ÄÏĤÌÏ Ë ÚÁÂÌÏËÏÖÜÎþ ÍÉÔĕÚÙȟ ËÔÅÒÜ ÊÅ ÖÅÌÉÃÅ 

ÅÎÅÒÇÅÔÉÃËÙ ÎÜÒÏéÎÜȢ 6 ÊÅÊþÍ ÐÒĳÂñÈÕ ÎÁÐĠþËÌÁÄ ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÒÏÚÐÁÄÕ ÊÜÄÒÁȟ ÃÏĿ ÚĠÅÊÍñ ÎÅÂÕÄÅ 

pro v ÊÜÄĠÅ ÓÅ ÒÅÐÌÉËÕÊþÃþ ÖÉÒÕÓ ÐĠþÌÉĤ ÖĻÈÏÄÎïȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÄÏÃÈÜÚþ É Ë ÄÅÇÒÁÄÁÃÉ ĠÁÄÙ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ 

ËÔÅÒï ÍĳĿÅ ÍÙĤþ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓ ÐÒÏ ÓÖĳÊ ÉÎÆÅËéÎþ ÃÙËÌÕÓ ÐÏÔĠÅÂÏÖÁÔȢ #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÂÕÎñË 

ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÍÙĤþÍ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÅÍȟ ÔÁË ÊÅ ÚÎÜÍÏȟ ĿÅ ÂñÈÅÍ ÉÎÆÅËÃÅ ÂÕĐËÙ ÐÒÏÃÈÜÚþ ÍÉÎÉÍÜÌÎñ 

ÄÖñÍÁ ÂÕÎñéÎĻÍÉ ÃÙËÌÙȟ ËÔÅÒï ÁÌÅ ÎÅÊÓÏÕ ÏÄÄñÌÅÎÙ ÍÉÔĕÚÏÕȢ -þÓÔÏ ÔÏÈÏ ÂÕĐËÙ ÏÐñÔ ÖÓÔÕÐÕÊþ  

do S ÆÜÚÅ Á ÐÏËÒÁéÕÊþ Ö ÒÅÐÌÉËÁÃÉ ÖÉÒÏÖï $.! ÄÏËÕd nedojde k jejich smrti (Chen a Fluck, 2001). 

6ÉÒÕÓ ÄÏËÜĿÅ ÚÁÓÔÁÖÉÔ ÖÓÔÕÐ ÄÏ ÍÉÔĕÚÙ ÎÁ ÎñËÏÌÉËÁ ĭÒÏÖÎþÃÈȢ *ÅÄÎÁË ÔþÍȟ ĿÅ ÖÅÌËĻ 4 ÁÎÔÉÇÅÎ 

ÎÅÕÓÔÜÌÅ ÓÔÉÍÕÌÕÊÅ ÒÅÐÌÉËÁÃÉ ÖÉÒÏÖï $.! Á ÔþÍ ÁËÔÉÖÕÊÅ !4- ÄÒÜÈÕȟ ËÔÅÒÜ ÎÁÏÐÁË ÂÌÏËÕÊÅ ÖÓÔÕÐ 

ÄÏ ÍÉÔĕÚÙ ÔþÍȟ ĿÅ ÉÎÁËÔÉÖÕÊÅ ÃÙËÌÉÎ ÄÅÐÅÎÄÅÎÔÎþ ËÉÎÜÚÕ ρ (Dahl et al., 2005)Ȣ :ÜÒÏÖÅĐ ÂÙÌÁ 

ÕËÜÚÜÎÁ É ÒÏÌÅ ÍÁÌïÈÏ Ô ÁÎÔÉÇÅÎÕȟ ËÔÅÒĻ ÄÏËÜĿÅ ÂÕĐËÙ ÚÁÄÒĿÅÔ Ö ÐÒÏÍÅÔÁÆÜÚÉ (Pores Fernando  

et al., 2015)Ȣ 2ÉÇÉÄÉÔÁ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÚÐĳÓÏÂÅÎÜ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÔÅÄÙ ÚĠÅÊÍñ ËÏÏÐÅÒÕÊÅ  

s ÄÖñÍÁ ÐĠÅÄÅĤÌĻÍÉ ÍÅÃÈÁÎÉÓÍÙ Á ÂÒÜÎþ ÕÓËÕÔÅéÎñÎþ ÍÉÔĕÚÙ Ö ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕĐËÜÃÈȢ  

/ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÓÅ ÁÌÅ Öþȟ ĿÅ ÄÏËÜĿÅ ÍÉÔĕÚÕ ÚÁÓÔÁÖÉÔ É ÓÜÍȢ *ÁË ÂÙÌÏ ÕËÜÚÜÎÏ ÖÅ ËÖÁÓÉÎËÜÃÈȟ  

ÔÁË ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÅ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÖÅÄÌÁ Ë ÚÜÓÔÁÖñ ÒĳÓÔÕ ËÏÌÏÎÉþ ÐÏ ÎñËÏÌÉË ÄÎĳ  

ɉ0ÁÌËÏÖÜȟ 3ÐÁÎÉÅÌÏÖÜȟ et al., 2000)Ȣ (ÒÏÍÁÄñÎþ ÂÕÎñË Ö ÐÏÚÄÎþ 'ς ÆÜÚÉ ÂÙÌÏ ÒÏÖÎñĿ ÐÏÚÏÒÏÖÜÎÏ É 

ÐĠÉ ÅØÐÒÅÓÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÓÁÖéþÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017). 

.Á ÚÜÖñÒ ÍĳĿÅÍÅ ÔÅÄÙ ĠþÃÉȟ ĿÅ ÓÁÍÏÔÎï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ 

ÎÅÊÓÏÕ ÓÃÈÏÐÎï in vitro ÓÅ ÅÆÅËÔÉÖÎñ ÖÜÚÁÔ ÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ +Å ÖÚÎÉËÕ ÔñÃÈÔÏ ÓÔÒÕËÔÕÒ 

ÂÕÄÅ ÂÅÚÅÓÐÏÒÕ ÚÁÐÏÔĠÅÂþ É ÄÁÌĤþÃÈ ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÚÅÊÍïÎÁ ÐÁË ÃÈÁÐÅÒÏÎĳȢ &ÙÚÉÏÌÏÇÉÃËÜ 

funkce vazby proteinu VP1 k ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳÍ ÊÅ ÚĠÅÊÍñ ÔÁËÏÖÜȟ ĿÅ ÄþËÙ ÔÏÍÕ ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÚÜÓÔÁÖñ 

ÂÕÎñéÎïÈÏ ÃÙËÌÕ Á ÖÓÔÕÐÕ ÂÕÎñË ÄÏ ÍÉÔĕÚÙȢ 
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6.2. I59b¢LCLY!/9 th¢9b/L#[bN/I Lb¢9w!Y2bN/I t!w¢b9w® 

PROTEINU VP1 POLYOMAVIRU BK 

V ÐÏÓÌÅÄÎþÃÈ ÌÅÔÅÃÈ ÎÅÕÖñĠÉÔÅÌÎñ ÖÚÒÏÓÔÌ ÚÜÊÅÍ Ï ÓÔÕÄÉÕÍ ÌÉÄÓËĻÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳȟ  

Á ÔÏ ÚÅÊÍïÎÁ ÐÒÏÔÏȟ ĿÅ ÓÅ ÕËÜÚÁÌÏ ÊÅÊÉÃÈ ÎÅÂÅÚÐÅéþ ÐÒÏ ÉÍÕÎÏÓÕÐÒÉÍÏÖÁÎï éÉ ÉÍÕÎÏÄÅÆÉÃÉÅÎÔÎþ 

ÊÅÄÉÎÃÅȢ +ÒÏÍñ ÔÏÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÍĳĿÏÕ ÈÒÜÔ ÒÏÌÉ É ÐĠÉ ÖÚÎÉËÕ ÌÉÄÓËĻÃÈ ÎÜÄÏÒÏÖĻÃÈ 

ÏÎÅÍÏÃÎñÎþȢ *ÅÄÎþÍ Ú ÎÅÊÖþÃÅ ÐÒÏÚËÏÕÍÁÎĻÃÈ ÌÉÄÓËĻÃÈ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳ ÊÅ "+ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕÓȟ  

ËÔÅÒĻ ÊÅ ÓÃÈÏÐÅÎ ÄÌÏÕÈÏÄÏÂñ ÐÅÒÚÉÓÔÏÖÁÔ Ö ÍÏéÏÖï ÓÏÕÓÔÁÖñ éÌÏÖñËÁ ÂÅÚ ÊÁËĻÃÈËÏÌÉÖ 

ÚÄÒÁÖÏÔÎþÃÈ ÐÏÔþĿþȢ "ÏÈÕĿÅÌ ÓÅ ÁÌÅ ÊÅÄÎÜ Ï ÖÅÌÍÉ ÎÅÂÅÚÐÅéÎĻ ÏÐÏÒÔÕÎÎþ ÐÁÔÏÇÅÎȟ  

ËÔÅÒĻ ÚÐĳÓÏÂÕÊÅ ĠÁÄÕ ËÏÍÐÌÉËÁÃþ Õ ÌÉÄþ ÐÏ ÔÒÁÎÓÐÌÁÎÔÁÃþÃÈȟ Á ÔÏ ÚÅÊÍïÎÁ ÌÅÄÖÉÎȢ 5 ÔñÃÈÔÏ ÌÉÄþ  

ÓÅ ÍĳĿÅ ÖÙÖÉÎÏÕÔ ÔÚÖȢ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÅÍ ÚÐĳÓÏÂÅÎÜ ÎÅÆÒÏÐÁÔÉÅ (Ramos et al., 2009)Ȣ -ÉÍÏ ÔÏ ÍĳĿÅ 

"+0Ù6 ÚÐĳÓÏÂÉÔ Õ ÐÁÃÉÅÎÔĳ ÐÏ ÔÒÁÎÓÐÌÁÎÔÁÃÉ ÌÅÄÖÉÎ É ÈÅÍÏÒÁÇÉÃËÏÕ ÃÙÓÔÉÔÉÄÕ ÍÏéÏÖïÈÏ 

ÍñÃÈĻĠÅ (Dropulic a Jones, 2008). V ÓÏÕéÁÓÎï ÄÏÂñ ÐÒÏÚÁÔþÍ ÎÅÅØÉÓÔÕÊÅ ĿÜÄÎÜ ĭéÉÎÎÜ ÌïéÂÁȟ 

ËÔÅÒÜ ÂÙ ÂÙÌÁ ÓÐÅÃÉÆÉÃËÜ ÐÒÏÔÉ "+0Ù6Ȣ 6ĤÅÃÈÎÙ ÐÁÔÏÌÏÇÉÃËÜ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ ÚÐĳÓÏÂÅÎÜ "+0Ù6  

ÓÅ ÄÏÐÏÓÕÄ Ìïéþ ÔþÍȟ ĿÅ ÓÅ ÓÎþĿþ ÍÎÏĿÓÔÖþ ÐÏÄÜÖÁÎĻÃÈ ÉÍÕÎÏÓÕÐÒÅÓÉÖȟ ÃÏĿ ÁÌÅ ÎÁÏÐÁË ÍĳĿÅ ÖïÓÔ 

ËÅ ÚÖĻĤÅÎï ĤÁÎÃÉ ÎÁ ÏÄÍþÔÎÕÔþ ĤÔñÐÕȢ #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÁÎÔÉÖÉÒÏÔÉËȟ ÔÁË ÓÅ ÕÖÁĿÕÊÅ Ï ÐÏÕĿÉÔþ ÎñËÔÅÒĻÃÈ 

ÔÙÐĳ ÌÜÔÅËȟ ËÔÅÒï ÓÅ ÐÏÄÜÖÁÊþ ÐĠÉ ÌïéÂñ ÎÅÍÏÃþ ÚÐĳÓÏÂÅÎĻÃÈ ÊÉÎĻÍÉ ÔÙÐÙ $.! ÖÉÒĳ  

ɉÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒÎÕÔÏ Ö $ÒÏÐÕÌÉÃ Á #ÏÈÅÎȟ ςπρπɊ. 

6ĤÅÃÈÎÙ ÔÙÔÏ ÄĳÖÏdy tedy vedly k ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÓÅ ÄÏ ÐÏÐĠÅÄþ ÚÜÊÍÕ ÖñÄÅÃËĻÃÈ ÔĻÍĳ  

ÄÏÓÔÁÌ ÖĻÚËÕÍ ÉÎÆÅËéÎþÈÏ ÃÙËÌÕ "+0Ù6Ȣ 6 ÒÜÍÃÉ ÎÁĤþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠÅ ÊÓÍÅ ÓÅ ÒÏÚÈÏÄÌÉ  

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÔ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅÒÙ ÊÅÈÏ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ  

Ï ÊÅÈÏĿ ÄÁÌĤþÃÈ ÆÕÎËÃþÃÈ ÓÅ ËÒÏÍñ Ôï ÓÔÒÕËÔÕÒÎþ ÐĠþÌÉĤ ÎÅÖþȢ 0ÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÖÙÔÖÏĠÉÌÉ ÄÅÔÅËéÎþ ÓÙÓÔïÍȟ  

ËÔÅÒĻ ÎÜÍ ÐÏÍÏÃþ ÂÉÏÔÉÎ-ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎÏÖï ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÕÍÏĿÎÉÌ ÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÔ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙ 

ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȢ #ÅÌËÅÍ ÊÓÍÅ ÖÙÔÖÏĠÉÌÉ ÄÖÁ ÆĭÚÎþ ËÏÎÓÔÒÕËÔÙ Ó ÔÚÖȢ ÃÁÐ4%6TM kotvu,  

kteÒÜ ÏÂÓÁÈÕÊÅ ÂÉÏÔÉÎÙÌÁéÎþ ÍþÓÔÏ ÐÏÔĠÅÂÎï ÐÒÏ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÉȢ *ÅÄÅÎ ËÏÎÓÔÒÕËÔ  

ÔÕÔÏ ËÏÔÖÕ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌ ÎÁ . ËÏÎÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Á ÄÒÕÈĻ Êþ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌ ÎÁ # ËÏÎÃÉȢ +ÏÎÓÔÒÕËÔÙ ÂÙÌÙ 

dva z ÔÏÈÏ ÄĳÖÏÄÕȟ ËÄÙÂÙ ËÏÔÖÁ ÂÒÜÎÉÌÁ ÖÁÚÂñ ÎñÊÁËïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕȟ ÔÁË ÁÂÙÃÈÏÍ tuto interakci 

ÍÏÈÌÉ ÚÁÃÈÙÔÉÔÉ ÐĠÉ ÐÏÕĿÉÔþ ÄÒÕÈïÈÏ ËÏÎÓÔÒÕËÔÕȢ 0ÏÄÏÂÎĻ ÄÅÔÅËéÎþ ÓÙÓÔïÍ ÊÓÍÅ ÊÉĿ ÄĠþÖÅ  

v ÎÁĤþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠÉ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ ÐÒÏ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕȟ Á ÐÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÊÉĿ Ó postupem 

ÉÚÏÌÁÃÅ ËÏÍÐÌÅØĳ ÍñÌÉ ÕÒéÉÔï ÚËÕĤÅÎÏÓÔÉȢ 5 ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻÃÈ ËÏÎÓÔÒÕËÔĳ ÊÓÍÅ ÏÖñĠÉÌÉ  

ÊÅÊÉÃÈ ÐÒÏÄÕËÃÉȟ ÖÅÌÉËÏÓÔȟ ÓÃÈÏÐÎÏÓÔ ÂĻÔ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎȟ ÒÏÚÐÕÓÔÎÏÓÔ É ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔ Ö ÂÕÎñéÎĻÃÈ 

ÆÒÁËÃþÃÈȢ +ÄÙĿ ÊÓÍÅ ÐÏÔï ÐĠÉÓÔÏÕÐÉÌÉ Ë ÓÁÍÏÔÎï ÉÚÏÌÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳȟ ÔÁË ÊÓÍÅ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ËÒÏËÙ 

ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ÏÖñĠÉÌÉ ÐÏÍÏÃþ 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕȢ )ÚÏÌÏÖÁÎï Ðroteiny v komplexu s proteinem VP1  

ÐÁË ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ Ö ÓÕÓÐÅÎÚÉ ÐÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþÈÏ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÕȢ  

4þÍ ÓÅ ÔÁÔÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÁÃÅ ÌÉĤÉÌÁ ÏÄ ÐÏËÕÓĳ Ó 60ρ -0Ù6ȟ ËÄÙÂÙ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÐÏÕÚÅ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

z ÎÅÊÔÌÕÓÔĤþÃÈ ÐÒÏÕĿËĳ ÐÏ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ÅÌÅËÔÒÏÆÏÒïÚÅȢ .ÜÍÉ ÚþÓËÁÎÜ ÄÁÔÁ ÊÓÏÕ ÔÅÄÙ ÄÅÔÁÉÌÎñÊĤþȢ 
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0ĠÉ ÐÒÖÎþ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÉ ÊÓÍÅ ÐÏ ÆÉÌÔÒÏÖÜÎþ ÄÁÔ ÚþÓËÁÌÉ ρπττ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ 

ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ "+0Ù6ȟ ÐĠÉéÅÍĿ ÎÅÊÖþÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÂÙÌÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ Õ . ËÏÎÃÏÖñ 

ÆĭÚÏÖÁÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ɉÃÅÌËÅÍ ωυσɊȢ 5 # ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÊÉÃÈ ÂÙÌÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ 

ÐÏÕÚÅ σωψȟ ÐĠÉéÅÍĿ ÏÂÁ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÓÅ ÐĠÅËÒĻÖÁÌÙ Ö ςψχ ÐÒÏÔÅÉÎÅÃÈȢ  .Á ÚÜËÌÁÄñ ÔÏÈÏÔÏ ÖĻÓÌÅÄËÕ 

ÊÅ ÖÅÌÉÃÅ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎïȟ ĿÅ ÐÒÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÂÕÄÅ ÐÏÔĠÅÂÎĻ ÚĠÅÊÍñ # ËÏÎÅÃ ÐÒÏÔÅÉÎÕȟ ËÔÅÒĻ ÂÙÌ  

u CT-60ρ ÚÁÂÌÏËÏÖÁÎĻ ÃÁÐ4%6TM ËÏÔÖÏÕȢ 4ÅÎÔÏ ËÏÎÅÃ ÓÅ ÔÏÔÉĿ ĭéÁÓÔÎþ ÉÎÔÅÒÐÅÎÔÁÍÅÒÎþÃÈ 

ÉÎÔÅÒÁËÃþ Ö ÓÅÓÔÁÖÅÎï ËÁÐÓÉÄñ ÔþÍȟ ĿÅ ÓÅ ÖÓÏÕÖÜ ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö ÓÏÕÓÅÄÎþ ÐÅÎÔÁÍÅĠÅ  

Á ÄÜÌÅ ÊÅÈÏ ÔÅÒÃÉÜÒÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÓÔÁÂÉÌÉÚÕÊÅ (Liddington et al., 1991). Tento konec je tedy velmi 

ÆÌÅØÉÂÉÌÎþ Á ÔÅÏÒÅÔÉÃËÙ ÂÙ ÍÏÈÌ ÈÒÜÔ ÈÌÁÖÎþ ÒÏÌÉ É Ö interakci s ÊÉÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ $ÁÌĤþ ÖÁÒÉÁÎÔÏÕ 

 ale ÍĳĿÅ ÂĻÔȟ ĿÅ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔ ËÏÔÖÙ ÎÁ # ËÏÎÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÍĳĿÅ ÖïÓÔ Ë destabilizaci proteinu  

Á ÊÅÈÏ ÄÅÇÒÁÄÁÃÉȢ 0ĠÉ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÉȟ É ËÄÙĿ ÊÓÍÅ ÐÏÕĿþÖÁÌÉ ÓÔÅÊÎï ÍÎÏĿÓÔÖþ ÖÓÔÕÐÎþÈÏ 

ÍÁÔÅÒÉÜÌÕ ɉρυ ÍÇ ÐÒÏÔÅÉÎÕɊȟ ÔÁË ÂÙÌÏ Ú 7ÅÓÔÅÒÎ ÂÌÏÔÕ ÐÁÔÒÎïȟ ĿÅ #4-60ρ ÊÅ ÖÅ ÖÚÏÒÃþÃÈ ÍÎÏÈÅÍ 

ÍïÎñȢ 0ÏÄÏÂÎÏÕ ÖñÃ ÊÓÍÅ ÐÏÚÏÒÏÖÁÌÉ É Õ # ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎ VP1 MPyV,  

ËÔÅÒĻ ÂÙÌ Ö ÎÁĤþ ÌÁÂÏÒÁÔÏĠÉ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎ ɉ(ÏÒÎþËÏÖÜȟ ÎÅÐÕÂÌÉËÏÖÁÎÜ ÄÁÔÁɊȢ 

+ÒÏÍñ ÔïÔÏ ÐÒÖÎþ ÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ÊÓÍÅ ÐĠÉÐÒÁÖÉÌÉ É ÄÒÕÈÏÕ ÉÚÏÌÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȟ  

ËÅ ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÂñÈÅÍ ÖÙÃÈÙÔÜÖÜÎþ ÎÁ ÓÔÒÅÐÔÁÖÉÄÉÎ-ÁÇÁÒĕÚÏÖï ËÕÌÉéËÙ ÐĠÉÄÜÎÙ ÅÎÚÙÍÙ 2.ÜÚÁ !  

Á $.ÜÚÁȢ 4Ï ÂÙÌÏ ËÖĳÌÉ ÔÏÍÕ ÁÂÙÃÈÏÍ ÌÉÍÉÔÏÖÁÌÉ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÚÐÒÏÓÔĠÅÄËÏÖÁÎï ÐÏÍÏÃþ ÔñÃÈÔÏ  

ÄÖÏÕ ÐÏÌÙÍÅÒÎþÃÈ ÍÏÌÅËÕÌȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÜ ÔÏÔÉĿ ÎÅÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ $.! ÖÁÚÅÂÎÏÕ ÄÏÍïÎÕȟ  

ÓËÒÚÅ ËÔÅÒÏÕ ÂÙ ÍÏÈÌÙ ÐĠÅÓ ÖÁÚÂÕ ÎÁ $.! ËÏÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÔ É ÄÁÌĤþ $.! ÖÁÚÅÂÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ  

2.ÜÚÁ ! ÐÁË ÂÙÌÁ ËÅ ËÏÍÐÌÅØĳÍ ÐĠÉÄÜÎÁ Ú ÐÏÄÏÂÎïÈÏ ÄĳÖÏÄÕ Á ÔÏ ÐÒÏÔÏȟ ÁÂÙ 2.! ÖÁÚÅÂÎï 

ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅĿ ÂÙ ÓÅ ÍÏÈÌÙ ÖÜÚÁÔ ÎÁ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȟ ÎÅÐÏÍÜÈÁÌÙ ËÏÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÔ ÓÒÚÅ ÖÁÚÂÕ 2.!  

ÄÁÌĤþ ÐÒÏÔÅÉÎÙȢ 4ÁÔÏ ÎÁĤÅ ĭÖÁÈÁ ÓÅ ÐÏÔÖÒÄÉÌÁȟ ËÄÙĿ ÐÏ ÐĠÉÄÜÎþ $.ÜÚÙ Á 2.ÜÚÙ ËÅ ÖÚÏÒËĳÍȟ 

ÐÏËÌÅÓÌ ÐÏéÅÔ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏ ÆÉÌÔÒÁÃÉ ÄÁÔ ÎÁ ÐÏÕÈĻÃÈ ςχςȢ #Ï ÊÅ ÚÖÌÜĤÔÎþ ÊÅȟ  

ĿÅ É ËÄÙĿ ÐÏéÅÔ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÏËÌÅÓÌ ÚÈÒÕÂÁ Ï ÔĠÉ éÔÖÒÔÉÎÙȟ É ÔÁË ÓÅ Ö ÄÒÕÈï ÉÚÏÌÁÃÉ 

ÖÙÓËÙÔÏÖÁÌÁ ĠÁÄÁ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ɉÐĠÅÓÎñÊÉ ρττɊȟ ËÔÅÒï ÐĠÉ ÐÒÖÎþ ÉÚÏÌÁÃÉ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÎÅÂÙÌÙ  

ɉÐÏ ÆÉÌÔÒÁÃÉ ÄÁÔɊȢ 6ÙÓÖñÔÌÅÎþ ÂÕÄÅ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ Ö ÐÒÉÎÃÉÐÕ ÉÚÏÌÁÃÅȟ ËÔÅÒÏÕ ÊÓÍÅ ÐÏÕĿþÖÁÌÉȢ 

.ÅÉÚÏÌÏÖÁÌÉ ÊÓÍÅ ÔÏÔÉĿ ÊÅÎÏÍ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÌÉ Ó proteinem VP1 BKPyV, ale izolovali 

ÊÓÍÅ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙȟ ËÔÅÒĻÃÈ ÊÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÓÏÕéÜÓÔþȢ 3ÐÏÕÓÔÁ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

(ne-ÌÉ ÖñÔĤÉÎÁɊ ÔÅÄÙ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÖĳÂÅÃ ÐĠþÍÏ ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÔ ÎÅÍÕÓþȟ ÁÌÅ ÖÜĿÅ ÓÅ ÎÁ ÊÅÈÏ 

ÓËÕÔÅéÎĻ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅÒȢ 0ÒÏÔÅÉÎÏÖï ËÏÍÐÌÅØÙȟ ËÔÅÒï ÊÓÍÅ ÖÙÉÚÏÌÏÖÁÌÉȟ ÓÉÃÅ ÏÂÓÁÈÏÖÁÌÙ 

protein VP1, skrze kterĻ ÊÓÍÅ ÊÅ ÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÌÉȟ ÁÌÅ ÓÏÕéÜÓÔþ ÔñÃÈÔÏ ËÏÍÐÌÅØĳ ÂÙÌÙ ÄÁÌĤþ ȵÎÁÂÁÌÅÎïȰ 

ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÐÏÄÌÅ ÒĳÚÎĻÃÈ ÁÆÉÎÉÔ ÚĳÓÔÁÌÙ Ó ËÏÍÐÌÅØÙ ÁÓÏÃÉÏÖÜÎÙȢ "ñÈÅÍ ÒĳÚÎĻÃÈ ÉÚÏÌÁÃþ  

ÓÅ ÔÅÄÙ ÖĿÄÙ ÖÙÓËÙÔÎÅ ÖÁÒÉÁÂÉÌÎþ ÐÏéÅÔ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒï ÂÕÄÏÕ ÐĠþÔÏÍÎï Ö ÒĳÚÎïÍ ÍÎÏĿÓÔÖþȢ 

PÏÕÚÅ ÔÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ËÔÅÒï ÊÓÏÕ ÓÔÁÂÉÌÎþ ÓÏÕéÜÓÔþ ËÏÍÐÌÅØĳ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρȟ ÂÙ ÍñÌÉ ÂĻÔ ÐÏËÁĿÄï 

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙȢ +ÄÙĿ ÊÓÍÅ ÐÒÏÖÅÄÌÉ ÐÒĳÎÉË ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÂñÈÅÍ ÔñÃÈÔÏ ÄÖÏÕ 

ÉÚÏÌÁÃþȟ ÚĳÓÔÁÌÏ ÎÜÍ Ö ÓÅÚÎÁÍÕ ÐÏÕÚÅ ρςψ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ 0ÒÏÔÏ ÂÙ ÂÙÌÏ ÚÁÊþÍÁÖï ÐÒÏÖïÓÔ ÊÅĤÔñ ÊÅÄÎÕ 
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ÉÚÏÌÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳ Á ÉÄÅÎÔÉÆÉËÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Á ÐÏÄþÖÁÔ ÓÅ Ö ËÏÌÉËÁ ÐÒÏÔÅÉÎÅÃÈ ÓÅ ÓÈÏÄÕÊþ ÐÏÔïȢ  

-ÉÍÏ ÊÉÎï ÓÉ ÍÕÓþÍÅ ÕÖñÄÏÍÉÔȟ ĿÅ ÖĤÅÃÈÎÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÐÏÃÈÜÚÅÌÙ Ú ËÏÍÐÌÅØĳȟ 

ËÔÅÒï ÂÙÌÙ ÐĠÉ ÌÙÚÉ ÂÕÎñË Ö ÓÏÌÕÂÉÌÎþÍ ÓÔÁÖÕȢ ~ÁÄÁ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÚÅÊÍïÎÁ ÍÅÍÂÒÜÎÏÖĻÃÈ  

éÉ ÊÁÄÅÒÎĻÃÈȟ ÖĳÂÅÃ ÎÅÍÕÓÅÌÁ ÂĻÔ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÁȟ ÐÒÏÔÏĿÅ ÓÅ ÄÏ ÓÕÐÅÒÎÁÔÁÎÔÕ Ú ÌÙÚÏÖÁÎĻÃÈ 

ÂÕÎñË ÖĳÂÅÃ ÎÅÄÏÓÔÁÌÙȢ 4ÁËï ÊÅ ÄĳÌÅĿÉÔï ÐÏÄÏÔËÎÏÕÔȟ ĿÅ ÔÅÎÔÏ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔ ÃþÌÉÌ  

ÐÏÕÚÅ ÎÁ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅĿ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ÍÏÈÏÕ ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÔ ÁĿ Ö pozÄÎþ ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËÃÅȢ  

0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÔÏÔÉĿ ÍĳĿÅ ÊÁËÏ ÓÏÕéÜÓÔ ÖÉÒÏÖï ËÁÐÓÉÄÙ ÉÎÔÅÒÁÇÏÖÁÔ Ó ĠÁÄÏÕ ÄÁÌĤþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÒÁÎï 

ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËÃÅȟ ËÄÙ ÄÏÃÈÜÚþ Ë ÔÒÁÎÓÐÏÒÔÕ "+0Ù6 ÄÏ ÊÜÄÒÁ ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËï ÂÕĐËÙȢ 6 ÔïÔÏ ÆÜÚÉ ÖÉÒÕÓ 

ÐÒÏÃÈÜÚþ ÅÎÄÏÓÏÍÜÌÎþÍÉ ËÏÍÐÁÒÔÍÅÎÔÙ Á ÅÎÄÏÐÌÁÚÍÁÔÉÃËĻÍ ÒÅÔÉËÕÌÅÍȟ ËÄÅȟ ÊÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ 

ÐÏÐÓÜÎÏȟ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊÅ Ó ÒÅÚÉÄÅÎÔÎþÍÉ ÅÎÚÙÍÙ ÊÁËÏ ÎÁÐĠþËÌÁÄ Ó ÐÒÏÔÅÉÎ ÄÉÓÕÌÆÉÄ 

ÉÚÏÍÅÒÜÚÏÕ %2ÄÊυ (Inoue et al., 2015) éÉ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ %2!$ ÄÒÜÈÙ $ÅÒÌÉÎρ (Jiang et al., 2009).  

0ĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉ ÓÅ ÁÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÅÚ ÔÚÖȢ ÔÁÒÇÅÔÉÎÇ ÓÅËÖÅÎÃÅ ÄÏ ÔñÃÈÔÏ ÏÒÇÁÎÅÌ 

ÎÅÄÏÓÔÁÎÅȢ  .ÜÍÉ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻ ÐÏéÅÔ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÎÅÍÕÓþ ɉÁ ÎÅÎþɊ ÄÏÚÁÊÉÓÔÁ ËÏÎÅéÎĻȢ 

+ÄÙĿ ÓÅ ÐÏÄÒÏÂÎñÊÉ ÐÏÄþÖÜÍÅ ÎÁ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÔÁË ÍÅÚÉ ÎÉÍÉ ÍĳĿÅÍÅ ÎÁÌïÚÔ 

É ÎñËÔÅÒï ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÂÙÌÁ ÊÉĿ ÄĠþÖÅ ÐÏÔÖÒÚÅÎÁ ÐÒÏ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ -0Ù6Ȣ  

*ÅÄÎþÍ Ú nich je i poly(ADP-ÒÉÂĕÚÁɊ ÐÏÌÙÍÅÒÜÚÁ ρ ɉ0!20ρɊȟ ËÔÅÒÜ ÓÅ ĭéÁÓÔÎþ ÕÖÏÌÎñÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 

VP1 z $.! ÖÉÒÕȟ Á ÔþÍ ÐÏÍÜÈÜ ÚÁÈÜÊÉÔ éÁÓÎÏÕ ÔÒÁÎÓËÒÉÐÃÉ (Carbone et al., 2006).  

2ÏÖÎñĿ ÊÓÍÅ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÌÉ ÎñËÏÌÉË ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÉÍÐÏÒÔÉÎĳ ÊÁËÏ ÎÁÐĠȢ ÉÍÐÏÒÔÉÎ υ éÉ ÉÍÐÏÒÔÉÎ χȢ  

4Ï ÎÅÎþ ÎÉÃ ÐĠÅËÖÁÐÉÖïÈÏ ÖÚÈÌÅÄÅÍ Ë ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ ÊÁÄÅÒÎïÈÏ ÌÏËÁÌÉÚÁéÎþÈÏ ÓÉÇÎÜÌÕ ÎÁ . ËÏÎÃÉ 

ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ #Ï ÕĿ ÚÖÌÜĤÔÎþ ÊÅȟ ĿÅ ÊÓÍÅ Ö ÐÒĳÎÉËÕ ÏÂÏÕ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔĳ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÌÉ É ς ÂÕÎñéÎï 

ÅØÐÏÒÔÉÎÙȢ :ÅÊÍïÎÁ ÚÁÊþÍÁÖĻ ÊÅ ÐÁË ÅØÐÏÒÔÉÎ ρȟ ËÔÅÒĻ ÈÒÁÊÅ ÒÏÌÉ Ö ÊÁÄÅÒÎïÍ ÅØÐÏÒÔÕ ĠÁÄÙ 

ÐÒÏÔÅÉÎĳ éÉ 2.! (Fornerod et al., 1997)Ȣ )ÄÅÎÔÉÆÉËÁÃÅ ÔÏÈÏÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÂÙ ÍÏÈÌÁ ÎÁÚÎÁéÏÖÁÔ 

ÕÒéÉÔÏÕ ÒÏÌÉ 60ρ Ö ÒÅÇÕÌÁÃÉ ÊÁÄÅÒÎïÍ ÅØÐÏÒÔÕȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÔÏÔÉĿ ÎÅÍÜ ĿÜÄÎĻ ÊÁÄÅÒÎĻ ÅØÐÏÒÔÎþ 

ÓÉÇÎÜÌȟ ÎÁ ËÔÅÒĻ ÂÙ ÓÅ ÍÏÈÌ ÅØÐÏÒÔÉÎ ρ ÖÜÚÁÔȟ Á ÐÒÏÔÏ ÂÙ ÊÅÊÉÃÈ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÍÏÈÌÁ ÍþÔ ĭÐÌÎñ ÊÉÎÏÕ 

ÆÕÎËÃÉȢ #Ï ÓÅ ÐÁË ÔĻéÅ ÃÙÔÏÓËÅÌÅÔÜÌÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ÔÁË ÂÙÌ ÊÁËÏ ÓÏÕéÜÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻÃÈ ËÏÍÐÌÅØĳ 

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎ É ÔÕÂÕÌÉÎ ɼȢ 0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ "+0Ù6 ÊÅ ÔÅÄÙ ÐÒÁÖÄñÐÏÄÏÂÎñ ÔÁËï ÓÃÈÏÐÅÎ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ 

s ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌÙ ÐÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ -0Ù6Ȣ 6 ÐĠþÐÁÄñ "+0Ù6 ÊÓÍÅ ÓÉ ÁÌÅ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ 

ÅØÐÒÅÓÉ ÎÅÖĤÉÍÌÉȟ ĿÅ ÂÙ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÖÙÔÖÜĠÅÌ ÐÏÄÏÂÎï ÖÌÜËÎÉÔï ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÊÁËÏ ÊÅ ÔÏÍÕ Õ -0Ù6Ȣ 

0ÒÏÂÌÅÍÁÔÉËÁ ÖÁÚÂÙ ÈÌÁÖÎþÈÏ ËÁÐÓÉÄÏÖïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÕ ÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ Ále nebyla 

v ÐĠþÐÁÄñ "+0Ù6 ÔïÍÁÔÅÍ ÔïÔÏ ÐÒÜÃÅȟ Á ÐÒÏÔÏ ÊÓÍÅ ÓÅ Êþ ÄÅÔÁÉÌÎñ ÎÅÚÁÂĻÖÁÌÉȢ +ÒÏÍñ ÔÕÂÕÌÉÎÕ ɼ 

ÊÓÍÅ ÐĠÉ ÏÂÏÕ ÉÚÏÌÁÃþÃÈ ÎÁÌÅÚÌÉ É ÄÁÌĤþ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ĭéÁÓÔÎþÃþÃÈ ÓÅ ÆÕÎÇÏÖÜÎþ ÃÙÔÏÓËÅÌÅÔÕ ÊÁËÏ  

ÎÁÐĠȢ ÄÖÁ ĠÅÔñÚÃÅ ÍÏÌÅËÕÌÜÒÎþÈÏ ÍÏÔÏÒÕ ÄÙÎÅÉÎÕ éÉ ÔñĿËĻ ĠÅÔñÚÅÃ ËÉÎÅÓÉÎÕ-ρȢ 2ÏÖÎñĿ ÂÙÌÙ 

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ É ÉÎÔÅÒÍÅÄÉÜÌÎþ ÆÉÌÁÍÅÎÔÁ ÊÁËÏ ÖÉÍÅÎÔÉÎ éÉ ÌÁÍÉÎȢ 6ĤÅÃÈÎÙ ÔÙÔÏ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎï 

ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÂÙ ÍÏÈÌÙ ÐÏÔÖÒÚÏÖÁÔȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÐĠÉ ÉÎÆÅËÃÉ "+0Ù6 ÊÅ ÓÃÈÏÐÅÎ ÏÖÌÉÖÎÉÔ ÆÕÎÇÏÖÜÎþ 

ÂÕÎñéÎïÈÏ ÃÙÔÏÓËÅÌÅÔÕȢ #Ï ÎÜÍ ÐĠÉÊÄÅ ÚÖÌÜĤÔÎþ ÊÅȟ ĿÅ ÊÓÍÅ ÓÐÏÌÕ Ó proteinem VP1 nepurifikovali 

ÂÕÎñéÎï ÃÈÁÐÅÒÏÎÙ ÊÁËÏ (ÓÃχπ éÉ (ÓÐωπȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ Ó proteinem VP1 MPyV byla 
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ÐÒÏËÜÚÜÎÁ ɉ#ÒÉÐÅ ÅÔ ÁÌȢȟ ρωωυȠ #ÈÒÏÍÙ ÅÔ ÁÌȢȟ ςππσȠ (ÏÒÎþËÏÖÜ et al., 2017)Ȣ -þÓÔÏ ÔÏÈÏ ÊÓÍÅ 

identifikovali dva kochaperony Hsc70, a to tzv. DnaJ homolog subfamily A member 1  

a BAG family molecular chaperone regulator 2 (Terada a Mori, 2000; Rauch a Gestwicki, 2014). 

6ÅÌÍÉ ÚÁÊþÍÁÖï ÂÙÌÏȟ ĿÅ Ö ÓÅÚÎÁÍÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÓÅ ÏÂÊÅÖÉÌ É ÓÔÒÅÓÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ χπȟ  

ÃÏĿ ÊÅ ÍÉÔÏÃÈÏÎÄÒÉÜÌÎþ ÃÈÁÐÅÒÏÎ ĭéÁÓÔÎþÃþ ÓÅ role v ÂÉÏÇÅÎÅÚÉ ĿÅÌÅÚÏ-ÓÉÒÎĻÃÈ ÃÅÎÔÅÒ  

(Shan a Cortopassi, 2016)Ȣ 0ÏÓÌÅÄÎþÍ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÍ ÃÈÁÐÅÒÏÎÅÍ ÂÙÌ ÐÒÏÔÅÉÎ Ó ÁÎÇÌÉÃËĻÍ 

ÎÜÚÖÅÍ 4-ÃÏÍÐÌÅØ ÐÒÏÔÅÉÎ ρ ÓÕÂÕÎÉÔ ɿȢ 0ÒÉÍÜÒÎþ ÆÕÎËÃþ ÔÏÈÏÔÏ ÃÈÁÐÅÒÏÎÕ ÊÅ ÐÏÍÏÃ  

ÐĠÉ ÓÅÓÔÁÖÅÎþ ÏËÔÁÍÅÒÎþÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖïÈÏ ËÏÍÐÌÅØÕ ""3ÏÍÕȟ ËÔÅÒĻ ÖÙÔÖÜĠþ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻ ÐÌÜĤĩ  

ÎÁ ÐÏÖÒÃÈÕ ÖÜéËĳ ÃþÌÅÎĻÃÈ ÄÏ ÔÚÖȢ ÐÒÉÍÜÒÎþÃÈ ÃÉÌÉþ ÂÕÎñË (Jin et al., 2010; Seo et al., 2010). 

#ÅÌËÏÖñ ÎÅÊÖñÔĤþ ÓËÕÐÉÎÏÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö ÓÅÚÎÁÍÕ ÂÙÌÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÒÉÂÏÓÏÍÜÌÎþȟ ËÔÅÒĻÃÈ ÂÙÌÏ 

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÏ ρφȢ 4Ï ÚÊÉĤÔñÎþ ÎÜÓ ÐĠþÌÉĤ ÎÅÐĠÅËÖÁÐÉÌÏȟ ÐÒÏÔÏĿÅ ÊÅ ÌÏÇÉÃËïȟ ĿÅ ÐĠÉ ÔÒÁÎÓÌÁÃÉ 

ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÍĳĿÅ ÄÏÊþÔ ËÅ ËÏÐÕÒÉÆÉËÁÃÉ ÒÉÂÏÓÏÍÕȢ 0ÒÜÖñ ÔÒÁÎÓÌÁÔÏÖÁÎĻ ÐÒÏÔÅÉÎ ÓÉÃÅ ÊÅĤÔñ 

ÎÅÍÕÓþ ÂĻÔ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÜÎȟ ÁÌÅ ÊÁË ÊÅ ÚÎÜÍÏ ÔÁË ÊÉĿ ÂñÈÅÍ ÔÒÁÎÓÌÁÃÅ ÚÁéþÎÜ ÐÒÏÔÅÉÎ  

60ρ ÐÅÎÔÁÍÅÒÉÚÏÖÁÔȢ 4þÍÔÏ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÔÅÄÙ ÍĳĿÅ ÂĻÔ ÒÉÂÏÓÏÍ ÉÚÏÌÏÖÜÎ ÓÐÏÌÕ  

s ÊÅĤÔñ ÎÅÄÏÔÒÁÎÓÌÁÔÏÖÁÎĻÍ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρȟ ËÔÅÒĻ ÊÉĿ ÁÌÅ éÜÓÔÅéÎñ ÁÓÏÃÉÕÊÅ Ó ÄÁÌĤþÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

60ρ ɉÊÉĿ ÂÉÏÔÉÎÙÌÏÖÁÎĻÍÉɊȢ +ÒÏÍñ ÒÉÂÏÚÏÍÜÌÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ É ÄÁÌĤþ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 

ĭéÁÓÔÎþÃþ ÓÅ ÔÒÁÎÓÌÁÃÅȟ Á ÔÏ ÃÅÌËÅÍ υ ÐÏÄÊÅÄÎÏÔÅË ÅÕËÁÒÙÏÔÉÃËïÈÏ ÉÎÉÃÉÁéÎþÈÏ ÆÁËÔÏÒÕ σ Á φ Ô2.! 

ÌÉÇÜÚ ËÁÔÁÌÙÚÕÊþÃþ ÓÙÎÔïÚÕ ÁÍÉÎÏÁÃÙÌ-Ô2.!Ȣ 0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ Ô2.! ÌÉÇÜÚ Ö komplexech proteinu VP1 je 

ÐĠÅËÖÁÐÕÊþÃþȟ ÁÌÅ ÄÜ ÓÅ ÔÏ ÖÙÓÖñÔÌÉÔ ÔþÍȟ ĿÅ ÔÙÔÏ ÅÎÚÙÍÙ ËÏÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÌÙ ÓÐÏÌÕ Ó ribosomy.  

6þ ÓÅ ÔÏÔÉĿȟ ĿÅ ĠÁÄÁ ÔñÃÈÔÏ ÌÉÇÜÚ ÊÅ ÓÏÕéÜÓÔþ ÖÅÌËïÈÏ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖïÈÏ ËÏÍÐÌÅØÕȟ ËÔÅÒĻ ËÏÌÏËÁÌÉÚÕÊÅ 

v ÂÕĐÃÅ ÓÐÏÌÕ Ó ÔÒÁÎÓÌÁÔÕÊþÃþÍÉ ÒÉÂÏÓÏÍÙ (David et al., 2011)Ȣ #Ï ÓÅ ÐÁË ÔĻéÅ Ðodjednotek 

ÅÕËÁÒÙÏÔÉÃËïÈÏ ÉÎÉÃÉÁéÎþÈÏ ÆÁËÔÏÒÕ σ ÔÁË ÊÅÊÉÃÈ ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔ Ö komplexech proteinu VP1 je 

ÐĠÅËÖÁÐÉÖÜ Ú ÎñËÏÌÉËÁ ÄĳÖÏÄĳȢ :ÁÐÒÖïȟ ÐÒÏé ÊÓÍÅ ËÒÏÍñ ÆÁËÔÏÒÕ σ ĿÜÄÎĻ ÊÉÎĻ ÅÕËÁÒÙÏÔÉÃËĻ 

ÉÎÉÃÉÁéÎþ ÆÁËÔÏÒ ÐĠÉ ÉÚÏÌÁÃÉ ÎÅÚÁÃÈÙÔÉÌÉ Á ÚÁÄÒÕÈïȟ ÊÅÓÔÌÉĿÅ ÂÙÌÙ ÒÉÂÏÓÏÍÙ ÉÚÏÌÏÖÁÎĻ ÓÐÏÌÕ  

s ÊÉĿ ÔÒÁÎÓÌÁÔÏÖÁÎĻÍÉ ÐÒÏÔÅÉÎÙ 60ρȟ ÔÁË ÊÁË ÔÏ ĿÅ ÂÙÌ ÊÅÊÉÃÈ ÓÏÕéÜÓÔþ É ÆÁËÔÏÒ ĭéÁÓÔÎþÃþ ÓÅ ÉÎÉÃÉÁÃÅ 

ÔÒÁÎÓÌÁÃÅȢ .ÅÄÜÖÎÏ ÓÉÃÅ ÂÙÌ ÐÏÐÓÜÎ ÐĠþÐÁÄȟ ËÄÙ ÔÅÎÔÏ ÆÁËÔÏÒ ÚĳÓÔÁÌ ÓÏÕéÜÓÔþ ÊÉĿ ÅÌÏÎÇÕÊþÃþÈÏ 

ÒÉÂÏÓÏÍÕȟ ÁÌÅ ÔÏ ÂÙÌÏ ÐĠÉ ÔÒÁÎÓÌÁÃþÃÈ Í2.!ȟ Õ ÎÉÃÈĿ ÄÏÃÈÜÚÅÌÏ Ë reiniciaci translace 

(Mohammad et al., 2017)Ȣ -ĳĿÅÍÅ ÓÅ ÔÅÄÙ ÚÁÍÙÓÌÅÔȟ ÊÅÓÔÌÉ ÂÙÌÁ ËÏÐÕÒÉÆÉËÁÃÅ ÔÏÈÏÔÏ ÆÁËÔÏÒÕ 

ÎÜÈÏÄÎÜ ÁÎÅÂÏ ÊÅÓÔÌÉ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÎÅÎþ ÖÜÚÜÎ ÎÁ ÒÉÂÏÓÏÍÕ ɉéÉ ÉÎÉÃÉÁéÎþ ÆÁËÔÏÒ σɊ É Ú jÉÎïÈÏ 

ÄĳÖÏÄÕ ÎÅĿ ÐĠÉ ÊÅÈÏ ÐÒÜÖñ ÐÒÏÂþÈÁÊþÃþ ÔÒÁÎÓÌÁÃÉȢ 

0ÏÄÏÂÎï ÄÉÌÅÍÁ ÊÁËÏ Ö ÐĠþÐÁÄñ ÒÉÂÏÓÏÍÜÌÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÊÓÍÅ ÍñÌÉ É Õ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

ÐÒÏÔÅÏÓÏÍÕȟ ËÔÅÒĻÃÈ ÊÓÍÅ Ö ËÏÍÐÌÅØÅÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÌÉ ÃÅÌËÅÍ χȢ /ÐñÔ ÊÅÄÎÁ 

z ÍÏĿÎÏÓÔþȟ ÐÒÏé ÂÙÌÙ ÔÙÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ËÏÐÕÒÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÓÐÏÌÕ Ó proteinem VP1, je degradace tohoto 

proteinu v ÐÒÏÔÅÁÓÏÍÕȢ .Á ÄÒÕÈÏÕ ÓÔÒÁÎÕ ÁÎÉ ÎÅÍĳĿÅÍÅ ÖÙÌÏÕéÉÔȟ ĿÅ ÂÙ ÔÁÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÍñÌÁ 

ÊÉÎÏÕ ÐÏÖÁÈÕ ÎÅĿ ÄÅÇÒÁÄÁÃÅ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 0ÏÍÏÃþ ÓÐÅÃÉÆÉÃËïÈÏ ÉÎÈÉÂÉÔÏÒÕ ÌÁÃÔÁÃÙÓÔÉÎÕ ÂÙÌÏ  
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ÊÉĿ ÄĠþÖÅ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ ÁËÔÉÖÉÔÁ ÐÒÏÔÅÁÓÏÍÕ ÊÅ ÎÅÚÂÙÔÎÜ ÐÒÏ éÁÓÎÏÕ ÆÜÚÉ ÉÎÆÅËÃÅ "+0Ù6  

(Jiang et al., 2009). 

$ÁÌĤþ ÚÁÊþÍÁÖÏÕ ÓËÕÐÉÎÏÕ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÂÙÌÙ ÔĠÉ ÔÚÖȢ ρτ-3-3 proteiny,  

ÃÏĿ ÊÓÏÕ ÆÏÓÆÏÓÅÒÉÎȾÆÏÓÆÏÔÈÒÅÏÎÉÎ ÖÁÚÅÂÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ĭéÁÓÔÎþÃþ ÓÅ ÒĳÚÎĻÃÈ ÓÉÇÎÁÌÉÚÁéÎþÃÈ ÄñÊĳ 

ɉÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒÎÕÔÏ ÖÅ &ÒÅÅÍÁÎ Á -ÏÒÒÉÓÏÎȟ ςπρρɊȢ *ÁË ÊÓÍÅ ÊÉĿ ÐÓÁÌÉ Ö ÌÉÔÅÒÜÒÎþÍ ÐĠÅÈÌÅÄÕȟ  

ÔÁË ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÜ ÃÅÌËÅÍ σ ÓÅÒÉÎÙ ÎÁ ËÔÅÒĻÃÈ ÍĳĿÅ ÂĻÔ ÆÏÓÆÏÒÙÌÏÖÜÎ (Fang et al., 2010). 

)ÎÔÅÒÁËÃÅ ÔñÃÈÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ó 60ρ ÂÙ ÔÅÄÙ ÔÅÏÒÅÔÉÃËÙ ÍÏÈÌÁ ÂĻÔ ÚÐÒÏÓÔĠÅÄËÏÖÜÎÁ ÐÏÍÏÃþ ÔñÃÈÔÏ 

ÆÏÓÆÏÓÅÒÉÎĳȢ *ÁËĻ ÂÙ ÁÌÅ ÍÏÈÌÁ ÍþÔ ÔÁÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÖĻÚÎÁÍ ÚÁÔþÍ ÎÅÖþÍÅȢ *Å ÁÌÅ ÐÒÁÖÄÏÕȟ  

ĿÅ ÓÅ ÔÙÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ĭéÁÓÔÎþ ÓÉÇÎÁÌÉÚÁÃþ ÓÐÏÊÅÎĻÃÈ Ó ÂÕÎñéÎÏÕ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÃþȢ -ÏĿÎÜ ÂÙ ÔÅÄÙ ÐÒÏÔÅÉÎ 

60ρ ÍÏÈÌ ÒÅÇÕÌÏÖÁÔ ÂÕÎñéÎĻ ÃÙËÌÕÓ ÐÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ ÖÅÌËĻ 4 ÁÎÔÉÇÅÎȢ *ÁËÏ ÄÁÌĤþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅÒ 

proteinu VP1 byl identifÉËÏÖÜÎ É ÐÒÏÔÅÉÎ ÍÉÔÏÔÉÃËïÈÏ ËÏÎÔÒÏÌÎþÈÏ ÂÏÄÕ "5"σȢ 4ÅÎÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎ ÊÅ 

ÊÅÄÎþÍ Ú ÅÓÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ ÆÁËÔÏÒĳ ÄĳÌÅĿÉÔĻÃÈ ÐÒÏ ÓÐÒÜÖÎĻ ÒÏÚÃÈÏÄ ÓÅÓÔÅÒÓËĻÃÈ ÃÈÒÏÍÁÔÉÄ ÐĠÉ ÍÉÔĕÚÅ 

(Logarinho et al., 2008)Ȣ *ÅÓÔÌÉĿÅ Ó ÎþÍ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊÅ ÍÏÈÌ ÂÙ ÔþÍ ÏÖÌÉÖÎÉÔ ÐÒĳÂñÈ 

ÍÉÔĕÚÙȢ *ÁË ÊÉĿ ÂÙÌÏ ÚÍþÎñÎÏ ÖĻĤÅȟ ÔÁË ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÙ ÍÁÊþ ÓÐÏÕÓÔÕ ÚÐĳÓÏÂĳȟ ÊÁËĻÍ ÓÅ ÓÎÁĿþ 

ÐĠÅÄÅÊþÔ ÖÓÔÕÐÕ ÂÕÎñË ÄÏ ÍÉÔĕÚÙȢ 4ÁÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÂÙ ÍÏÈÌÁ ÂĻÔ ÔÁËï ÊÅÄÎþÍ Ú nich.  

0ÒÏ ÔÏÔÏ ÔÖÒÚÅÎþ ÁÌÅ ÎÅÍÜÍÅ ĿÜÄÎï ÄĳËÁÚÙ Á ÊÅÄÎÜ ÓÅ ÔÅÄÙ ÐÏÕÚÅ Ï ÓÐÅËÕÌÁÃÉȢ 

0ÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÙÌ ÄÅÔÅËÏÖÜÎ É Ö komplexu s ÄÖñÍÁ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÊÅĿ ÓÅ ĭéÁÓÔÎþ ÒÅÐÌÉËÁÃÅ 

ÊÁÄÅÒÎïÈÏ Á Ö ÐĠþÐÁÄñ ÉÎÆÅËÃÅ "+0Ù6 É ÖÉÒÏÖïÈÏ ÇÅÎÏÍÕȢ *ÅÄÎÁÌÏ ÓÅ Ï ÓÖÏÒËÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 0#.!  

Á ÅÎÄÏÎÕËÌÅÜÚÕ &%.ρȢ 0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Ö komplexu s ÔñÍÉÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÊÅ ÄÏÃÅÌÁ 

ÎÅéÅËÁÎÜȢ +ÄÙÂÙ ÓÅ ÊÅÄÎÁÌÏ Ï ÉÚÏÌÁÃÉ ËÏÍÐÌÅØĳ Ú ÉÎÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÂÕÎñËȟ ÔÁË ÂÙÃÈÏÍ ÍÏÈÌÉ ĠþÃÉȟ  

ĿÅ ÔÙÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ËÏÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÌÉ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ ËÖĳÌÉ ÖÁÚÂñ ÎÁ ÒÅÐÌÉËÕÊþÃþ ÓÅ ÖÉÒÏÖĻ 

ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍȢ 0ĠÉ ÔïÔÏ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉ ÊÓÍÅ ÁÌÅ Ö ÂÕĐÃÅ ĿÜÄÎÏÕ ÖÉÒÏÖÏÕ $.! ÎÅÍñÌÉȢ 

4ÅÎÔÏ ÖĻÓÌÅÄÅË ÎÜÍ ÔÅÄÙ ÎÁÚÎÁéÕÊÅȟ ĿÅ ÂÙ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÏÈÌ ÐÏÄÏÂÎñ ÊÁËÏ ÖÅÌËĻ 4 ÁÎÔÉÇÅÎ 

ÖÜÚÁÔ ɉÁ ÒÅÇÕÌÏÖÁÔɊ ÂÕÎñéÎĻ ÒÅÐÌÉËÁéÎþ ËÏÍÐÌÅØȢ + jaËïÍÕ ĭéÅÌÕ ÂÙ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÏÈÌ ÔÙÔÏ 

ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÖÜÚÁÔȟ ÓÅ ÍĳĿÅÍÅ ÐÒÏÚÁÔþÍ ÊÅÎÏÍ ÄÏÈÁÄÏÖÁÔȢ 6ÚÈÌÅÄÅÍ Ë ÔÏÍÕȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÜ 

ÎÅÓÐÅÃÉÆÉÃËÏÕ $.! ÖÁÚÅÂÎÏÕ ÄÏÍïÎÕ ÔÁËÔÏ ÂÙ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÒÅÐÌÉËÁéÎþÈÏ ÁÐÁÒÜÔÕ ÍÏÈÌÙ ÓÌÏÕĿÉÔ 

k ÖÁÚÂñ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÎÁ ÐÒÜÖñ ÓÅ ÒÅÐÌÉËÕÊþÃþ $.!Ȣ $þËÙ ÔÏÍÕ ÂÙ ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ ÍÏÈÌ ÌïÐÅ 

ÒÏÚÅÚÎÁÔ ÖÉÒÏÖĻ ÍÉÎÉÃÈÒÏÍÏÓÏÍ ÕÒéÅÎĻ ÐÒÏ ÅÎËÁÐÓÉÄÁÃÉȢ $ÁÌĤþÍ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ ÎÁ ÓÅÚÎÁÍÕ 

ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÂÙÌÙ É ÒĳÚÎï ÖÁÒÉÁÎÔÙ ÈÉÓÔÏÎÕ (ς!Ȣ ¼ÜÄÎĻ ÊÉÎĻ ÔÙÐ ÈÉÓÔÏÎĳ 

ɉÔÅÄÙ (ς"ȟ (σ éÉ (τɊ Ö ÐÒĳÎÉËÕ ÏÂÏÕ ÉÚÏÌÁÃþ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎ ÎÅÂÙÌȢ 4Ï ÂÙ ÔÅÏÒÅÔÉÃËÙ ÍÏÈÌÏ 

ÚÎÁÍÅÎÁÔȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÓÅ ÐÒÅÆÅÒÅÎéÎñ ÖÜĿÅ ÎÁ $.! Ö ÂÌþÚËÏÓÔÉ ÔÏÈÏÔÏ ÈÉÓÔÏÎÕȢ 4ÁÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ 

ÂÙ ÔÅÄÙ ÍÏÈÌÁ ÂĻÔ ÄĳÌÅĿÉÔÜ ÐÒÏ ÅÎËÁÐÓÉÄÁÃÉ ÖÉÒÏÖïÈÏ ÇÅÎÏÍÕ Á ÕÄÒĿÅÎþ ÖÎÉÔĠÎþ ÏÒÇÁÎÉÚÁÃÅ  

ve virionu. 

Co je aÌÅ ÄÌÅ ÎÁĤÅÈÏ ÎÜÚÏÒÕ ÎÅÊÖþÃÅ ÐĠÅËÖÁÐÉÖĻÍ ÖĻÓÌÅÄËÅÍ ÔïÔÏ ÓÔÕÄÉÅ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ 

ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÊÅ ÏÈÒÏÍÎĻ ÐÏéÅÔ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÓÃÈÏÐÎĻÃÈ ÖÜÚÁÔ ÓÅ ÎÁ 2.!Ȣ  

Z ÃÅÌËÅÍ ρςψ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÍÜ ÐÏÄÌÅ ÁÎÁÌĻÚÙ ÓÅÒÖÅÒÕ 342).' ÐĠÅÓÎñ χσ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 
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tuto vlastnost. V ÔïÔÏ ÓËÕÐÉÎñ ÓÅ ÎÁÃÈÜÚþ ÊÁË ÊÉĿ ÚÍþÎñÎï ÒÉÂÏÓÏÍÜÌÎþ ÐÒÏÔÅÉÎÙȟ ÔÁË É Ô2.! ÌÉÇÜÚÙȢ 

4ÁËï ÓÅ ÚÄÅ ÁÌÅ ÎÁÃÈÜÚþ ÄÏÐÏÓÕÄ ÎÅÚÍÉĐÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÓÐÌÉÃÅÏÓÏÍÕȟ ËÔÅÒĻÃÈ ÊÅ Ö seznamu 10. 

-ÏÈÌÏ ÂÙ ÔÏ ÔÅÄÙ ÚÎÁéÉÔȟ ĿÅ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÄÏËÜĿÅ ÎñÊÁËĻÍ ÚÐĳÓÏÂÅÍ ÒÅÇÕÌÏÖÁÔ éÉ ÊÉÎÁË ÏÖÌÉÖĐÏÖÁÔ 

ÓÐÌÉÃÉÎÇ Õ ÈÏÓÔÉÔÅÌÓËï ÂÕĐËÙȩ #Ï ÓÅ ÔĻéÅ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒĳȟ ÔÁË ÔÙ ÖÙÕĿþÖÁÊþ ÖÅÌÍÉ ÈÏÊÎñ ÍÅÃÈÁÎÉÓÍĳ 

ÂÕÎñéÎïÈÏ ÓÐÌÉÃÉÎÇÕ Ë ÐÒÏÄÕËÃÉ ÊÁË éÁÓÎĻÃÈȟ ÔÁË É ÐÏÚÄÎþÃÈ ÔÒÁÎÓËÒÉÐÔĳȢ :ÁÔþÍ ÓÅ ÁÌÅ ÖĳÂÅÃ 

ÎÅÐĠÅÄÐÏËÌÜÄÁÌÏȟ ĿÅ ÂÙ ÔÅÎÔÏ ÐÒÏÃÅÓ ÍÏÈÌ ÂĻÔ ÒÅÇÕÌÏÖÜÎ ËÁÐÓÉÄÏÖĻÍ ÐÒÏÔÅÉÎȢ 4ÁÔÏ ÁÓÏÃÉÁÃÅ 

ÍÅÚÉ ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ 60ρ Á ËÏÍÐÏÎÅÎÔÙ ÂÕÎñéÎïÈÏ ÓÐÌÉÃÅÏÓÏÍÕ ÊÅ ÐÏÄÌÅ ÎÜÓ ÖÅÌÉÃÅ ÚÁÊþÍÁÖÜ  

Á ÒÏÚÈÏÄÎñ ÂÙ ÓÉ ÚÁÓÌÏÕĿÉÌÁ ÄÁÌĤþ ÓÔÕÄÉÕÍȢ 

0ÏÓÌÅÄÎþ ÚÁÊþÍÁÖÏÕ ÓËÕÐÉÎÏÕ ÐÒÏÔÅÉÎĳȟ ËÔÅÒÜ ÂÙÌÁ ÐÏÍÏÃþ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ  

Á ÎÜÓÌÅÄÎï ÁÎÁÌĻÚÙ ÄÁÔ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÁȟ ÂÙÌÁ ÓËÕÐÉÎÁ χ 2.! ÈÅÌÉËÜÚ ÐÁÔĠþÃþ ÍÅÚÉ  

ÔÚÖȢ $%!$Ⱦ$%!( ÂÏØ ÈÅÌÉËÜÚÙȟ ÊÅÊÉÃÈĿ ÎÜÚÅÖ ÓÅ ÏÄÖþÊþ ÏÄ τ ËÏÎÚÅÒÖÏÖÁÎĻÃÈ ÁÍÉÎÏËÙÓÅÌÉÎÏÖĻÃÈ 

ÚÂÙÔËĳ ÐÏÄþÌÅÊþÃþÃÈ ÓÅ ÎÁ ÔÖÏÒÂñ !40 ÖÁÚÅÂÎïÈÏ ÍþÓÔÁȢ *ÅÄÎÜ ÓÅ Ï ÁÓÐÁÒÜÔȟ ÇÌÕÔÁÍÜÔȟ ÁÌÁÎÉÎ  

a aspartÜÔȾÈÉÓÔÉÄÉÎȢ 4ÙÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÈÒÁÊþ Ö ÂÕĐÃÅ ÎÅÓÍþÒÎñ ÄĳÌÅĿÉÔÏÕ ÒÏÌÉ Á ĭéÁÓÔÎþ ÓÅ ÐÒÁËÔÉÃËÙ 

ÊÁËïÈÏËÏÌÉÖ ÁÓÐÅËÔÕ ÍÅÔÁÂÏÌÉÓÍÕ 2.! ÏÄ ÔÒÁÎÓËÒÉÐÃÅ ÁĿ ÐÏ ÄÅÇÒÁÄÁÃÉ 2.! ɉÐĠÅÈÌÅÄÎñ ÓÈÒÎÕÔÏ 

v Linder a Jankowsky, 2011)Ȣ 0ĠþÔÏÍÎÏÓÔ ÔñÃÈÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳ Ö komplexu s proteinem VP1 tedy 

ÏÔÅÖþÒÜ ĠÁÄÕ ÏÔÜÚÅËȟ Ë éÅÍÕ ÂÙ ÍÏÈÌÁ ÂĻÔ ÔÁÔÏ ÉÎÔÅÒÁËÃÅ ÐĠþÎÏÓÎÜȢ 5 *# ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÂÙÌÏ 

ÎÁÐĠþËÌÁÄ ÕËÜÚÜÎÏȟ ĿÅ $%!$ ÂÏØ ÈÅÌÉËÜÚÁ ρ ÓÅ ÓÐÏÌÕ Ó ÐÒÏÔÅÉÎÅÍ #ÓÔ& ÖÜĿÅ ÄÏ .##2 ÖÉÒÕ 

v ÇÌÉÏÖĻÃÈ ÂÕĐËÜÃÈ Á ÚÐĳÓÏÂÕÊÅ ÔÒÁÎÓÁËÔÉÖÁÃÉ ÏÂÏÕ ÊÅÈÏ ÖÉÒÏÖĻÃÈ ÐÒÏÍÏÔÏÒĳ (Sunden et al., 

2007)Ȣ :ÒÏÖÎÁ ÁÌÅ ÔÁÔÏ ÈÅÌÉËÜÚÁ ÎÜÍÉ ÎÅÂÙÌÁ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÁ ÊÁËÏ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþ ÉÎÔÅÒÁËéÎþ ÐÁÒÔÎÅÒ 

ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ "+0Ù6Ȣ #Ï ÓÅ ÁÌÅ ÔĻéÅ ÍÏĿÎï ÒÏÌÅ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ 2.! ÈÅÌÉËÜÚ Ö ĿÉÖÏÔÎþÍ ÃÙËÌÕ 

"+0Ù6ȟ ÔÁË ÔÁ ÂÙ ÄÌÅ ÎÁĤÅÈÏ ÎÜÚÏÒĳ ÓÔÜÌÁ ÒÏÖÎñĿ ÚÁ ÐÏÄÒÏÂÎñÊĤþ ÖĻÚËÕÍȢ 

+ÒÏÍñ ÖĻĤÅ ÕÖÅÄÅÎĻÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÊÅ ÎÁ ÓÅÚÎÁÍÕ ÓÁÍÏÚĠÅÊÍñ É ĠÁÄÁ ÄÁÌĤþÃÈ 

ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳȟ ËÔÅÒï ÍÁÊþ ÓÐÏÕÓÔÕ ÚÁÊþÍÁÖĻÃÈ ÆÕÎËÃþȢ 

6ĤÅÃÈÎÙ ÔÙÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÁÌÅ ÂÙÌÙ ÐÏÕÚÅ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÊÁËÏ ÓÏÕéÜÓÔ ËÏÍÐÌÅØĳ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÐÒÏÔÅÉÎ 

s60ρȢ *ÅÓÔÌÉ Ó ÎþÍ ÁÌÅ ÓËÕÔÅéÎï ÆÙÚÉÃËÙ ÉÎÔÅÒÁÇÕÊþ Á ÊÁËÜ ÊÅ ÊÅÊÉÃÈ ÐĠþÐÁÄÎÜ ÆÕÎËÃÅ Ö ĿÉÖÏÔÎþÍ 

ÃÙËÌÕ ÖÉÒÕ ÂÕÄÅ ÎÕÔÎï ÄÜÌÅ ÏÖñĠÉÔ ÐÏÍÏÃþ ÖþÃÅ ÓÐÅÃÉÆÉÃËĻÃÈ ÍÅÔÏÄȢ 
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6ĤÅÃÈÎÙ ÖĻÓÌÅÄËÙ ÄÏÓÁĿÅÎï Ö ÔïÔÏ ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÉ ÍĳĿÅÍÅ ÓÈÒÎÏÕÔ ÄÏ ÎÜÓÌÅÄÕÊþÃþÃÈ ÂÏÄĳ. 

PÒÖÎþÍ ÃþÌÅÍ Ö ÒÜÍÃÉ ÔïÔÏ ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÅ ÂÙÌÏ ÏÔÅÓÔÏÖÁÔȟ ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÈÌÁÖÎþ 

ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÍÙĤþÈÏ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ ÊÅ ÓÃÈÏÐÅÎ ÖÜÚÁÔ in vitro  na strukturu 

ÂÕÎñéÎĻÃÈ ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳȢ 

¶ 0ÏÍÏÃþ ÂÁËÕÌÏÖÉÒÏÖïÈÏ ÅØÐÒÅÓÎþÈÏ ÓÙÓÔïÍÕ ÂÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÖÉÒÏÖï éÜÓÔÉÃÅ ÓÌÏĿÅÎï  

jen z ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρȢ 4ÙÔÏ éÜÓÔÉÃÅ ÊÓÍÅ ÐÏÔï ÐÒÏ ÐÏÔĠÅÂÕ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔĳ ÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÌÉ  

Á ÚÜÒÏÖÅĐ ÊÓÍÅ ÐÒÏÖÅÄÌÉ ÊÅÊÉÃÈ ËÖÁÎÔÉÆÉËÁÃÉȢ 

¶ )ÚÏÌÏÖÁÎï 6,0Ó ÂÙÌÙ ÒÏÚÌÏĿÅÎÙ ÎÁ ÊÅÄÎÏÔÌÉÖï ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ Á ÐÏÔï ÊÓÍÅ 

ÚĠÅÄñÎþÍ Ö ÐÕÆÒÕ '4" ÏÖñĠÉÌÉȟ ĿÅ ÎÅÄÏÃÈÜÚþ Ë jÅÊÉÃÈ ÏËÁÍĿÉÔïÍÕ ÓÒÜĿÅÎþȢ 

¶ .Á ÚÜÖñÒ ÊÓÍÅ ÐÏÍÏÃþÃÈ ÒÏÚÌÏĿÅÎĻÃÈ ÐÅÎÔÁÍÅÒ Á ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÐÒÏÖÅÄÌÉ in vitro 

ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔȟ ËÔÅÒĻ ÐÒÏËÜÚÁÌȟ ĿÅ ÓÅ ÐÅÎÔÁÍÅÒÙ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÖÜĿÏÕ ÎÁ ÓÔÒÕËÔÕÒÕ ÂÕÎñéÎĻÃÈ 

ÍÉËÒÏÔÕÂÕÌĳ ÊÅÎ ÖÅÌÉÃÅ ÎÅÅÆÅËÔÉÖÎñȢ : ÎÁĤÉÃÈ ÖĻÓÌÅÄËĳ ÁÌÅ ÎÅÂÙÌÏ ÍÏĿÎï ÒÏÚÌÉĤÉÔȟ  

ÊÅÓÔÌÉ ÓÅ ÊÅÄÎÁÌÏ Ï ÎÅÓÐÅÃÉÆÉÔÕ ÁÎÅÂÏ ÊÅÎ Ï ÎþÚËÏÁÆÉÎÎþ ÖÁÚÂÕȢ 

$ÒÕÈĻÍ ÃþÌÅÍ ÔïÔÏ ÄÉÐÌÏÍÏÖï ÐÒÜÃÅ ÂÙÌÏ ÐĠÉÐÒÁÖÉÔ ÄÅÔÅËéÎþ ÓÙÓÔïÍȟ ËÔÅÒĻ ÂÙ 

ÕÍÏĿÎÉÌ ÉÚÏÌÁÃÉ Á ÎÜÓÌÅÄÎÏÕ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÁÃÉ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻÃÈ ËÏÍÐÌÅØĳ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþ ÈÌÁÖÎþ 

ËÁÐÓÉÄÏÖĻ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ "+Ȣ 

¶ "ÙÌÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎÙ ÅØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄÙ ÃÁÐ4%6-NT-VP1 a capTEV-CT-60ρ ÐÒÏÄÕËÕÊþÃþ 

protein VP1 s . éÉ # ËÏÎÃÏÖñ ÆĭÚÏÖÁÎÏÕ ÃÁÐ4%6TM ËÏÔÖÏÕȟ ÊÅĿ ÕÍÏĿĐÏÖÁÌÁ in vivo 

ÂÉÏÔÉÎÙÌÁÃÉ ÔñÃÈÔÏ ÐÒÏÔÅÉÎĳȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÊÓÍÅ ÔÁËï ÐĠÉÐÒÁÖÉÌ É ÅØÐÒÅÓÎþ ÐÌÁÚÍÉÄ Ð'×Æ-VP1 

ÐÒÏÄÕËÕÊþÃþ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρ ÂÅÚ ĿÜÄÎï ËÏÎÃÏÖï ÚÎÁéËÙȢ 

¶ 0ÏÍÏÃþ ÅØÐÒÅÓÎþÃÈ ÐÌÁÚÍÉÄĳ ÊÓÍÅ ÏÖñĠÉÌÉ ÐÒÏÄÕËÃÉ ÒÅËÏÍÂÉÎÁÎÔÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ  

Á ÔÁËï ÊÅÊÉÃÈ ÂÉÏÔÉÎÙÌÁÃÉȢ :ÜÒÏÖÅĐ ÊÓÍÅ ÐÏÍÏÃþ ÆÒÁËÃÉÏÎÁÃÅ ÚÊÉÓÔÉÌÉȟ ĿÅ ÖþÃÅ ÊÁË χυ Ϸ 

ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÊÅ ÐĠÉ ÈÅÔÅÒÏÌÏÇÎþ ÅØÐÒÅÓÉ ÐĠþÔÏÍÎÏ Ö ÃÙÔÏÐÌÁÚÍñ ÂÕÎñËȢ 

¶ Otestovali jsme i ÒÏÚÐÕÓÔÎÏÓÔ ÐÒÏÔÅÉÎÏÖĻÃÈ ËÏÍÐÌÅØĳ ÏÂÓÁÈÕÊþÃþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎ 60ρȢ  

4ÙÔÏ ÓÏÌÕÂÉÌÎþ ËÏÍÐÌÅØÙ ÊÓÍÅ ÄÜÌÅ ÐÕÒÉÆÉËÏÖÁÌÉ ÐÏÍÏÃþ ÁÆÉÎÉÔÎþ ÃÈÒÏÍÁÔÏÇÒÁÆÉÅ  

a ÉÚÏÌÏÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÙ ÂÙÌÙ ÉÄÅÎÔÉÆÉËÏÖÜÎÙ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉþ. 

¶ :þÓËÁÎÜ ÄÁÔÁ Ú ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþÈÏ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔru jsme analyzovali a identifikovali  

ρςψ ÐÏÔÅÎÃÉÜÌÎþÃÈ ÉÎÔÅÒÁËéÎþÃÈ ÐÁÒÔÎÅÒĳ ÐÒÏÔÅÉÎÕ 60ρ ÐÏÌÙÏÍÁÖÉÒÕ "+Ȣ 
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