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Motto:

,Virus, to je Spatna zprava v proteinové obalce*“

Sir Peter Medewar (1960)

,Umélé virové castice, to jsou proteinové obalky zbavené
zakernych psanicek v podobé genetické informace,
avSak oplyvajici radou unikatnich viastnosti“

Martin Marek (2007)

I\Y%



Podékovani

Nejdrive bych chtél podékovat vedouci mé diplomové prace Doc. RNDr. Jitce Forstové, CSc. za to,

Ze mi umoznila pfipojit se k jeji pracovni skupiné, za jeji odborné vedeni, vestrannou pomoc, otevicnost
a vytvafeni pratelské atmosféry v laboratofi. Stravené tii roky dobrodruzného objevovani taji virologie
byly skute¢né nadherné!

Dale bych chtél podékovat Doc. RNDr. Vladimiru Holanovi, CSc. za umoznéni provadéni
imunologickych pokust v jeho laboratofich. Obzvlasté pak hluboce dékuji prednimu Elenovi jeho tymu
Mgr. Janu Fricovi, za pfipravu myeloidnich dendritickych bunék a provedeni série velice naro¢nych
imunologickych analyz, véetné zabezpeceni in vivo pokusi a instrumentace pratokové cytometrie.

Téz bych velice rad podékoval velké trojici virologii: Mgr. Veronice Bohacové, Mgr. Lence Hornikové
a Mgr. Marianné Stan¢ikové za trpélivost, se kterou mi pfedavali své zku3enosti nejen

s ultracentrifugacnimi metodami a preparaci virovych &astic pti mych virologickych zacatcich. Zejména
pak dékuji predevsim Veronice za perfektni uvedeni do praktické bakulovirologie a klonovani DNA.

Za pomoc a zhotoveni bezvadnych elektron-mikroskopickych snimkd bych rad podékoval

Megr. Vojtéchu Zilovi a RNDr. Jitce Stokrové, CSc.

RovnéZ hluboce dékuji viem pracovnikum a studentim z laboratofi 004 a 006 jak za pujcovani
Samanskych roztoku a laboratorniho materidlu, tak i za vytvareni pfijemného pracovniho prostiedni.

V neposledni fadé bych chtél podékovat své pritelkyni Ing. Jitce Eberové, Ph.D. za nastréeni do svéta
vira, dale pak za pochopeni, trpélivost a toleranci, ale také za rady a doporuceni pfi klonovani

a sekvencovani DNA.

Srde¢né dékuji svym rodic¢iim za podporu, kterou mi vénovali v pribéhu studia.



Predkladana diplomova prace vznikla v letech 2004-2007 za podpory grantu Centrum
IM138896301 "Nova antivirotika a antineoplastika”, ID 1MO0508 (podporovano
MSMT).

VI



Development of viral and bacterial vehicles for antigen
delivery into mammalian cells

Abstract

We have recently developed an antigen delivery vehicle based on the mouse
polyomavirus-like particles, produced in baculovirus expression system, and carrying
EGFP model protein inside pseudocapsids (EGFP-VLPs). Chimeric EGFP-VLPs
entered mouse and human epithelial cells, fibroblasts and human and mouse dendritic
cells efficiently (Boura at al., 2005). The role of viral structural proteins in the induction
of adaptive immune responses is poorly understood. To address this issue, we focused
on the effect of VPI and chimeric "green" polyomavirus-like particles on mouse bone
marrow-derived dendritic cell (BMDCs) activation. In vitro, VP1 VLPs, as well as
EGFP-VLPs caused upregulation of phenotypic markers — MHCgp II and co-
stimulatory molecules CD80 and CD86 in dose-dependent manner. Moreover, exposure
to polyomavirus-like particles effectively induced a strong proinflammatory cytokine
IL-12 secretion by BMDCs.

Here, we also show that BMDCs loaded by EGFP-VLPs are able to induce
proliferation of both antigen-specific CD4" and CD8" T cells, in contrast to naive T
cells. Indeed, the induction of IL-2 and INF-y production by T cells after ex vivo
restimulation with EGFP-VLP-loaded BMDCs was demonstrated by quantitative
enzyme-linked immunosorbent assay. In parallel experiments, rEGFP-loaded BMDCs
recognized EGFP-specific T cell immunity in mice immunized by EGFP-VLPs. On the
other hand, the EGFP-VLPs applied by intranasal administration also caused the
induction of systemic neutralizing anti-VP1 antibodies. However, production of
antibodies against transported cargo (anti-EGFP) was not detected. We also showed that
BMDCs pulsed with EGFP-VLPs and simultaneously treated with endosomal
acidification or proteasome inhibitors were not capable to activate T cell proliferation.
These results, supported also by confocal microscopy, indicate that murine BMDCs can
process and cross-present EGFP-VLPs using an endosome-to-cytosol pathway.
Furthemore, we observed moderate decrease of the number of splenic
CD4"CD25 Foxp3" regulatory T cells in immunized mice. No reduction of Treg cells

was observed in lymph nodes.
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More recently, we have worked on construction of an alternative antigen carrier derived
from cholera holotoxin. Cholera holotoxin-like protein complex carrying EGFP fused
with C-terminal domain of CTA?2 subunit, instead of catalytic (toxic) A1l subunit, have
been prepared and analyzed fot their potential production in insect cells.
Immunofluorescent microscopy and Western-blot analyses proved efficient production
both CTB and EGFP-CTA2 proteins in insect cells. CTB molecule was found to form a
pentamers. For the present, purification of cholera holotoxin-like molecules using D-

galactose affinity chromatography did not give satisfactory yield.
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Seznam pouzitych zkratek

SEZNAM ZKRATEK

zkratka anglicky nazev Cesky nazev

ADP adenosine diphosphate adenosin difosfat

APC antigen-presenting cell burika pfedkladajici antigen

BSA bovine serum albumin hoveézi sérovy albumin

bp pair of bases par bazi

cAMP cyclic adenosine-3",5"-monophosphate cyklicky adenosin-3',5"-monofosfat
CD cluster of differentiation diferencia¢ni antigen

CD-40L CD40 ligand CDA40 ligand

cT cholera toxin cholerovy toxin

CTA2 cholera toxin A2 subunit A2 podjednotka cholerového toxinu
CTB cholera toxin B subunit B podjednotka cholerového toxinu
CTL cytotoxic T cell cytotoxicky T lymfocyt

CTLA-4 cytotoxic-T-lymphocyte antigen (CD152) diferencia¢ni antigen cytotoxickych T lymfocyta
Da dalton dalton

DC dendritic cell dendriticka burika

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina

ERAD endoplasmic reticulum associated systém degradace proteini spojeny

degradation system

ERK extracellular signal-regulated kinase

FCS fetal calf serum

GM-CSF granulocyte-monocyte
colony-stimulating factor

egp glycoprotein

GTP guanosine triphosphate

h hour

HaPyV hamster polyomavirus

HIV human immunodeficincy virus

HPV human papillomavirus

HSP heat shock protein

IL inteleukin

INF interferon

KDEL Lys-Asp-Glu-Leu motif

LTI Escherichia coli heat-labile type I toxin

LTH Escherichia coli heat-labile type II toxin

LTB Escherichia coli heat-labile toxin
3 subunit

MAPK mitogen-activated protein kinase

MHC major histocompatibility complex

min minute

MIP macrophage inflammatory protein

MLP monophosphoryl lipid A

MPyV mouse polyomavirus

NAD* nicotinamide adenine dinucleotide

NFB nuclear factor k chain trancription
in B cells

NK natural killer

ODN oligodeoxynucleotides

s endoplasmatickym retikulem
kinasa s funkci a aktivitou MAPK kinasy
fetalni teleci sérum

faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagt

glykoprotein

guanosin trifosfat

hodina

kfec&i polyomavirus

virus lidské imunodeficience

lidsky papilomavirus

protein teplotniho Soku

interleukin

interferon

Lys-Asp-Glu-Leu motiv

Escherichia coli teplotné labilni toxin typu |
Escherichia coli teplotng labilni toxin typu I

B podjednotka Escherichia coli teplotné
labilniho toxinu

proteinkinasa aktivovana mitogenem
hlavni histokompatibilni komplex
minuta

chemotakticky faktor pro monocyty
monofosforyl lipid A

myS$i polyomavirus

nikotinamid adenin dinukleotid

transkrip¢ni faktor NF,B zapinajici v B buitkich
transkripci gent pro k fetézce imunoglobulind

pfirozeny zabije

oligodeoxynukleotidy

X1l



PAGE
PAMP

PCR

PDI

p.i.

PIP,
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RNA
rpm
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TNF
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VP3
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polyacrylamide gel electrophoresis

pathogen-associated molecular pattern

polymerase chain reaction

protein disulfide isomerase

post infection
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
ligand to receptor activator of NF,B

regulated upon activation normal T cell
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Kapitola 1

Uvob

Evoluce spolecenstev organismi vyustila v pribéhu miliénd let v mnoho typli mezidru-
hovych interakei, od neutralismu, oddélené ko-existence az po velice tésné symbiotické
nebo parasitické vztahy. Nekteré parasitické organismy vyvinuly velice sofistikované
mechanismy interakce s jejich hostiteli, a tak ,uzaviely” vzdjemny a trvaly svazek
s hostitelskym organismem. Typicky obligatornimi parasity jsou — viry, které se odliSuji
od bunéénych organismil pfedevsim jednoduchosti své organizace. Na stran¢ druhé maji
viry s bunéénymi organismy fadu vlastnosti natolik spole¢nych, ze slouzi i jako mode-
lové systémy pro poznavani elementarnich procesi a mechanismi probihajicich
v burice. Za zminku stoji napfiklad objevy procest replikace DNA na modelu bakterio-
faga ®X 174, mechanismu sestfihu pre-mRNA molekul u eukaryotickych organismi pfi
zkoumani pozdni transkripce adenoviri, ¢i onkogenni plsobeni polyomavirti umoznilo
nahlédnout do regulace soustroji bué¢ného cyklu. Kromé toho objev reversni transkrip-
ce, tj. prenos genetické informace z RNA do DNA, ktery do ur¢ité miry poopravil cent-
ralni dogma molekularni biologie o jednosmérném pienosu informace DNA — RNA —
protein, byl u¢inén taktéz prave u virl.

Studium molekularnich mechanism morfogenese virti ma obrovsky vyznam i
pro aplikované biologické obory, v¢etné potencialu komeréniho vyuziti ve farmaceutic-
kém primyslu a biotechnologiich. V sou¢asné dobé je celosvétové vynakladano velké
asili pro pripravu u¢innych rekombinantnich vakcin zaloZzenych na umélych virovych
Casticich, jejichz molekularni struktura byla v prabéhu evoluce dokonale ,,vyladéna‘ pro
Gspésnou interakci a vstup viru do hostitelské buiky. Takto genové inzenyrsky pfipra-
vené virové partikule, lze pouzit bud’ nativni nebo je mozné provést jejich riizné struk-
turni modifikace za ugelem zvyseni imunogenicity, presentace cizich epitopt, pripadné

je plnit in vitro genovymi konstrukty pro potieby genové terapie. V ndvaznosti probihd
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intenzivni pfiprava a testovani transgennich rostlin produkujicich antigeny lidskych
virll, které by pak byly pouzitelné pro velmi prijemny zpdsob peroralni imunizace jako
tzv. jedlé vakciny. Jinym, neméné zajimavym nanotechnologickym vyuzitim je kon-
strukce jakychsi supramolekuldrnich generatorl, kde by mély geometricky pravidelné
virové Castice slouzit jako leSeni pro navéSovani a multivalentni presentaci funkénich
ligandl. Nicméné, tyto snahy se prozatim potykaji s fadou komplikaci a neobjasnénych
mechanism, jejichz detailni porozuméni je nezbytnym piedpokladem tspésného vyuzi-
ti vSech vyse nastinénych terapeutickych a (nano)biotechnologickych potenciali hetero-

logné produkovanych virovych ¢astic.
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Kapitola 2

LITERARNI PREHLED

2.1 Strategie a pFistupy ve vyvoji novych typi vakcin

Vztah parasit-hostitel je do urcité miry asymetricky, jelikoz hostitel ma zéjmy zcela
protichiidné zajmim parasita. Naproti tomu parasit, tim ze potiebuje zivého hostitele
jako své zivotni prostiedi, ma alespoil ¢asteéné shodné zajmy shodné se zajmy hostitel-
ského organismu — parasitovany hostitel musi pfinejmensim urcitou dobu prezivat a
v n€kterych pripadech se pokud mozno i rozmnozovat. Tato skute¢nost, spolu s nutnosti
vyvinout mechanismy schopné piekonavat systémy specifické fyziologické obrany hos-
titele, vyzaduje rozséhla a velmi tésna evoluéni pfizpsobeni parasita hostiteli. Hostitel-
sky organismus na tato prizpiisobeni evoluéné reaguje, vytvaii prislusna protiopatieni,
takZe evoluce parasita ma spiSe charakter ko-evoluce dvojice parasit-hostitel. Mikroor-
ganismy byly patrné hlavni pfi¢inou vzniku imunitniho obranného systému ve fyloge-
nesi a vyznamnou meérou ovliviiuji vyzravani imunitniho systému i v pribéhu postnatal-

niho ontogenetického vyvoje.

2.1.1 Pozadi vyvoje vakcin proti virovym infekcim a nadorovym
onemocnenim

Ackoliv pokroky v molekularni biologii podpofily nad€ji na vyvoj novych typt efektiv-
nich vakcin proti virovym infekcim a hodné asili bylo celosvétové vynalozeno na tomto
poli vyzkumu, doneddvna pouze jedna rekombinantni vakcina zalozena na povrchovém
antigenu viru hepatitidy B ziskala licenci a je uspé$né pouzivana jiz 20 let (Hilleman,
2001). V prabéhu poslednich let v3ak byla navrhnuta cela fada novych strategii ve vy-
voji vakcin, jeZ jsou zaloZeny na nejnovéjsich poznatcich slozek imunitniho systému,

nékteré z nich jiz dospély do stadia klinickych zkousek. Vétsina téchto strategii je zamé-
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fena na lep$i indukei produkce riznych typu protilatek, které poté mohou ptisobit
preventivng proti infekcim, kdyz jsou pfitomny v dostatecném mnozstvi a na spravném
misté v dobé infekce. TerCem zdjmu je taktéz indukce efektorovych cytotoxickych
CD8" T bunék (Tc, CTL), které dokdzi rozpoznat a cilené zabijet buriky infikované
pfislusnym virem, coz vyznamné napomaha totalni likvidaci infekce (Berzofsky et al.,
2004b). Takto indukované CTL dokézi detekovat jakékoliv virové proteiny syntetizo-
vané uvnitf infikovanych bungk, které jsou proteosomalné $t€peny na peptidové frag-
menty, transportovany do endoplasmatického retikula a odtud neseny na komplexech
MHC gp I na bunéény povrch. Antigenni peptidy takto presentované na povrchu profe-
sionalnich bunék predkladajicich antigen (angl. antigen-presenting cell, APC), pre-
devsim dendritickych bunék ve vazbé s MHC gp I jsou rozpoznavéany antigenné speci-
fickymi receptory prekurzorovych Tc lymfocytd. Tato interakce ma charakter prvniho
signdlu. Profesionalni antigen predkladajici buiiky musi mit rovnéz patiicné adhezivni
molekuly a kostimula¢ni molekuly (CD80, CD86; ligandy receptoru CD28), aby po-
skytly prekurzorové Tc buiice i druhy signal nutny pro jeji indukci. Ukazuje se, ze
k tomu, aby dendriticka burika byla schopna stimulovat déleni a diferenciaci antigenné
specifickych klond Tc bunék, musi byt nejprve sama stimulovéna kontaktem s Th bun-
kami. Pii této preméné dendritickych bunék na dobré stimulatory Tc bunék hraje z4sad-
ni ulohu par adhezivnich a signaliza¢nich molekul CD40-L na povrchu aktivované
Th buriky a CD40 na povrchu dendritické buriky. Signaly, které dostane dendritickd
burika pres receptor CD40 ji stimuluji k expresi kostimula¢nich povrchovych molekul
(CD80, CD86) a k sekreci cytokint (IL-1, IL-12, IL-15) G¢astnicich se potom stimulace
Tc bunék. Tato vzajemna stimulace Th a dendritickych bunék je velmi dilezita pti pre-
méné klidovych APC v aktivované APC, které jsou teprve plné funkéni pfi stimulaci
déleni a diferenciaci Th i Tc bunék. Efektorové Tc jsou poté roznaseny krevnim obéhem
do tkéani, kde mohou zacit eliminaci riznych typut infikovanych bunék ptisobenim perfo-
rind, granzymu, Fas-L a dalSich mechanismt (Hofejsi a Bartirikova, 2002). Detailni
model interakce a vzajemné aktivace T lymfocytd a dendritickych bunék je zndzornén

naobr. 2.1.



KAPITOLA 2: LITERARN{ PREHLED

T

GM-CSF IL-12 Th1 polarization
APC ~ MHCIl TCR,~
recruitment o /' / cDa helper

‘ " T cell

ch4o |cD4oL

Vaccme
TLRQ construct ‘ Targets for epitope enhancement

)

' @CTLA4  Anti-CTLA-4
co4o\ —r ]
CD40L ! %%2%’ cD28
IL-13, TGF-}3 IL-13, TGF-§3
Maturat inhibitors
aturation
NKT or
by | IL-12, 'dL'T15 | CD25 CD4
c;ostlmulatory Increased T ce T regulatory
ligand CD40L  activation and memory cell

Obr. 2.1. Nové strategie ve vyvoji vakcin zalozené na bunééné imunité. CD4" Th bunky dokdzou maturovat
a aktivovat antigen prezentujici buniky pies rozpoznéni specitického epitopu vystaveného na molckulaich MHC gp 11
pomoci svého receptoru TCR a interakei mezi (D40 a CD40 ligand (CD40L). Interakce CD40-CD40L zpusobi jak
zvyseni exprese kostimulacnich molekul CD&0 a CD86, tak zvyseni sckrece cytokinu IL-12 a IL-15. Tyto kostimu-
la¢ni molekuly reaguji s molekulami CD28 po povrchu CDE’ cytotoxickych T bunck. aby jim ud¢lily druhy aktivacni
signal, prvni signal je zprostiedkovan pres receptor TCR rozeznavajici antigenni peptid prezentovany na komplexu
MHC gp 1. Cytokin IL-12 vyrazné piispiva k aktivaci CTL a ovliviuje Th bunky ve sméru produkce Thl cytokinu,
napi. INF-y. Cytokin IL-15 prispiva k indukci a dlouhodobému udrzeni pamétovych CTL. Regulaéni T burky, jako
ticba NK T bunky a CD25'CD4" T bunky mohou utlumovat nebo zccla inhibovat funkce C'TL z duvodu prevenci
autoimunitnich reakci. Tim zdrovent snizuji uroven imunitni odpovédi vuci vakeindm. Ruzné strategic mohou byt
pouzity pro zvyseni efektivnosti imunitnich odpovedi zalozenych na T bunkach. Jednou z nich je moditikace epitopu
za ucelem zvyseni afinity k MHC gp I nebo MHC gp 1I molekulam. coz zvysi imunogenicitu peptidu. Modulace
pomoci aplikace ruznych cytokinu, jako napf. I11.-15 pro vytvoieni vice pamétovych CTL, 11.-12 pro Fizeni populace
Th bun¢k do typu Thl imunitni odpoveédi. GM-CSF pro vznik vétsiho mnozstvi dendritickych bunék nebo kostimu-
lacni ligandy jako CDA40L pro aktivaci a indukei maturace dendritickych bunék. Kromé toho. napft. oligonukleotidy
obsahujici nemetylované CpG motivy mohou aktivovat dendritické bunky interakei pres receptory TLR-9. Vyssi
uroven exprese kostimulacnich molekul muze selektivné zvysit aviditu CTL, jez jsou klicové pro likvidaci virovych
infekci. Taktéz strategie zalozend na blokovani taktoru uvolnovanych regulacnimi T bunkami, jakymi jsou napf. IL-
13 a TGF-B, muze mit synergisticky vliv na vyjadieni piného potencidalu CTL. Podobné. blokovani inhibi¢nich recep-
toru, napi. CTLA-4. na povrchu T bunck muze zetektivnit imunitni odpoveédi zalozené na T bunkach. (prevzato
7 Berzofsky et al., 2004b)

2.1.2  Princip a perspektivy vakcin zalozenych na dendritickych
bunkach

V soucasné dob¢ jsou v klinickych pokusech zkou$eny vakciny z dendritickych bunék,

které byly aktivovany rliznymi antigeny. Cilem pouziti takovych vakcin je obejit nedo-

stateCnost poctu a funkce dendritickych bunék pacienta a poruchy mechanismu zpraco-



KAPITOLA 2: LITERARNi PREHLED

vani antigenu v dendritickych bunkach. Cel4 strategie je principidlné zaloZena na ex-
plantaci prekurzori dendritickych bunék, které se in vitro cilené diferencuji a namnozi
kultivaci v médiu obohaceném o pottebné diferenciacni faktory, GM-CSF a IL-4. Tak-
to pfipravené dendritické buiiky se pfimo inkubuji s pfipravenymi syntetickymi peptidy,
virovym vektorem ¢i nadorovymi lysaty viz obr. 2.2. Pfipadné se dendritické buriky
mohou transfekovat molekulami nukleovych kyselin, které kéduji pfislusné antigenni
peptidy (Berzofsky et al., 2004a).

Je nutné podotknout, Ze pfiprava vakcin na bazi dendritickych bunék je velice
komplikovana. Pti aktivaci a maturaci dendritickych bunék vstupuje do hry cela fada
faktord, z nichZ mnoh¢ jesté nebyly zcela probadany. Tyto faktory rozhoduji o urovni
maturace a typu imunitni odpovédi, pfipadné i imunitni toleranci (Kalinski et al., 1999).
V soucasné dobé se ovéfuji alternativni pfistupy, které by umoznily efektivnéji stimulo-

vat funkce dendritickych bunék.
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Obr. 2.2. Zn4zorn&ni procesu pFipravy protinadorové vakciny zalozené na dendritickych buiikich odvozenych
z monocyti periferni krve. Isolované monocyty periferni krve jsou kultivovany s cytokiny GM-SCF a IL-4, tak aby
se znich vyvinuly dendritické buriky. Takto pfipravené dendritické buiiky jsou poté maturovany pomoci CD40L
nebo i jinych typti molekul, za soutasného vpraveni antigenniho peptidu nebo nadorového lyzatu, pfipadné virového
expresniho vektoru. Maturované dendritické buriky. které predkladaji pfislusny antigen na svych MHC gp | moleku-
lach jsou vpraveny do téla pacienta jako autologni vakcina pro navozeni protinadorové imunitni odpovédi zalozené
na T buitkach. (ptevzato z Berzofsky et al., 2004a)
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2.2 Umeélé virové castice: struktura, vlastnosti
a (nano)biotechnologické aplikace

V poslednich letech je vénovano velké usili pripravé rekombinantnich nosict pro do-
pravu nukleovych kyselin, polypetidii a nizkomolekularmich slou¢enin na bazi umélych
virovych ¢astic neboli pseudokapsid, které jsou podobné virioniim prislusného viru (an-
gl. virus-like particles, VLP"). Pfi¢innou tohoto fenoménu je schopnost kapsidovych
proteind usporadavat se do struktury VLP, kdyZ jsou produkovany v riznych heterolo-
gnich systémech.Jelikoz tyto struktury pfedstavuji natolik vérné kopie intaktnich virio-
ni, zpravidla vstupuji do cilovych bunék stejnym mechanismem jako pfirozeny virus.
Dalezité je, ze takto pfipravené umélé virové castice neobsahuji nukleovou kyselinu
viru, tudiz jejich aplikace nemize zplsobit produktivni infekci. Tvorba umélych viro-
vych ¢astic byla dfive popsdana u mysiho polyomaviru (Montross et al., 1991), lidskych
papillomavirii (Hagensee et al., 1993) a

Protein
Expressed  parvovird  (Sedlik et al., 1997).
~7. pso V posledni dobé¢ byly pfipraveny umélé
¢astice obalenych virt, jejichz genomem
je RNA, napf. u retrovird SIV a HIV
L1 (Yao et al., 2000). Rovnéz se jiz drive
podafilo  pripravit umélé  ¢astice

odvozené od nékterych zastupca Celedi

SIvV .. C e . .
gag Reoviridae, jejichz pseudokapsidy jsou
jiy formoviny ze Ctyf nezavislych struktur-
€MV nich proteinti (French. 1990).
C
Obr. 2.3. Prehled struktur umélych virovych &astic
E1 pro ruzné skupiny viru. Na obrazku jsou zachyceny
morfologic pscudokapsid. jejich clektron-
E2 mikroskopické snimky a spcktrum  struk-turnich

proteinu. které je vytvaii. Zkratky: BTV, bluetongue

virus, HCV,_ hepatitis C virus, HHEV, hepatitis E virus,
Vp2 1PV, human papillomavirus, SIV/HIV, hybridni
Vp5 ¢astice odvozené od simian immunodeficiency virus

gag a human immunodeficiency virus env. (pievzato a
Vp7 upraveno z Noad a Roy, 2003).

"V této praci jsou pro oznaceni anglického ckvivalentu "virus-like particle” pouzivany tyto terminy: uméla
virova ¢astice, pseudokapsida ¢i virova nanogastice.



KAPITOLA 2: LITERARNI PREHLED

2.2.1 Rekombinantni virové ¢astice malych nadorovych DNA viri

Virové genomy jsou v pfirodé chranény a zabaleny do proteinovych kapsid, jejichz
strukturni proteiny maji obvykle bazické domény orientované pravé do interiéru kapsid.
Tyto domény zcela neutralizuji zaporny naboj cukr-fosfatové kostry nukleovych kyselin
prostfednictvim iontovych interkaci. Podobné i malé molekuly s negativnim nébojem
mohou byt enkapsidovany do virovych ¢&astic. Jedny z nejvice prostudovanych modeld

jsou virové Castice odvozené od polyomaviri.

2.2.1.1 Struktura a architektura polyomavirovych nanocastic

Polyomaviry jsou malé neobalené DNA viry, které maji tumorogenni potencial. Mezi
nejvice prostudované polyomaviry z (nano)biotechnologického hlediska patfi mysi po-
lyomavirus (angl. mouse polyomavirus, MPyV), kreééi polyomavirus (angl.
hamster polyomavirus, HaPyV), SV40 virus, BK virus a JC virus. VSechny dosud
popsané polyomaviry vykazuji shodnou morfologii virovych ¢astic. Roentgenova krys-
talografie ukézala, ze kapsidy mysiho polyomaviru a SV40 viru maji ikosahedralni
symetrii (T=7), primér kapsid je ~45 nm (Liddington et al., 1991; Griffith et al.,
1992). Kapsidy se skladaji ze tii strukturnich protein — hlavniho strukturniho proteinu
VP1 a dvou minoritnich proteind VP2 a VP3. Protein VPI utvéfi vysoce stabilni homo-
pentamer, s jehoz centralni dutinou asociuje vzdy jeden minoritni protein VP2 nebo
VP3 (Griffith et al., 1992). Kazda kapsida se potom sklada ze 72 kapsomer (VP1 pen-
tamertl), z nichz 60 je hexavalentnich a 12 pentavalentnich, jez tvofi vrcholy ikosahedru
(Liddington et al., 1991). Proces skladani virovych ¢astic polyomavirt je ukazan na obr.
2.4. Uvniti kapsid se nachazi nucleocore tvofené genomovou DNA v komplexu
s bunéénymi histony H2A, H2B, H3 a H4, avSak neni pfitomen H1 histon. Genom po-
lyomaviri je tvofen kruhovou kovalentné uzavienou dsDNA o velikosti ~5,3 kbp.
Hlavni strukturni proteiny VP1 vSech polyomaviri maji schopnost se usporada-
vat do struktur podobnych virionim (VLP struktur, umélych virovych &astic ¢i
pseudokapsid), kdyZ jsou produkovany v eukaryotickych expresnich systémech (Mon-
tross et al., 1991). Minoritni strukturni proteiny nejsou nutné pro formovani VLP struk-
tur, avSak kdyZ jsou minoritni proteiny simultanné produkovany s VP1 proteinem jsou
rovnéz zabudovavany do virovych &astic. Rovnéz ani posttranslaéni modifikace VPI
proteinu nejsou nutné pro utvareni VLP ¢astic. V pfipadé exprese VP1 proteinu v bakte-

rialnich expresnich systémech dochazi pouze k formovani VP1 pentameri (kapsomer),
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které je vSak mozné in vitro slozit do VLP struktur v roztocich bohatych na Ca®' ionty

(Salunke et al., 1986).

Model assembly of virus-like particle
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Obr. 2.4. Struktura a architektura polyomavirovych nanoé¢astic. (A) 3D model hlavniho strukturniho proteinu
VP1. (B) ktery utvafi vysoce stabilni pentamer. (C) Kazda pscudokapsida je slozena ze 72 pentameru proteinu VPI,
7 nichz 60 je hexavalentnich a 12 pentavalentnich. (pfevzato a upraveno z Pattenden et al.. 2005)

Na hlavnim strukturnim proteinu VP1 lze najit tii oblati: N-koncova, centralni a C-
koncova. Prvnich 12 aminokyselin od N-konce obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (an-
gl. nuclear localization signal, NLP) a DNA vazebnou doménu, kterd interaguje s DNA
nespecificky (Chang et al., 1993). Posttranslaéni acetylace nékterych lysinovych zbytka
na N-konci VPI pravdépodobné reguluje funkce jejich domén (Bolen et al., 1981). Cen-
tralni oblast je tvorena nékolika a-helixy a B-listy, které jsou propojeny nékolika roz-
volnénymi smyckami -~ BC, DE, HI, EF a FG. Smyc¢ky BC, DE a HI jsou exponované
na povrchu kapsidy a hraji dilezitou roli pfi interakci s receptorem na povrchu hostitel-
ské bunky. C-koncova doména je velice flexibilni a Gcastni se vazby mezi jednotlivymi
kapsomerami v ramci kapsidy (Garcea et al., 1987).

Minoritni proteiny VP2 a VP3 jsou soucasti virové kapsidy., nicméné jejich bi-
ologické funkce jsou rozplétany az v soucasné dobé. Nukleotidové sekvence obou pro-
teind se prekryvaji a jsou ¢teny ve stejném ¢tecim ramci, ale protein VP3 je od N-konce
zkracenou (A118 Amk u SV40 a A115 u MPyV) verzi proteinu VP2. N-koncova domé-

na proteinu VP2 je posttranslaéné modifikovana myristylaci na prvnim glycinu. Za in-
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terakci VP2/VP3 s dutinou VPI pentameru je zodpovédna jejich vysoce konzervovana

C-koncova doména, kterou maji oba proteiny shodnou (Barouch a Harrison, 1994).

A Cc

Obr. 2.5. Struktura proteinového komplexu VP1-VP2. (A) Pri¢ny fez, zachycujici C-koncovou doménu proteinu
VP2 (¢ervené) a tfi molekuly proteinu VP (zelené stiedni VP1, modfe jsou znazornény postranni VP molekuly),
kter¢ interaguji s VP2 hybrofobnimi interakcemi. Dvé zbyvajici VPI molckuly. které lezi nad rovinou papiru jsou
zakryty. Teckované znaceni ukazuje ¢ast proteinu VP2 (Valagy Valazg), kde nebylo mozné z elektronovych hustot
urcit presné konformace postrannich fetézel. Zbyla N-koncova doména proteinu VP2 neni zachycena v mapé clek-
tronovych hustot a je pouze schématicky znazornéna ¢arkovanou ¢arou. (B) Schématické znazornéni centralni dutiny
proteinového komplexu VP1-VP2. Protein VP2 dokonale kopiruje zlabky a vyénélky na povrchu VP1 pentameru. (C)
Hydrofobni interakce a vodikové vazby mezi VP1 a VP2 proteiny. Struktura samotného VPI je zachycena svétlo
tenkou ¢arou, coz indikuje, ze vazba VP2 indukuje malé konformac¢ni zmény proteinu VP1. Helix VP2 proteinu se
vklinuje mezi smycky G2 a G29 sousedniho VPI proteinu. Tyto smycky jsou tlaceny smérem ven, coz zpisobuje
rozsifeni baze pentameru o ~2 A ve srovnani sc samotnym VP1 pentamerem. Aminokyselinové zbytky proteinu VP2
jsou ¢erné vyznaceny, zatimco zbytky VP1 oranzové. (pfevzato a upraveno z Chen et al.. 1998).

Tato C-koncova doména rovnéz obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (Chen et al.,
1998).V posledni dobé bylo bioinformatickymi analyzami ptedpovézeno 5 transmem-
branovych domén u VP2, resp. 4 u VP3 (Daniels et al., 2006b), coz souhlasi
s produkénimi pokusy téchto proteini v bakteriich, kde tyto proteiny zprostiedkovaly
pfijem jinak membranami neprostupného inhibitoru proteosyntézy hygromycinu (Da-
niels et al., 2006a). Tato pracovni skupina pfimo prokéazala, Ze minoritni proteiny VP2 a
VP3 viru SV40 vytvaii homo- a heterooligomery, které mohou fungovat jako pory
v biologickych membranach (viroporiny), coz ma ohromné dtsledky v procesu dopra-
vy virového genomu do jadra hostitelské bunky. Tyto funkce minoritnich proteint pfi-
chézeji pravdépodoné na fadu v lumen endoplazmatického retikula, kde jsou kapsidy
rozvolnény mimo jiné pomoci proteinu Erp29 patficiho do rodiny protein disulfid
isomeras — PDI (Magnuson et al., 2005). Autofi kromé toho ukazali, ze unikatni N-
koncova doména proteinu VP2 hraje dilezitou roli pfi interakci s plasmatickou mem-

branou a penetraci viru do burnky.
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2.2.1.2 Vstup polyomaviri do sav¢i buiiky a jejich pohyb k bunéénému jadru

Strukturni kapsidové proteiny neobalenych viri byly v prabéhu miliéni let evoluce vy-
ladény pro ucely uspésné piepravy virového genomu pies cytoplasmatickou membréanu
a dale do jadra hostitelské buriky, kde je realizovana virova transkripce a replikace. Po-
lyomaviry vstupuji do bunék receptorem zprostiedkovanou endocytosou v hladkych
monopinocytickych vaccich.

Obecnym znakem buné€nych receptori polyomavird je pfitomnost Kyseliny sia-
lové v jejich distalnich sacharidovych doménach. Pro mysi polyomavirus byly identifi-
kovény jako receptory povrchové gangliosidy GD1a a GT1b, zatimco pro virus SV40
je to gangliosid GM1 (Tsai et al., 2003; Gilbert a Benjamin, 2004). U myS$iho polyoma-
viru byl rovnéz popsan koreceptor a4p1 integrin (Caruso et al., 2003). Virus SV40 po
vazbé na GM1 receptor vstupuje do bunék v hladkych monopinocytickych véaccich po-
zitivnich na kaveolin-1 (Anderson et al., 1998). Infekce SV40 je citliva k odstranéni
cholesterolu z membranovych domén a inhibovana dominantné negativni mutantou ka-
veolinu-1 (Pelkmans et al., 2001; Roy et al., 1999). Internalizované viriony SV40 dale
byly pozorovény ve vétSich perifernich vaccich bohatych na kaveolin-1 zvanych kaveo-
somy, pozd¢ji po infekci pak v membranovych vaccich pohybujich s blizkosti tubulino-
vého cytoskeletu (Pelkmans et al., 2001). Doprava virovych ¢astic SV40 do hladkého
endoplasmatického retikula je sensitivni vici oSetfeni brefeldinem A a je zprostfedko-
vana COPI drahou (Norkin et al., 2002; Richard et al., 2002).

Mys3i polyomavirus také vstupuje do bunék v hladkych monopinocytickych vac-
cich, které maji stejnou morfologii jako v pfipadé SV40. Inhibice infekce MPyV pfi
oSetfeni methyl-B-cyklodextrinem naznacuje, Ze v procesu internalizace hraji dilezitou
roli membréanové raftové domény (Richterova et al., 2001). Tito autofi také ukazuji na
pfitomnost kaveolinu-1 v membranovych vaccich, ve kterych jsou viriony internalizo-
vany a déle tfidény pro drdhu zpétného transportu (angl. retrograde transport).
Existuje vSak jisty rozpor s pokusy blokace endocytickych drah zavislych na clathrinu a
kaveolinu provedenymi autory Gilbert a Benjamin (2000). Tyto pokusy naopak kontro-
verzné ukazuji, ze na infekci MPyV nema vliv negativné dominantni mutanta Dynami-
nu I, ktery je esencidlni pro generaci clathrinovych a kaveolinovych vacki. Zarovén tito
autofi pozorovali nizkou hladinu kolokalizace viriond s kaveolinem-1 v ¢asnych fazich
vstupu viru do buiiky. Novéjsi studie prokazaly, ze MPyV velice ochotné vstupuje do

Jurkat bungk, které neprodukuji kaveolin-1 (Liebl et al., 2006). Tito autofi zjistili, Ze
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nadprodukce dominantné negativni mutanty kaveolinu-1 v epitelidlnich burikdch nema
vliv na produktivni infekci my$im polyomavirem. Na rozdil od viru SV40, infekce my-
3im polyomavirem je citliva na kyselé pH v endo-lysosomalnich kompartmentech. Ob-
dobné jako viriony mys$iho polyomaviru byly internalizovany i rekombinantni VP1 as-
tice (Richterova et al., 2001). Kolokalizace VPI proteinu v pozdnéjsich €asech po in-
fekci (3 h p.i.) s tubulinem naznacovala, Ze my$i polyomavirus vyuziva shodnou retro-
gradni drahu do endoplasmaické retikula a perinuklearniho prostoru (Richterova et al.,
2001). Nicméné pozdgjsi analyzy prokézaly, ze infekce myS$im polyomavirem je necitli-
va k aplikaci brefeldinu A a kolokalizace VP1 proteinu s B-COP markerem COPI vacki
byla pozorovany velmi ziidka (Mannova a Forstova, 2003). Tyto vysledky naznacuji, ze
mysi polyomavirus vyuziva jiné dopravni drahy do endoplasmatického retikula, resp. do
bunééného jadra nez SV40 virus. Po 3 hodinach po infekci je frakce polyomavirovych
¢astic vidét v endoplasmatickém retikulu, a subpopulace viriont v perinuklearnim pro-
storu.Virové &astice nachdzejici se v perinukledrnim prostoru kolokalizuji s markery
recyklujicich endosomi — Rab11l GTPas a transferinu (Mannové a Forstova, 2003,
Liebl et al., 2006). Viriony, které se dostanou do endoplasmatického retikula jsou roz-
volnény pravdépodobné nékterymi proteiny rodiny protein disulfid isomeras jako
napt. Erp29 (Magnuson et al., 2005). Nejnové€jsi poznatky naznacuji, Ze poté minoritni
proteiny VP2 a VP3 asociuji (tvorba homo- a heteroologimert) a vytvafi v membranach
endoplasmatického retikula pory, kterymi je pfepraven genom viru ptimo do buné¢ného
jédra nebo do cytosolu (Daniels et al., 2006a). Velmi dilezitou roli v tomto procesu
rovnéz hraje protein VP1, ktery reguluje rozpustnost minoritnich proteinti a jejich in-
terakce s membranami. Pomoci fluorescenéni in situ hybridizace bylo zjisténo, ze do
bunééného jadra se dostava velmi malo viorvych genomil s pfihlédutim k pocéate¢ni
multiplicité infekce (Mannova a Forstova, 2003). VétSina genomovych komplexti se
strukturnimi proteiny se dostava zpét do cytosolu, kde je enzymaticky (proteasom aj.)
degradovana.

Na rozdil od vird SV40, BK viru a mysiho polyomaviru, virus JC vyuzivé ke
svému vstupu do bunék endocytosu zavislou na clathrinovych vaccich (Pho et al.,

2000).
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Obr. 2.6. Modelové schéma vstupu a penetrace memrany endoplasmatického retikula viru SV40. (1) Vazba
viru SV40 na povrch hostitelské bunky je spolufizena proteinem VP2, (2) Navizany virus vstupuje do buiky recepto-
rem (GMI gangliosid) zprostiedkovanou endocytosou. (3) Virus je dile prepravovan v kaveolinovych vaceich do
kaveosomu. (4) Virove ¢astice puci z kaveosomu a jsou dopravovany COPI retrogradni drihou do endoplasmatického
retikula. (§5) Jakmile dorazi viriony do ER jsou za pomoci residentnich molekularnich chaperonu (Erp29) rozvoliova-
ny. (6) Postupujici rozkladani uvolni 1 minoritni proteiny VP2 a VP3 z komplexu s VP1 pentamerem. (7) Proteiny
VP2 a VP3 oligomerizuji a vytvareji v membrané ER multimerni komplexy. které umoziuji prepravit virovy genom
pies tuto membranovou bariéru. (8a) VP2/VP3 komplexy premostuji ptimo jadernou membranu a virové genomy
tudiz mohou byt rovnou dopravovany do bunééného jadra. (8b) Druhou alternativou je moznost transportu virového
genomu pies membrianu ER do evtosolu. (9) kde jeden ze strukturnich proteinu "VPX" vyvuzije svého jaderného
lokaliza¢niho signialu a DNA vazebné domény pro acely prepravy virového genomu do bunéeného jadra. (prevzato
7 Danicels et al.. 2006a)

2.2.1.3 Polyomavirové nanociastice jako nosice nukleovych kyselin, polypeptidu
a nizkomolekularnich slouc¢enin

Za ucelem pInéni polyomavirovych pseudokapsid cizorodou DNA bylo jiz uspesné vy-
uzito nckolik strategii. Prvni je zalozena na osmotickém Soku. kdy jsou virové ¢astice
vystaveny nizké iontové sile. To ma za nasledek ¢astecné rozvolnéni jednotlivych kap-
somer od sebe (viz. obr. 2.7.). tudiz cizoroda DNA muze byt vtazena do vnittku pseu-
dokapsid. Cely proces je rovnéz pohanén elektrostatickymi silami. které pusobi praveé
mezi bazickymi doménami strukturnich proteinu a zaporné nabitymi nukleovymi kyse-

linami (Barr ¢t al.. 1979).
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Obr. 2.7. Kryoelektron-mikroskopickd rekonstrukce
virovych nanodastic formovanych v hmyzich buiikach
pFi  expresi strukturniho VPl proteinu mysiho
polyomaviru. Struktura odrazi autenticky povrch virové
¢astice, rozlideni 15 A. V pravé &asti je zachycen prifez
virovou ¢&astici, kde je mozno vidét indukované otvory mezi
kapsomerami pfi hypotonické expanzi téchto &astic, témito
prostory mohou vstupovat nukleové kyseliny ¢i nizkomo-
lekularni slouc¢eniny. Méfitko = 20 nm. (pfevzato a upra-
veno z Garcea a Gissmann, 2004)

Dal3i strategie je zaloZena na in vitro formovani jednotlivych VP1 pentamerti do viro-
vych ¢astic v pritomnosti nukleovych kyselin (Braun et al., 1999). Tyto prvotni pokusy
ukézaly, Ze je mozné enkapsidovat do virovych ¢éastic mySiho polyomaviru dsDNA o
velikosti 4 kbp, av§ak velmi €asto dochazelo k degradaci této DNA po vystaveni piso-
beni nukleas. V posledni dobé byl popsan sbalovaci (angl. packaging) in vitro systém u
viru SV40 (Kimchi-Sarfaty et al., 2003). Tito autofi pfipravily hruby jaderny extrakt
z hmyzich bunék produkujich vSechny strukturni proteiny viru SV40 a nechali v in vitro
podminkéch sbalovat pseudokapsidy. Pfi tomto provedeni pozorovali, Ze je mozné za-
balit do virovych astic SV40 plasmidovou DNA délky az 17 kbp. Uginnost transdukce
t€émito virovymi ¢dsticemi byla vysoka v in vitro pokusech, prozatim vsak nebyla pro-
kézana in vivo. Z téchto pokust vyplynulo, zZe sbalovaci reakce do virovych &astic je
pravdépodobné do jisté miry fizena bunéénymi chaperony pfitomnymi v jadernych ex-
traktech. Forstova et al. (1995) ovéfovali mozZnosti VP1 pseudokapsid mysiho polyo-
maviru produkovanych v hmyzich burikach jako nosice heterologni DNA pro tcely ge-
nové terapie. Ukdzali, Ze tyto Castice in vitro enkapsiduji pfislusné genové konstrukty,
jejichz exprese poté byla sledovana v cilovych burikdch. Zajimavé bylo zjisténi, Zze mala
frekvence genovych konstruktl se integrovala do genomu bunék. Nasledné¢ Chromy et
al. (2003) ukazali v in vitro pokusech pfimé pusobeni proteini teplotniho $oku (angl.
heat shock protein) HSC70 a jejich zprostfedkovani sbalovani polyomavirovych pseu-
dokapsid v pfitomnosti ATP. Kromé plnéni polyomavirovych pseudokapsid nukleovymi
kyselinami, je mozné in vitro plnit tyto ¢astice malymi molekulami. Naptiklad, Gold-
mann et al. (2000) provedli in vitro disociaci pseudokapsid odvozenych od JC viru
v pfitomnosti EGTA a dithiothreitolu (DTT). K suspenzi kapsomer nésledné pfidali
roztok propidium jodidu, jehoz molekuly byly posléze enkapsidovany do virovych ¢as-
tic pii prevedeni do roztoku s obsahem Ca®" iontii a bez reducnich podminek. Takto
pfipravéné barevné nanocastice uspésné vstupovali do savéich bunék, kde byly monito-

rovany pomoci pritokové cytometrie.
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Velkou vyhodou polyomavirovych a papilomavirovych nanocastic je skutecnost, ze
jejich 3D rekonstrukce strukturnich proteinii VP1, resp. L1 byly detailné rozieseny po-
moci roentgenové difrakce. Znalost presné konformace prislusnych strukturnich protei-
n pseudokapsid umoziuje cilené modifikovat stavajici struktury pomoci technik re-
kombinantni DNA. Vlozenim kratkého peptidu do HI smy¢ky hlavniho strukturniho
proteinu VP1 mysiho polyomaviru byla zcela zruSena vazba na kyselinu sialovou,
kterd je koncovou molekulou ptirozenych GDla a GTlb gangliosidovych receptor
tohoto viru (Gleiter et al., 1999). Stejna pracovni skupina pozd¢ji provedla do stejného
mista inserci imunoglobulinové domény (6,8 kDa) proteinu Z ze Staphylococcus aureus
(Gleiter a Lilie, 2001). Tyty modifikace nemély vliv jak na samouspofadavani do VLP
struktur, tak i na vazbu DNA. Dale provedla tato pracovni skupina navazani protilatky
proti bunécnému receptoru Erb2 ("Herceptin") na povrch téchto virovych ¢astic pres
exponovanou doménu proteinu Z. Takto pripravené chimerické castice byly schopné
specificky prenést enkapsidovanou plasmidovou DNA kédujici GFP protein do bunék,
které produkovaly povrchovy receptor Erb2 (Gleiter a Lilie, 2003). Nicméné, praktické
zkuSenosti z nasi laboratore ukazuji, ze vkladani cizich epitopti do HI smycky VPI1 pro-
teinu mé za nasledek dramatické snizeni stability VLP struktur. Jelikoz pracovni skupi-
na S. Gleitera ve svych pracich nikdy nedolozila relevantni elektron-mikroskopické
snimky pfipravenych nanocéstic, lze se domnivat, ze i jejich VLP struktury nepattily
mezi silné stabilni ¢astice. V posledni dobé byla rovnéz prokazana moznost inserce ci-
zich epitopl do jinych povrchovych mist VP1 pseudokapsid. Neugebauer et al. (2006)
vlozili imunodominantni epitopy B bunék (12-14 Amk) do BC2 smy¢ky VP1 proteinu.
Tato inserce neméla vliv na formovani VLP struktur a vyrazné zvysila produkci speci-
fickych protilatek proti danému epitopu po imunizaci. Tito autofi déle ukazuji, ze pro-
dukce antigen-specifickych pritilatek byla vyrazné vétsi pti imunizaci prostfednictvim
chimerickych VLP struktur ve srovnani s chimerickymi pentamerami VP1 proteinu.
Jinou potencialné moznou modifikaci VPI proteinu je jeho N-koncova fuse
s peptidy ¢i proteiny, aniz by do$lo ke ztraté schopnosti vytvafet VLP struktury.
Schmidt et al. (2001) vlozili pfed N-konec VP1 proteinu sekvenci kédujici WW do-
ménu proteinu vazajiciho mysi formin (FBP-11). Tato WW doména FBP-11 velice silné
vaze proteiny bohaté na prolin (angl. prolin-rich ligands), které sdileji konsensudlni sek-
venci PPLP. Metodami molekularniho modelovéani vypocitali, ze fusni protein VPI-
WW by nemél zpisobit ztratu schopnosti utvaiet VLP ani spravné sbaleni WW domé-

ny. Teoretickymi analyzami dospéli k zavéru, ze je mozné enkapsidovat do jedné poly-
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omavirové pseudokapsidy 360 liganda (globularnich protein() o prumérné velikost 17
kDa. Pripravéné virové nanocastice skute¢né enkapsidovaly fluoresce¢né znacené (i
fusované (GFP) PPLP domény. Modifikace N konce VPI proteinu, tak ani nasledné
plnéni ¢astic prislusnymi ligandy skute¢né nemélo vliv na formovani VLP struktur, tak
ani na jejich vstup do sav¢ich bunék.

Dalsi alternativou modifikace polyomavirovych nanopartikuli za uc¢elem pre-
pravy polypeptidi je vyuziti minoritnich VP2 a VP3 proteinu. Jako prvni vyuzili této
moznosti Abbing et al. (2004), ktefi konjugovali s minoritnimi proteiny nizkomoleku-
larni slouceniny a protein GFP. Této strategii bylo rovnéz vyuzito v nasi laboratofi, kdy
byl jako modelovy antigen fusovan s C-koncovou doménou minoritniho proteinu
VP3 protein EGFP (Boufa et al., 2005). Tato C-koncova doména nové vytvoreného
fusniho proteinu ma funkci pii interakci s VPI pentamerem viz obr. 2.8. Pfi této strate-
gii je teoreticky mozné zabalit do polyomavirovych ¢astic maximalné 72 cizich polype-
tidi. Vznikly chimericky protein se vyrazné velikostné nelisi od minoritnich proteind.
Pritomnost EGFP proteinu neméla zasadni vliv na formovani VLP struktur, i kdyz
z elektron-mikroskopickych snimk je patrné, Ze tyto chimerické pseudokapsidy nejsou
tak geometricky pravidelné ve srovnani s intaktnimi VP1 VLP ¢asticemi. Minoritnich
proteint, konkrétné proteinu VP2 jako kotvy pro drzeni cizorodého proteinu vyuzili i
Tegerstedt et al. (2005). Tito autofi popisuji moznost fuse proteinu VP2 s onkogennim
proteinem Her2 (az 683 Amk). Rovnéz 1 pfi této strategi je mozné teoreticky nalozit do
pseudokapsidy 72 molekul fusch proteini. Nicméné velikost tohoto chimerickéhe pro-
teinu vyrazné piesahuje velikosti minoritnich proteind. tudiz skute¢ny pocet pfepravo-
vanych molekul bude niz8i. Zajimava je skute¢nost, ze tito autofi nikdy neprezentovali
elektron-mikroskopické snimky, které by dokladaly utvareni, tvar a stabilitu VLP struk-

tur.

VP1 VP1
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g ‘ oy antigenu s C-koncovou doménou
e minoritnich proteinu VP2 nebo
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cern¢) véetne  lokalizace  fasniho
proteinu v ramci  polyomavirové
pscudokapsidy. VP1 pentamery jsou vyznaceny zelené. Tato strategic pfipravy chimerickych VLP struktur mySiho
polyomaviru byla pouzita v praci Boufa ct al. (2005).

-
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2.2.2 Imunogenni vlastnosti umélych virovych ¢astic
a jejich modulace

Historicky jako prvni rekombinantni vakcina na bazi virovych strukturnich proteini —
povrchovy antigen viru hepatitidy B, byla zavedena do klinické praxe jiz pred 20 lety
(McAleer et al., 1984). Silné imunogenni vlastnosti umélych virovych ¢astic jsou prav-
dépodobné zpiisobeny jejich interakcemi s profesiondlnimi antigen prezentujicimi buri-
kami, zejména s dendritickymi burikami. Pfikladem mohou byt VLP struktury odvozené
od lidskych papilomaviri, které navozuji silnou maturaci dendritickych bunék vyjadre-
nou zvySenou povrchovou expresi komplextit MHC gp I i MHC gp 11, déle pak kostimu-
latnich molekul CD80, CD86 a CD40 a produkci nékterych cytokini (Lenz et al.,
2001). Podobnych ryst aktivace dendritickych bun¢k bylo dosazeno i pfi aplikaci VLP
struktur odvozenych od jinych typt vir, napt. VLP struktur Ebola viru (Warfield et al.,
2003), HIV p55%% VLP (Tsunetsugu-Yokota et al., 2003) aj. Yang et al. (2004) se zamé-
fili na detailni studium mechanismt aktivace dendritickych bunék papilomavirovymi
VLP ¢&asticemi. Expresni analyzou s vyuzitim robustni bioCipové technologie zjistili, ze
v dendritickych burikdch dochazi ke zvyseni produkce transkriptd o/B interferond, pro-
zanétlivych cytokinl a chemokind. Exprese na urovni mRNA byla rovnéZz potvrzena i
imunodetekci INF-a/p a cytokinu IL-12. Mnohé mikrobialni produkty, které navozuji
prozanétlivou odpovéd’ jsou rozpoznavany Toll ¢i NOD receptory jako tzv. molekular-
ni vzory asociované s patogeny (angl. pathogen associated molecular patterns,
PAMP). Takto aktivované receptory posléze spoustéji signalni kaskady pres adaptorovy
protein MyD88, az po aktivaci transkri¢nich faktorti a ko-aktivatori NFkB, NF-AT a
AP-1. Pomoci reportérovych expresnich analyz byla skute¢né t€mito autory prokazana
aktivace transkripce zavisla na NFkB, NF-AT a AP-1 v linii makrofagi RAW264.7 po
aplikaci HPV VLP struktur. Nasledna RNAi analyza prokéazala G¢ast MyD88 v aktivaci
téchto transkripcnich faktort, ktera byla dale potvrzena studiii s dendritickymi burikami
MyD88™", které taktéz nevykazovaly zadné rysy aktivace po oetieni HPV VLP. Tyto
vysledky jsou do zna¢né miry revolu¢ni, jelikoz pfimo poukazuji na TLR rozpoznavani
HPV VLPs struktur. Nicméné naskytd se nékolik zékladnich otazek: Jak to ten papilo-
mavirus v pfirodé déla, ze dokaze persistovat v epitelialnich tkanich bez jakykoliv zna-
mek zanétu, kdyz v in vitro pokusech je tak imunogenni? S jistym vysvétlenim pfisli
Fausch et al. (2003), ktefi prokazali rozdilny mechanismus vstupu a zpracovani (mimo
jiné i odlisné drahy cross-presentace) HPV VLP struktur v epitelidlnich formach dendri-

tickych bunék tzv. Langerhansovych buiikach ve srovnani s myeloidnimi dendritic-
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kymi burikami. Tyto vysledky jinymi slovy fikaji, ze pfirozena infekce lidskym papilo-
mavirem v epitelidlnich tkéanich je pfehlizena imunitnim systémem, zatimco systémova
imunizace HPV VLP vyvolava velice silnou imunitni odpovéd’. S papilomavirovymi
pseudokapsidy probéhlo né&kolik uspésnych klinickych studii (Koutsky et al., 2002),
které prokazaly jejich bezpe¢nost, ale pfedevsim Gcinnost. Papilomavirové VLP vyvo-
lavaji v té€le imunizovanych jedincl jak vysoky titr neutralizaénich protilatek, tak i bu-
nécné zprostiedkovanou (cytotoxickou) imunitu (Evans et al., 2001). Od roku 2006 jsou
jiz v klinické praxi dvé vakciny zaloZzené na papilomavirovych VLP ¢&asticich. Tyto
vakciny by mély chranit mladé zeny pted infekci vysokorizikovymi typy lidskych papi-
lomavird (HPV-16, HPV-18), které jsou etiologicky svazany s vyskytem rakoviny dé-
loZniho ¢ipku viz obr. 2.9. Za u€elem rozsifeni ucinku byly do sekvence hlavniho struk-
turniho proteinu L1 lidského papilomaviru vloZzeny imunogenni epitopy onkoproteinu
E7 (Greenstone et al., 1998). Vysledné chimérické virové Castice, které mély na svém
povrchu exponovany tyto cizi epitopy vyvoldvaly velmi silnou protinddorovou imunitu
vici onkoproteinu E7.

Zamérné za ucelem zvySeni imunogennich vlasnosti nékterych virovych ¢astic
byly ovérfovany rizné zpisoby modulace. Kang et al. (2003) chemicky konjugovali
(biotin/streptavidin) rekombinantni SIV VLP s imunoadjuvatni molekulou B podjed-
notkou cholerového toxinu. Takto modifikované ¢éastice indukovaly vyrazné vyssi pro-
dukci antigen-specifickych IgG1 a IgA protilatek i cytotoxickych odpovédi ve srovnani
s aplikaci samotnych SIV &astic. Dale byla ovéfovany moznost plnéni n€kterych VLP
struktur oligonukleotidy s CpG nemetylovanymi motivy, jeZ silné€ polarizuji imunitni

odpovéd’ ve sméru Thl (Storni et al., 2004).
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Obr. 2.9. Schéma vakcinace proti infekci lidskym papillomavirem zalozené na pfipravé heterolognich pseudo-
kapsid. Rekombinantni HPV-16 ncbo HPV-18 kapsidovy protein L1 produkovany pomoci kvasinkového nebo baku-
lovirového cxpresniho systému ma schopnost s¢ usporadavat do struktur podobnych virionim (angl.virus-like par-
ticles. VLP). Takto pfipravené heterologni virové ¢astice vyvolavaji v téle silnou indukei tvorby neutralizagnich
protilatek, ale nejsou neinfekéni. jelikoz neobsahuji DNA viru. Tato strategie vakcinace se zda velice slibnou pro
prevenci HPV infekce, jez je etiologicky svazana s vyskytem rakoviny délozniho kréku. (prevzato 7 Berzofsky et al.,
2004b)

2.2.3 Umélé virové ¢astice jako stavebni material
pro nanotechnologie

Dokonald symetrie virovych kapsid a proteinovych domén na jejich povrchu dovoluje
provedeni celé fady cilenych modifikaci za G€elem pfFipravy vysoce organizovanych
struktur s pfesnou geometrii. Nejpokrocilejsi pokusy v této problematice byly dosazeny
s nanoc¢asticemi odvozenymi od nékterych bakteriofagl ¢i rostlinnych virt, jejichz tii-
rozmérné struktury byly dokonale vyfeSeny. Piikladem muze byt vlozeni kratkého pep-
tidu s afinitou pro sulfidy zinku a kadmia do strukturniho proteinu gP8 filamentarniho
faga M13, kdy byly vytvoreny vlaknité struktury silné vézajici ptislusné kovy. Po te-
pelné destrukci (400-500 °C) organickych leSeni zbyla pouze jednotliva krystalicka na-
novldkna (Mao et al., (2004).

Virus mozaiky vigny (angl. cowpea mosaic virus, CPMYV) pattici do skupiny
Comovirll je jednim z nejlépe prostudovanych rostlinnych virii z hlediska nanotechno-
logickych aplikaci. Tento virus infikuje rostliny druhu Vigna unguiculata, z nichz mtize
byt izolovan ve velkém mnozstvi dosahujicim az 0,8-1 mg/g listové hmoty (Porta et al.,
2003). Genomem tohoto viru jsou dvé pozitivni +ssRNA molekuly. V sou¢asné dobé
jsou k dispozici infekéni cDNA klony pod kontrolou silného 35S promotoru, které lze

dale geneticky modifikovat (Dessens a Lomonossoff, 1993). Strukturni proteinové pod-
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jednotky S a L vytvai{ asymetrické jednotky, z nichz se buduje ikosahedrdlni kapsida
(60 jednotek) o priméru 30 nm. Tfirozmérna struktura virové kapsidy jiz byla vyfeSena
s rozlisenim 2,8 A. Pomoci cilené mutageneze se podafilo pfipravit modifikované pseu-
dokapsidy, které nesly cysteinové zbytky pfesné rozmisténé na svém povrchu. Nasled-
nymi reakcemi téchto struktur s chemickymi (fluorescenéni molekuly, ¢astice koloidni-
ho zlata) derivaty maleimidu vedly k pfipravé presné uspofddanych matric s t€mito sub-
stituenty. Ohromnou vyhodou nanoc¢astic odvozenych od CPMV je rovnéz jejich vysoka
stabilita ve velkych rozmezich teplot, pH a iontovych sil. Takto pfipravené modifikova-
né pseudokapsidy jsou velice slibnou platformou pro navéSovani chemickych ligandd

v pesném rozmisténi na ikosahedralnim templatu (Wang et al., 2002).

Obr. 2.10. (A) Priklady kandidatnich virovych ¢&astic pro
nanotechnologické aplikace. Zkratky vcetn¢ pruméru prislusnych
nanocastic: CPMV, cowpea mosaic virus (30 nm); CCMV, cowpea
chlorotic mottle virus (27,8 nm) ; MS2, bakteriotag MS2 (26,8 nm)
' a TMV, tobacco mosaic virus (délka 300 mn, itka 18 nm). (B)
cPMV ccMmv MS2 ™V Distribuce prirozené¢ se vyskytujich lysinovych zbytku na
povrchu pseudokapsid CPMV. Na levém schématu, zbylé dva
obrazy ukazuji geneticky modifikované pseudokapsidy vystavujici
= zavedené cysteinové zbytky na velké L podjednotee anebo na malé
S podjednotce. Na lysinové zbytky lze navéSovat ligandy pies NHS-
estery, zatimco na cysteinové zbytky reakci chemickych derivata
malcimidu. (C) Moznosti nanotechnologickych aplikaci virovych

c ¢astic. Virové castice zde slouzi jako platformy pro navéSovani
tkanové specifickych liganda ¢i jinych molekul - oligonukleotidi,
A peptidu. protilatek, glykoproteinu, fluoroforu, ¢i ruznych kovu.
’ (pfevzato a upraveno ze Singh et al., 2006)
antibodies N

e e = Kromé biokonjugaci molekul s virovymi ¢asticemi

' ’l - ); o> - ’).- )

N S g7 )7 . . .. o ) ,
drugs. o~ 4 Ppres thiolové mistky, lze vyuzit i1 lysinovych
small molecules » and other megtals

T ' b ’z‘ zbytkd. Na povrchu jednotlivych stavebnich
) L 4
moropnorss <’ | < o jednotek pseudokapsid CPMV je vystaveno pét
Qos - proteins . . » , 3 , R
carbohydrates velice dobfe pristupnych lysinovych zbytkd.

polymers

Teoreticky lze tudiz navésit az 300 molekul na
Jjednu virovou ¢astici, avSak praktické pokusy ukazaly, ze tento pocet je ve skute¢nosti
menSi 60-120 molekul (Wang et al., 2002). Dalsim nanotechnologicky intenzivné stu-
dovanym rostlinnym virem je virus chlorotické Zilkovitosti vigny (angl. cowpea chlo-
rotic mottle virus) patfici do ¢eled’i Bromoviridae. Tento tfislozkovy virus ma segmen-
tovany genom slozeny ze ¢ty molekul +ssRNA, z nichz RNA1 a RNA2 jsou enkapsi-
dovany individualné kazda do jedné kapsidy, zatimco RNA3 a RNA4 jsou spole¢né
plnény do jedné kapsidy. VSechny tfi typy virovych ¢astic maji stejnou morfologii a
vSechny jsou nutné pro infekci. Kapsida (& 28 nm) je tvofena 180 identickymi podjed-

notkami kapsidového proteinu (Speir et al., 1995). V zavislosti na pfitomnosti iontt
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kovu prodélavaji pseudokapsidy tohoto viru transici z uzaviené konformace do konfor-
mace se 60 pory o pruméru piiblizné 2 nm. rozmisténymi v piesné geometrii (Schnee-
mann a Young. 2003).

Mezi dalsi velice vhodné platformy vyuzitelné v nanotechnologiich patii napf.
castice odvozené od bakteriofaga MS2 (Brown et al.. 2002) ¢i viru mozaiky tabiku
(angl. tobacco mosaic virus) vyznacujiciho se perfektni helikalni symetrii (Schlick
et al.. 2005). Velké nadé¢je jsou vkladany do nanocastic pfipravenych ze strukturnich
proteinii bakteriofagi napadajich termofilni bakterie rodu Sulfolobus. které ziji
v extrémnich teplotnich podminkach. Umé¢lé virové Castice odvozené od téchto bakteri-

ofagu vykazuji vysokou stabilitu pii velmi vysokych teplotach (Rice et al., 2004).

2.3  Bakteridlni nosice antigenii a imunomodulatory

Ruzné strategie byly vyvinuty za ucelem zesileni a modulace imunitnich odpovedi vici
heterolognim antigenim. Mezi tyto muzeme zahrnout pouziti atenuovanych mutant
bakterii (napt. Sa/monella spp.. Shigella spp.) jako nosi¢i heterolognich antigend. pii-
pravu ruznych typu liposomu. adsorpci antigennich peptidii na nanocastice. lipofilni
imunostimulaéni komplexy a nékteré bakterialni produkty se znamymi imunomodulac-
nimi vlastnostmi. T#i typy bakteridlnich produkta s nejsilnéj$im potencionalem vakci-
na¢niho adjuvans jsou ADP-ribosyla¢ni enterotoxiny — cholerovy toxin (Elson, 1989)
a teplotné labilni toxin (Clements et al.. 1988). syntetické oligodeoxynukleotidy ob-
sahujici nemetylované CpG dinukleotidové motivy (Krieg et al. 1998)
a monophosphoryl lipid A (Carozzi et al., 1989). Nicméné, imunomodulacni vlastnosti

ma fada dal$Sim molekul jako jsou rizné cytokiny. chemokiny. apod.

2.3.1 Bakterialni enterotoxiny a jejich imunomodulaé¢ni vlastnosti

Proteinové toxiny typu AB se skladaji ze dvou strukturné nezavislych komponent. en-
zymatické podjednotky A a jedné nebo vice kopii B podjednotky rozpoznavajici recep-
tor na bunééném povrchu. Jelikoz substraty enzymatické podjednotky A se nachazeji
v cytoplazmé musi byt piinejmensim tato podjednotka Gspésné transportovana pies ba-
riéry bunéénych membran do nitra bunky. Tento proces zahrnuje endocytosu a mem-
branovy transport cilovou bunkou. Nékteré toxiny. jako naptiklad diphtheria toxin a
anthrax toxin penetruji endosomalni membranu kratce po endocytose a vstupuji tak

bezprostiedné do cytoplasmy. Avsak. ostatni toxiny zahrnujici treba cholerovy toxin
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(Lencer a Tsai, 2003), ricin (Sandvig a van Deurs, 2002), Pseudomonas aeuginosa exo-
toxin A (Jackson et al., 1999) jsou pied vstupem do cytoplasmy nejprve dopraveny do
endoplasmatického retikula prostfednictvim mechanismu zpétného transportu (angl.

retrograde transport).

2.3.1.1 Struktura a biologické funkce cholerového toxinu

Cholerovy toxin (CT) je produkovan patogennimi bakteriemi Vibrio cholerae jako fak-
tor virulence zodpovédny za masivni uvolnéni tekutin do lumen stfeva. Strukturné se
jedna o heterohexamerni ABs komplex (M; = 85 620), ktery se vaZe pies pentamer B
podjednotek na GM1 gangliosidy. Tyto glykolipidy se vyskytuji na povrchu vétSiny
bunék téla, véetné leukocytti. Strukturné nezévislé podjednotky A a B maji charakteris-
tické funkce. Zatimco podjednotka A vykazuje enzymatickou aktivitu, podjednotky B
jsou zodpovédné za specifickou interakci s receptory hostitelskych bun€k. Podjednotky
B (~11 kDa) maji schopnost se samovolné uspofadavat do struktury vysoce stabilniho
pentameru (~55 kDa), ozna¢ovaného jako choleragenoid, vyznacujici se dokonalou pé-
ticetnou osou symetrie. Centralni por (primér 1,1 nm x délka 4 nm) je lemovéan péti
amfipatickymi a-helixy, které jsou zodpovédné za stabilizaci pentameru. Pentamer ob-
sahuje pét ekvivalentnich GM1 vazajicich mist se znamymi disociaénimi konstantami
od 107 do 107 M (Fishman et al., 1979). Na zakladg& analyz rentgenové difrakce bylo
zjisténo, Ze negativné nabity koncovy pentasacharid GMI1 gangliosidi [Gal-B1-3-
GalNAc-1-(NeuAc-a2-3)-4-Gal-B1-4-Glc-1-ceramid] sméfujici od bunééné membra-
ny dosahuje vzdalenosti 2,1 nm od rozhrani lipid/voda (McDaniel a Mclntosh, 1986). Z
pripravenych ko-krystalit CTB pentamert a molekul laktosy bylo uréeno, Ze aminokyse-
lina Trpss a jeji bezprostfedni okoli je pravdépodobné misto vazby distalnich molekul
sacharidi GM1 gangliosidl (Sixma et al., 1992).

Podjednotka A je syntetizovana na ribosomech jako polypeptid dlouhy 240 ami-
nokyselin, ktery je vSak post-translacné $t€pen bakterialni endoproteasou na dvé ¢asti -
Al a A2. Ob¢ ¢asti jsou chemicky propojeny disulfidickym mistkem mezi aminokyse-
linami Cys;s7 a Cys,q9, rovnéz nekovalentni interakce se vyznamné podileji na stabiliza-
ci vysledné konformace. Pro uplnou aktivaci toxinu je nezbytna redukce pravé této di-
sulfidové vazby a disociace enzymatické €asti Al, ¢ehoz je dosazeno enzymem protein
disulfid isomerasou v endoplasmatickém retikulu (Tsai et al., 2001). Uvolnény peptid

Al (~22 kDa) je poté retro-translokovan do cytoplazmy, kde vaze NAD" a katalyzuje
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ADP-ribosylaci’ trimerniho stimulaéniho G proteinu (Gsa). Tento GTP vézajici
regulacni protein je asociovany s adenylat cyklasou, enzymem syntetizujicim signalni
molekulu cAMP (Kahn a Gilman, 1984). Pfeneseni ADP-ribosylu zpiisobi neschopnost
G,a podjednotky hydrolysovat navazany GTP, v disledku toho dochazi k nepretrzité
stimulaci adenylat cyklasy (Scott, 2003). Vysledkem je zvySena vnitrobunécna hladina
cAMP, ktery prostiednictvim cAMP dependentni protein kinasy aktivuje sodikové
pumpy v membran€ bunék stfevniho epitelu. Fenotypovym projevem je pak masivni
uvolnéni vody a soli do lumen stfeva a nasledna dehydratace hostitelského organismu

(Spangler, 1992).

Al

pentamer

5 e

Obr. 2.11. Poéitacovy model krystalové struktury cholera toxinu. Baze pentameru B podjednotek spole¢né
s KDEL sekvenci na C-konci peptidu A2 vytvari rozhrani s receptory v membrané cilovych bunék. Pro ilustraci
je znazornéna vazba s molekulou laktosy, jez zde simuluje koncové struktury piirozenych receptoru, tj. GM1
gangliosidi. *, aktivni misto katalytické podjednotky Al.

Nejdilezitéjsi funkci segmentu A2 (~5 kDa) je kotveni enzymatické Al ¢asti
k pentameru tvorenému B podjednotkami. Peptid A2 je svym C-koncem zanoifen do
centralniho poru pentameru, kde prostrednictvim hydrofobnich interakci a né€kolika spe-

cifickych vodikovych vazeb interaguje se vSemi péti B podjednotkami. Sekvence po-

? Obecné schéma ADP-ribosylaéni reakce: [ NAD" + akceptor - ADP-ribosa-akceptor + nikotinamid
+ H™], peptid A1 cholera toxinu ma tedy enzymatické aktivity ADP-ribosyltransferasy a NAD-
glykohydrolasy.
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slednich ¢tyf aminokyselin na C-konci fragmentu A2 mé charakter reten¢niho signalu
endoplasmatického retikula — KDEL (Sixma et al., 1991). Pfitomnost KDEL motivu na
C-konci peptidu A2 zvySuje toxicitu, pravdépodobné diky u€innéjsi dopravé toxinu do

endoplasmatického retikula (Lencer et al., 1995).

2.3.1.2 Endocytosa a smér vnitrobunééného transportu

Po receptorem zprostiedkované endocytose cholerovy toxin a pfibuzné toxiny nastupuji
drahu zpétného transportu pres sit’ trans-Golgi aparatu az do endoplasmatického retiku-
la. Existuje mnoho alternativ tohoto transportu, prozatim vSak jednotlivé molekularni
detaily nejsou dostate¢né objasnény. Jedna hypotéza predpokladd, ze komplex toxin-
GM1 gangliosid je primarné pienesen do endoplasmatického retikula za pomoci drahy
zavislé na kaveolinu (Badizadegan et al., 2000; Fujinaga et al., 2003). Nicméné, odstra-
néni cholesterolu z membran a nepfitomnost endogenniho kaveolinu (Wolf et al., 2002;
Fujinaga et al., 2003), nebo inhibice exprese kaveolinu pomoci fenoménu RNA interfe-
rence (Nichols, 2002) v3ak uplné nezamezi vstupu a toxicité cholerového toxinu. Vy-
Jjimkou je prace autort Orlandi a Fishman (1998), ktefi pozorovali totalni inhibici chole-
rového toxinu po aplikaci filipinu, molekul vyvazujicich steroly. V uvahu pfichéazela i
dréha zavisla na clathrinu, av8ak potlaceni tohoto typu endocytosy pomoci chemickych
inhibitorh ¢i cilené mutagenese nezplisobilo vyrazny pokles vstupu cholerového toxinu
(Nichols et al., 2001; Torgersen et al., 2001). Tteti moZnosti vstupu je nezcela jesté pro-
badand drédha regulovand malymi GTPasami Arf6. Tato drdha je funk&né svazana
s tubuldrnim kompartmentem obsahujicim EHD1 (angl. tubular EHD1-containing com-
partment) a je vyuzivana fadou proteini, napi. MHC gp I gp, receptor pro interleukin 2,
karboxypeptidasa E, jez pendluji mezi plasmatickou membranou a endosomy (Radha-

krishna a Donaldson, 1997, Brown et al., 2001; Arnaoutova et al., 2003).
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Obr. 2.12. Modely internalizace a dopravy cholerového toxinu do endoplasmatického retikula. (A) Schématické
nédzornéni i endocytickych drah vstupu cholera toxinu zavislych na clathrinu. kaveolinu a Arf6. Pies endosomy se
toxin dostava do Golgiho aparatu. odkud pokracuje do endoplasmatického retikula. Nasledné je enzymaticka podjed-
notka Al retro-translokovina do cytosolu. kde katalyzuje ADP-ribosylaci stimula¢niho G proteinu. jenz je asociovan
sadenylat cvklasou. Simultanni inhibice vSech téchto tii drah koexpresi dominantné mutantniho  dyvnaminu
(DynK44A) a Arf6 ma za nasledek az stonasobné snizeni internalizace toxinu. Proto se ocekavalo. ze 1 mira toxicity
bude vyrazné nizsi. (B) Model zobrazujici kromé drah zavislych na clathrinu. kaveolinu a Arf6 jesté dalsi alternativni
cesty vstupu toxinu. Tento model ukazuje. jak blokace vstupu toxinu pomoci koexprese mutantnich forem DynK44A
a Arf6 nemd vliv na doposud nepopsané driahy vstupu a dopravy toxinu do endoplasmatick¢ho retikula. tudiz ani na
toxicitu. (prevzato z Massol et al.. 2004)

Ovsem je také mozné, Zze cholerovy toxin nema vyhranénou jednu cestu. ale vyuziva
kombinace vSech vysSe uvedenych endocytickych drah pro dopravu do Golgiho aparatu.
Pro stanoveni relativniho prispévku kazdé z téchto endocytickych drah byly u¢inény
pokusy s fluorescencné¢ znacenym cholerovym toxinem (Massol et al.. 2004). Tito auto-
i1 jednotlivé. ale 1 simultanné odblokovali endocytické drahy zavislé na clathrinu. kave-
olinu a Arf6 a pomoci technik konfokalni mikroskopie sledovali akumulaci cholerového
toxinu v endosomech. Golgiho aparatu a endoplasmatickém retikulu. Zatimco odptah-
nuti jedné drahy mélo minimalni efekt, simultanni blokace vsech tii cest se projevila
vyznamnym snizenim hromadéni cholerového toxinu v endosomech a Golgiho aparatu.
Piekvapivé vSak bylo zjisténi. ze kombinovana inhibice endocytickych drah zavislych
na clathrinu. kaveolinu a Arf6 méla zanedbatelny vliv na toxicitu pusobenou cholero-
vym toxinem. Na zdkladé téchto vysledki, autofi predpokladaji existenci alternativni
cesty vstupu cholerového toxinu. jez je nezavisla na dynaminu a Arf6 a zaroven dosta-
tecné efektivni viz obr. 2.5. Pro dopravu z Golgiho aparatu do endoplasmatického reti-

kula vyuziva cholerovy toxin na rozdil od Shiga toxinu ziejmé COPI vacku. které maji

[\
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ve svych membranach KDEL receptor Erd2 (Majoul et al., 1996). Shiga toxinu, ktery ve
své struktufe nema KDEL motiv, byl prokazan tento transport zavisly na malych GTPa-
sach rab6 (White et al., 1999).

Vstup cholerového toxinu do endoplasmatického retikula by mohl byt také usku-
tecnén pomoci neddvno popsaného mechanismu, a sice pfimé fuze plasmatické mem-
brany s membranami endoplasmatického retikula. Tento proces byl pivodné popsan u
fagocytujicich bunék, kde je pozorovatelny v €asnych fazich fagocytosy (Gagnon et al.,
2002). Zustava vsak dofesit, zda je tento mechanismus fuze membran fungujici konsti-

tutivné i v jinych typech bunék, pfipadné zda je tento proces citlivy vii¢i brefeldinu A.

2.3.1.3 Translokace katalytické podjednotky do cytosolu

Po dopraveni molekul toxinu do lumen endoplasmatického retikula jsou katalytické
podjednotky ricinu (Wesche et al., 1999), Pseudomonas aeruginosa exotoxinu A (Koo-
pmann et al., 2000) a také cholerového toxinu (Schmitz et al., 2000; Tsai et al., 2001)
retro-translokovéany do cytoplasmy pomoci Sec61 poéru. Tyto studie navrhuji, Ze tyto
toxiny mohou vyuZzivat drdhu translokace $patné sbalenych ¢i jinak defektnich proteint
sméfujicich z lumen endoplasmatického retikula do cytosolu za G¢elem proteosomalni
degradace’ (Lord a Roberts, 1998). V piipadé, e skutend toxiny vyuZivaji systém
ERAD pro opusténi endoplasmatického retikula, jakym zptisobem pak oklamou proces
proteosomélni degradace, aby zustaly intaktni a schopné vykonat svoji biologickou
funkci v cytosolu? Jednim moznym vysvétlenim by mohl byt nizky vyskyt potencional-
nich mist ubiquitinylace v molekulach toxind ve srovnani s bunéénymi proteiny hostite-
le (Hazes a Read, 1997). Taktéz rychlé sbaleni (angl. folding) do nativni konformace po
vstupu do cytosolu ¢ini toxiny rezistentni vii¢i proteosomélni degradaci (Rodighiero et
al., 2002). Ubiquitinylace je modifikace vétSiny proteinii opoustéjicich endoplasmatické
retikulum prostfednictvim systému ERAD, nékolika savéim proteiniim jiz byla proka-
zana GcCast v tomto procesu. Jednim z nich je p97, oznaCovany téz protein obsahujici
valosin (angl. valosin-containing protein, VCP), jedna se o sav¢i homolog Cdc48 AT-
Pasy (Jarosch et al., 2002). V prabéhu transportu proteini ERAD systémem, p97 asoci-
uje s ostatnimi proteiny véetn€é Ufd1, Npl4 a Derlin-1 (Ye et al., 2004). Dulezitou otaz-

kou zlstava, zda ubiquitinylace je nezbytna pro interakci p97 s pfenaSenymi substraty,

3 V anglosaské literatufe je tato draha transportu $patné sbalenych &i podkozenych proteint
z endoplasmatického retikula do cytosolu za G¢elem proteosomalni degradace oznaCovéna jako — Endo-
plasmic Reticulum Associated Degradation (ERAD) system.
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jelikoz je znama snaha toxind vyhnout se degradaci v proteasomech. Pokusy s umélym
zavedenim ubiquitinyla¢nich mist do funkéni podjednotky A ricinu zpisobily zvySenou
miru proteosomalni degradace toxinu (Deeks et al., 2002), zatimco podjednotka A cho-
lerového toxinu s odstranénymi misty ubiquitinylace se stale aspé$né dostava do cytoso-
lu (Rodighiero et al., 2002). V soucasné dobé pievlada nazor, ze ubiquitinylace pfena-
Senych substrati neni nutné pro interakci s p97 (Elkabetz et al., 2004). Teprve nedavné
experimenty s buné€nou linii produkujici defektni p97 prokazaly pfimou ucast p97 na
retrotranslokaci katalytické podjednotky cholerového toxinu do cytoplasmy. Dokonce
podjednotka A cholerového toxinu byla imunoprecipitovana v komplexu s p97 (Ramzey

et al., 2005)

2.3.1.4 Vazba na GMI1 gangliosidy a jeji vliv na toxicitu

Hlavni vliv na smér vnitrobunééného transportu vSak ma prvotni vazba toxinu na GM1
gangliosid na apikalni membréané stfevnich bunék. Vazba na GM1 gangliosid nejen pa-
sivné kotvi cholerovy toxin k bunééné membrang€, ale i zdroven asociuje toxin
s membranovymi mikrodoménami bohatymi na glykosfigolipidy (angl. detergent-
insoluble glycosphingolipid-rich membrane microdomain), oznaCovanymi téz jako
lipidové rafty (Wolf et al, 1998). Lipidové rafty jsou malé plovouci ostrivky
v plasmatické membrané, jejichz slozeni se vyznamné odliSuje od tekuté€j$iho zbytku
membréany. Obsahuji pfedev§im hodné glykosfingolipidi véetné GM1 gangliosidu, cho-
lesterolu a glykoproteinti zakotvenych pres glykolipidovou (GPI) strukturu. Podstatné
Jje, ze v téchto mikrodoménach jsou koncentrované nékteré dilezité slozky bunécné sig-
nalizace, napf. protein kinasy rodiny Src, heterotrimerni G proteiny, fosfolipid PIP; a
transmembranové adaptorové proteiny. Narlstajici poznatky o funkéni architekture lipi-
dovych raftd potvrzuji jejich vyznamnou roli v buné¢ném metabolismu, v&etné nékte-
rych typl ligandem indukované signalni transdukce, tfidéni (angl. sorting) proteinli a
lipidi, endocytose a transcytose. Elegantni ovéfeni hypotézy o rozhodujici roli vazby na
GM1 gangliosidy provedli Wolf et al. (1998), ktefi si vzali na pomoc pfibuzny entero-
toxin, a sice E. coli teplotné labilni toxin typu II (LTIIb). Zatimco podjednotky A obou
toxind maji téméf shodnou strukturu a podobnou enzymatickou aktivitu, podjednotky B
se lisi strukturou a vazebnou specifitou. Podjednotky B toxinu LTIIb rozeznavaji na
bunééném povrchu GDla gangliosidy, nikoliv viéak GM1 gangliosidy jako cholerovy
toxin. V pfipadé, kdy vytvofili chimérické molekuly toxind s promichanymi A a B pod-

jednotkami obou toxinti, mohli porovnavat toxicitu pisobenou toxiny divokého typu a
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chimérickymi komplexy toxinti. Pouze intaktni cholerovy toxin a chimérické formy
toxinu rozezndvajici GM1 gangliosid byly schopné vyvolat sekreci iontd CI” z cilovych
bunék. Po aplikaci toxinu LTIIb a chimér toxinu vazajicich receptor GD1a nebyla pozo-
rovana zadna sekrece iontli CI” z bunék. JelikoZ vazba toxinu na GD1a gangliosid nea-
sociuje toxin s membranovymi mikrodoménami, je mozné se domnivat, Ze i nasledny
smér pohybu toxinu buikou je rozdilny v konsekvenci odlisné signalni transdukce
(Wolf et al., 1998). Na zékladé téchto pokusi je mozné konstatovat, Ze pFitomnost
KDEL motivu neni rozhodujici pro toxicitu, nybrz klicova je vazba na receptor GM1
gangliosid. Vytvoreni komplexu toxin-GM1 pravdépodobné rozhoduje o pozd&jsim
vnitrobunééném transportu toxinu do Golgiho aparatu a endoplasmatického retikula

(Wolfet al., 2002).

2.3.1.5 Imunomodulaéni vlastnosti ADP-ribosyla¢nich enterotoxini

Vlastnosti adjuvans E.coli teplotné labilniho toxinu poprvé popsal Clement et al.
(1988), kdyz zjistil, ze po spoleéné aplikaci ovalbuminu stimto toxinem dochazi
k mnohondsobné vyssi produkci specifickych protilatek oproti imunizaci pouze samot-
nym ovalbuminem. Detailni mechanismus plsobeni té€chto toxini jako adjuvans neni
doposud zcela objasnén, existuje vSak nékolik modelt tohoto procesu. Cholerovému
toxinu bylo prokazano, Zze mize zvysit permeabilitu plasmatické membrany stfevnich
epitelidlnich bunék pro proteiny malych molekulovych hmotnosti (Lycke et al., 1991),
nikoliv v§ak pro velké proteiny (Snider et al., 1994). Dale bylo zjidt€no, Ze cholerovy
toxin znatelné zvySuje antigenni prezentaci dendritickych bunék, makrofagt, B bunék a
pfinejmensim in vitro i stfevnich epitelidlnich bunék. Cholerovy toxin maturuje mysi i
lidské dendritické buiiky*, pozitivng ovliviiuje expresi HLA-DR (Gaglirdi et al., 2000),
kostimula¢nich molekul CD-80, CD-86 a CD83 (Lycke, 2005) a chemokinovych recep-
tord CCR7 a CXCR4 (Gagliardi et al., 2003) ziejmé diky své ADP-ribosylaéni aktivité.
Av3ak samotnd netoxickd B podjednotka cholerového toxinu je schopna také vyvolat
maturaci dendritickych bunék® méfenou vyrazn& zvysenou expresi MHC gp 11, CD-86 a
sekreci IL-12 (Isomura et al., 2005). Intaktni cholerovy toxin taktéz indukuje sekreci IL-
1B z dendritickych bunék (Eriksson et al., 2003). Pfedpokladalo se, Ze cholerovy toxin

indukuje spise Th2 typ imunitni odpovédi, charakteristicky zastoupenim CD** T bunék

* V tomto pokusu byly pouzivany lidské dendritické buiiky odvozené od monocytt periferni krve (angl.
dendritic cells derived from peripheral blood mononuclear cells).
5 Tito autofi pouzivali dendritické buiiky izolované ze sleziny mysi.
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produkujicich 1L-4, IL-5, IL-6 a IL-10. Avsak v ptipad€ LT toxinu byla popsdna kom-
binovana Thl a Th2 imunitni odpovéd’. Nicméng, novéjsi studie ukazuji, Ze i cholerovy
toxin muze vyvolavat smiSenou imunitni odpovéd’ zprostfedkovanou Thl a Th2 lymfo-

cyty (Eriksson et al., 2003).

2.3.1.6 Priprava netoxickych forem pro ucely vakcinace

Jelikoz cholerovy toxin a LT toxin jsou silnymi enterotoxiny, pfipadna oralni aplikace
pouhych 5 pg cholerového toxinu mize vyvolat ptiznaky prirozené infekce (Levine et
al., 1983). Z tohoto diivodu je snaha oddélit toxicitu od vlastnosti vakcina¢niho ad-
juvans téchto enterotoxinti. Pomoci fizené mutagenese bylo pfipraveno nékolik mutant
s pozménénym aktivnim mistem toxinu. Dvé nejlépe charakterizované mutanty LT to-
xinu tohoto typu jsou substituce lysinu za serin v pozici 63 — LT-S63K a substituce
argininu za alanin v pozici 72 — LT-A72R. Tyto dvé mutanty se li§i v mife residudlni
katalytické aktivity a jsou dobrymi adjuvans pfi testovani na hlodav¢ich modelech (Ba-
rackman et al., 2001). V sou€asné dobé jsou tyto dvé mutanty ve fazi klinickych zkou-
Sek jako adjuvans pro intranasalni imunizaci vakcinou proti viru chtipky. Dal3i Gspés-
nou mutantou LT toxinu je ndhrada glycinu za arginin v poloze 192 — LT-R192G, tato
substituce je pfi¢inou necitlivosti toxinu vaci $t€peni trypsinem, jinymi slovy takto mo-
difikovany toxin mé vyrazné snizenou toxicitu, ale vlastnosti adjuvans jsou srovnatelné
s plvodni molekulou toxinu (Dickinson a Clements, 1995). Tato forma toxinu byla
zdarné pouzita jako slizni¢ni adjuvans pfi spole¢né oralni aplikaci s heterolognimi pa-
pillomavirovymi ¢asticemi typu 16 a 18. Vysledna anti-HPV humorélni imunitni odpo-
véd’ sledovana v periferni krvi a v poSevnim sekretu byla vyznamné vyssi oproti imuni-
zaci samotnymi papillomavirovymi ¢asticemi (Gerber et al., 2001). Podobnych vysled-
ki bylo dosazeno stimto modifikovanym toxinem LT-R192G i pfi pokusech
s heterolognimi rotavirovymi ¢asticemi (Yuan et al., 2000).

Dal3imi pristupy detoxifikace cholerového toxinu jsou kupfikladu prodlouzeni
N-konce katalytické podjednotky A1 pomoci arteficidlniho peptidu. Takto modifikova-
ny toxin vykazuje jednak sniZzenou enterotoxicitu, ale zaroven i ADP-ribosylaéni aktivi-
téchto konstrukti vsak je skutecnost, Ze se snizenim vy$e zminénych faktori zmizely i
rysy vakcinaéniho adjuvans. Jiné vyzkumné tymy se orientovaly na pouhé vyptijceni

katalytického A1 peptidu, ktery poté fuzovaly s jinymi proteiny rozezndvajicimi pfi-
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slusné receptory na bunééném povrchu. Jednim takovym piikladem je fuze katalytické
Al podjednotky cholerového toxinu s proteinem A bakterie Staphylococcus aureus,
oznaceni vysledného konstruktu — CTA1-DD. Tato chiméra podobné jako ostatni deri-
vaty toxint fungovala velice dobfe pfi nasalni aplikaci, ale ne pfi oralnim podéni. Tato
nevyhoda byla odstranéna naslednou dal$i fuzi s kratkym peptidem za Ucelem tvorby
imunostimulaénich komplexti (angl. imunne stimulating complexes, ISCOMS). Oralni
vakcinace t¢émito ISCOM-CTA1-DD komplexy indukuje slizni¢ni i systémovou imu-
nitni odpovéd’ s Th1 a Th2 znaky (Mowat et al., 2001).

2.3.1.7 Imunostimulaé¢ni atributy intaktni B podjednotky cholerového toxinu

Vlastnosti efektivniho adjuvans vykazuji i netoxické B podjednotky obou enterotoxinti.
Obrovské zvyseni imunomodulaénich vlastnosti CTB a LTB se dosahne konjugaci téch-
to B podjednotek s prislusnym antigenem ve srovnani s pouhou spoleénou aplikaci
(Bergquits et al., 1995). Tato konjugace mize byt bud’ chemicka nebo genetickd. Vy-
svétlenim tohoto zesileni imunitni odpovédi po konjugaci s antigenem muze byt ucin-
néjsi vstup antigenu do cilovych bun¢k diky vazebné afinité k ptislusnému gangliosido-
vému receptoru a jeho lepsi zpracovéni a prezentace dendritickymi buiikami, makrofagy
a naivnimi B burikami. Ukazkou chemické konjugace mulze byt spojeni CTB
s heterologné produkovanymi ¢asticemi SIV viru, kterou provedli Kang et al. (2003).
Pro propojeni téchto dvou struktur vyuzili silné interakce biotin/streptavidin. Takto pfi-
pravené komplexy vykazovaly po intranasalni imunizaci siln&j$i produkci SIV specific-
kych protilatek v séru i na sliznicich, vyss$i hladinu cytokinu INF-y produkovaného
splenocyty, intenzivnéjsi cytototoxickou aktivitu T-lymfocytd ve srovnani s imunizaci
samotnymi SIV ¢asticemi nebo jejich aplikaci s volnymi CTB. Rovnéz byla zjisténa
vys8i hladina jak IgGl, tak i [gG2a v séru, coz svéd¢i o kombinované Thl i Th2 bunég-
né zprostfedkované imunitni odpovédi. Chemicka konjugace CTB s rtiznymi herelo-
gnimi antigeny byla provedena i jinymi vyzkumnymi tymy (Sun et al., 1999; Bergquist
et at., 1997).

S rozvojem technik genového inzenyrstvi bylo mozno uskuteénit elegantnéjsi
zpusob konjugace, a sice genetickou fusi. Tento pfistup pouzili ve své praci Mattos-
Areas et al. (2004), kdyz pripravili genovy konstrukt skladajici se ze sekvenci CTB a
povrchového proteinu PsaA bakterie Streptococcus pneumonie. Piekvapivé bylo, Ze pfi

expresi tohoto CTB-PsaA konstruktu v E. coli byl ziskan rozpustny protein, na rozdil od
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exprese samotného CTB, ktery je produkovan v nerozpustnych inkluzich. Zajimavé
taktéz bylo, Zze takto syntetizovany chiméricky protein vytvarel pentamery, obdobné
jako intaktni CTB. Opét tento typ kovalentniho spojeni zptsobil po intranasalni imuni-
zaci vyrazné€ vysSi hladinu produkce anti-PsaA IgG v séru a IgA na sliznicich oproti
kontrolnim imunizacim samotnym PsaA proteinem.

V posledni dob€ se za¢ina ovérovat strategie imunizace zalozend na ptimé apli-
kaci expresnich vektort, jeZ koduji pfislusny antigen — tzv. DNA vakeiny. Tato strate-
gie se jevi velice ekonomicky nendrocna, jelikoz pfi tomto uspofddani odpada technicky
narocnéa produkce a purifikace proteinovych antigenu. Pfinejmensim v poslednich ko-
lech imunizace, kdy uz je v téle obratlovce pritomna jista hladina neutralizujich protila-
tek je tento pristup jistym zlepSenim. I zde maji své misto bakteridlni enterotoxiny se
svymi imunostimulaénimi vlastnostmi. Sanchez et al. (2004) ptipravili plasmidovy vek-
tor kodujici B podjednotku cholerového toxinu a hodnotili jeho vlastnosti genetického
adjuvans pfi intradermalni imunizaci spole¢né¢ s DNA vakcinou nesouci gen pro L1
kapsidovy protein lidského papillomaviru typu 16. Podobné jako v pfedchozich poku-
sech s CTB, i zde byla zaznamenéna vyrazné vyssi hladina produkce anti-L1 protilatek
v cervikélnich sekretech. Kromé toho byla pozorovana vyznamné vyssi produkce IL-2 a

e 24

tedy, ze CTB ma své imunomodulaéni uplatnéni i pfi vyvoji DNA vakcin.

2.3.2 Oligonukleotidy obsahujici nemethylované CpG motivy
2.3.2.1 Mechanismus interakce s imunocyty

Syntetické oligonukleotidy obsahujici nemethylované dinukleotidové motivy CpG
(CpG ODN) jsou dalsim velice slibnym imunomodlulaénim faktorem. Tyto aktivity
CpG ODN jsou zpisobeny riznymi vlivy, které maji na ptirozené, ale i adaptivni me-
chanismy imunitniho systému. Zaprvé, CpG ODN indukuji proliferaci B bunék a jejich
sekreci imunoglobulint. Zadruhé, CpG ODN maji vliv na vyrazné vyssi expresi MHC
gp II a kostimulanich molekul imunocytt, ¢ehoz dusledkem je lepsi prezentace antige-
nt (Krieg, 2002). Rovnéz jim byl prokazan ptimy vliv na aktivaci monocytl, makrofagi
a dendritickych bunék a jejich sekreci INF-a/B, IL-12, GM-CSF chemokind a TNF-a.
Tyto cytokiny pak indukuji T buriky a NK buriky k produkci dalSich poplachovych

cytokint, pfedev§im INF-y (Freytag a Clements, 2005). Polarizace imunitni odpovédi ve
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sméru Thl plisobend pravé cytokiny IL-12 a INF-y je typickd pro CpG ODN. Presné
mechanismy jakymi pisobi CpG ODN na modulaci imunitnich reakci jsou odhalovany
az v soucasné dobé€. Jedna hypotéza predpokladd, ze CpG ODN, a to bud’ jako volné
molekuly nebo uvniti bakterii vstupuji do bun€k imunocyti, naptiklad dendritickych
bunék, kde jsou smérovany na drahu zpracovani citlivou vici chloroquinu (Freytag a
Clements, 2005). Bakteridlni DNA obsahuje nemethylované CpG motivy na rozdil
od obratlovcii, ktefi maji ve svém genomu mnohem niZsi frekvenci téchto motivi, a
pokud je maji tak jsou obvykle methylované. V pribéhu evoluce obratlovci vyvinuly
prislusné receptory, kterymi dokdzou rozeznat tyto nemetylované bakteridlni DNA sek-
vence. V tomto pfipadé se jednad o receptory TLR-9, které se vyskytuji v membrané
endosomu. Interakce mezi TLR-9 a CpG ODN aktivuje s Toll/IL-1 receptory spojenou
signalizaéni kaskadu, jejimiz ¢leny jsou jak MyD88 (angl. myeloid differentiation factor
88), IRAK (angl. IL-1 receptor-associated kinase), TRAF6 (angl. tumor necrosis factor
receptor-associated kinase, tak i IB-kinasa a MAPK (angl. mitogen-activated protein
kinase). Kone¢nym disledkem aktivace této kaskady je mimo jiné spusténi transkripce
genid pro cytokiny INF-y, IL-12 a TNF-a. Pravé tyto cytokiny jsou zodpovédné za jiz
zminénou polarizaci imunitni odpovédi ve sméru Thl, ktera je dominantni pro
CpG ODN a velice efektivni pro likvidaci vnitrobunéénych patogenti bakteridlniho a

virového pivodu (Freytag a Clements, 2005).

2.3.2.2 Aplikace CpG ODN pfFi vyvoji novych typi vakcin

Naproti vySe uvedenym a¢inkim CpG ODN na slozky pfirozené a adaptivni imunity,
velmi mélo je zndmo o roli CpG DNA v indukci slizni¢ni imunity. Ur¢ité pokusy byly
u¢inény na mysim modelu s aplikaci CpG ODN na poSevni sliznici. Po jednorazovém
podéni imunostimulaénich CpG ODN byla zaznamenana silna produkce nejen cytokini
INF-y, IL-12 a IL-18, ale i velmi rychla stimulace produkce CC chemokini RANTES,
MIP-1a a MIP-1B v pohlavnich cestach samic mysi (Harandi et al., 2003). Dilezitost
téchto zjisténi je podtrzena skutenosti, ze infekce CD** T bunék virem HIV-1 je inhi-
bovana pravé molekulami RANTES, MIP-1a. a MIP-1B, jakoZto pfirozenymi ligandy
HIV koreceptoru CCR5 (Cocchi et al., 1995). Podobné spektrum chemokini plus CXC
chemokin IP-10 bylo lokaln& produkovano v zaludku mysi po vpraveni imunostimulac-
nich CpG ODN bez jakéhokoliv exogenniho antigenu do zazivaciho traktu. Tato aplika-

ce vyrazné redukovala jiz pokro¢ilou infekci patogenni bakterii Helicobacter pylori
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(Raghavan et al., 2003). Podobnych pozitivnich G€inkdi v imunomodulaci imunitnich
odpovédi s pouzitim CpG DNA bylo dosazeno i v pracich Krieg a Davis (2001) a Ma-
letto et al. (2002). Posledni studie ukazaly, Ze imunostimula¢ni efekt CpG DNA je vy-
razné zesilen, kdyz jsou tyto molekuly kovalentné konjugovéany s B podjednotkami cho-
lerového toxinu (Harandi a Holmgren, 2004). Takto pfipravené konjugované komplexy
vykazovaly pfi testovani na mysich splenocytech indukci mnohem siln€j$i produkce
ptislusnych chemokinii nez, ktera byla dosazena pfi aplikaci nekonjugovanych CpG
ODN.

Syntetické CpG ODN maji také potencidl v indukci protinadorové imunity.
Speiser et al. (2005) testovali vliv CpG® DNA na zvyseni imunogenicity melanomového
antigenu — melan A. V pribéhu jednoho mésice byly pacientim Ctyfikrat aplikovany
spole¢né tyto CpG ODN a melan A. Vsichni tito pacienti poté vyvinuli rychle velice
silnou antigen-specifickou odpovéd’ zprostiedkovanou T burikami. Frekvence melan A-
specifickych T bunék pfeséhla 3 % vsech kolujicich CD8" T bunék. Populace T bun&k
byla hlavné tvorena efektorovymi pamétovymi buiikami, jez ¢astecné sekretovaly INF-
¥ a syntetizovaly ex vivo granzym B a perforin. Podstatna je skute¢nost, ze tyto studie
potvrdily roli CpG DNA jako velice silného adjuvans polarizujiciho imunitni odpovéd’

ve sméru Thl, dokonce silné€js$iho adjuvans nez kompletni Freundovo adjuvans, aviak

~e N

2.3.3 Monofosforyl lipid A je dalSim efektivhim imunomodulatorem

Dal3im produktem odvozenym z bakteridlnich struktur se zajimavym imunomodula¢-
nim potencidlem je monofosforyl lipid A (MPL). MPL je isolovan z lipopolysacharidu
bakterie Salmonella minenesota R595, vykazuje mnoho imunostimulaénich vlastnosti
jako piivodni lipopolysacharid, ale je netoxicky (Freytag a Clements, 2005). Jeho modu-
la¢ni schopnosti jsou primarné dany schopnosti aktivovat antigen prezentujici bunky a
indukovat produkci prozanétlivych cytokint. Tyto udalosti jsou nezbytné pro indukci
antigen-specifické buné¢né imunity. V posledni dobé byly ucinény studie, které proka-
zaly silu MPL jako adjuvans pfi orélni a intranasalni imunizaci (Childers et al., 2000;
Yang et al., 2002). Podobné jako CpG ODN, imunomodula¢ni role MLP je zprostied-
kovéna pres aktivaci receptoru skupiny TLR. Nedavna studia Martin et al. (2003)

® V t&chto experimentech byly pouzivany CpG-7909, jejichz nukleotidova sekvence je:
TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT. Je nutné podotknout, Ze je mozné pouZit i jiné typy CpG ODN,
napt. CpG-1826: TCCATGACGTCCTGACGTT (Alignani et al., 2005).
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potvrdila, ze produkce TNF-a, IL-10 a IL-12 lidskymi monocyty po interakci
s monofosforylem lipidem A je zprostfedkovana pies aktivaci TLR-2 a TLR-4. Na za-
kladé monitorovani signalni kaskdady NFkB bylo prokazano, ze MPL vyuzivd TLR-2,
ale zejména TLR-4 pro aktivaci této drahy signélni transdukce. Kromé toho, stimulace
lidskych monocyti pomoci MPL vedla ke zvyseni exprese kostimulaénich molekul
CD80 a CD86. Tento efekt byl velice dobie inhibovan pfi aplikaci monoklonélnich pro-
tilatek proti TLR-2 a TLR-4. Taktéz byla pozorovana fosforylace ERK (angl. extracel-
lular signal-regulated kinase) a MAPK (angl. mitogen activated protein kinase)
v disledku aktivace receptort TLR-2 a TLR-4 zplsobena interakci s molekulami MPL

(Freytag a Clements, 2005).

2.4  Nékteré dalsi biomolekuly a pristupy v modulaci
imunitnich odpovédi

Kromé vyS$e uvedenych nejvice prostudovanych biomolekul s imunomodulaénim poten-
cidlem se testuje celd rfada jinych molekul, hledaji se nové strategie a pristupy v pfipravé
vakcin a jejich aplikaci. Pro lepsi prezentaci antigenu na MHC gp II je mozné vyuzit
specifického vnitrobunééného zacileni do endosomalniho a lysosomalniho kompartmen-
tu. K tomuto ucelu Su et al. (2002) pfipravili genovy konstrukt, jeZ nesl gen pro antigen
fizovany se sekvenci LAMP-1 (angl. lysosome-associated membrane protein). In
vitro syntetizovali mRNA molekuly tohoto chimérického genu, kterymi poté transfeko-
vali dendritické buriky. Diky signéalni sekvenci LAMP-1 chiméricky protein byl cilen do
endosom a lysosomil, coZ se projevilo jeho lepsi prezentaci na MHC gp II. Kone€nym
efektem takto aktivovanych dendritickych bun€k byla vyrazna amplifikace antigen spe-
cifickych T buné&k riznych typl. Velice slibné vysledky byly dosazeny pfi fuzi antige-
nu s molekulou kalretikulinu (Kim et al., 2004). Kalretikulin je abundantni protein
vazajici Ca®* (46 kDa), ktery je lokalizovan v endoplasmatickém retikulu, kde se podili
na formovani komplexu MHC gp I-antigenni epitop. DNA vakcina, kterou tento pra-
covni tym pripravil nesla gen pro nukleokapsidovy protein (N protein) koronaviru zpui-
sobujiciho SARS (angl. severe acute respiratory syndrome) fizovany pravé s genem pro
kalretikulin. Tato fize méla za nasledek dramatické zvy$eni presentace N proteinu mo-
lekulami MHC gp I, coz se projevilo nejvyssi trovni humoralni a bunééné zprostredko-

vané imunity mezi v§emi jinymi testovanymi DNA vakcinami. Navic mys$i, kterym byla
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podana tato DNA vakcina byly schopny nejlépe eliminovat N protein tohoto koronavi-
ru, kédovany rekombinantnim virem vaccinia.

Nadgjné imunomodulaéni vlastnosti vykazuje taktéz ligand receptorového aktivatoru
drahy NFB (angl. ligand to receptor activator of NFkB, RANK-L), ktery patii do TNF
(angl. tumor necrosis factor) rodiny. RANK-L je produkovén a vystaven na povrchu
aktivovanych T bungk, jeho receptor RANK je pfevazné lokalizovan v cytoplasmatické
membrané dendritickych bunék. Interakce RANK-L/RANK je klicova pro CD40-L
nezavislou aktivaci Th bunék. RANK-L mé podobnou funkci jako CD40-L, coz je
jedna z kli¢ovych kostimulaénich molekul podilejicich se na vzdjemné stimulaci Th
bunék a dendritickych bunék. Uz dfive byl pozorovan silny imunomodulaéni potencial
CD40-L. Kdyz tato molekula byla spole¢né aplikovana s danym antigenem, pusobila
vyznamné zvySeni humoralni a bunéné zprostiedkované imunitni odpovédi, coz vy-
razné zlepSilo u¢innost aplikované DNA vakciny proti infekénim agens i nadorim
(Mendoza et al., 1997; Xiang et al., 2001). Imunostimula¢ni vlastnosti RANK-L prvné
popsali Miyahira et al. (2003), kdyz aplikovali spole¢né geny pro RANK-L a povrchovy
antigen Trypanosoma cruzi jako DNA vakcinu laboratonim mysim. Tato spole¢na apli-
kace méla za nasledek dramatickou expanzi specifickych CD® bun&k. Zajimavé bylo

zjisténi, ze nahrada RANK-L za CD40-L nem¢la Zadny imunostimulaéni efekt.

2.5 Hmyzi viry ve sluzbach molekularnich biologi
a biotechnologickych spole¢nosti

V poslednich letech se v biologickych laboratofi zacaly hojné uplatiiovat expresni euka-
ryotické systémy za Gc¢elem produkce rekombinantnich proteini. Jednim z téchto sys-
tému, ktery prodélal béhem nékolika malo let znacny rozmach je bakulovirovy expresni
systém,

Celed hmyzich vird Baculoviridae zahruje skupinu velkych ty&inkovitych
DNA virt, které jsou v soucasné dobé rozdélovany do dvou rodi: Nucleopolyhedrovi-
rus (NPV) a Granulovirus (GV). Zatimco granuloviry maji vzdy pouze jednu nucleo-
kapsidu ve virionu, nucleopolyhedroviry se vyskytuji bud’ s jednou (angl. single nucleo-
polyhedrovirus, SNPV) nebo se dvéma a vice nucleokapsidami uzavienymi v jednom
virionu (angl. multiple nucleopolyhedrovirus, MNPV). Obalené viriony jsou dale uza-

vieny v proteinové hmoté€ tvofené granulinem (GV) nebo polyhedrinem (NPV). Kromé
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toho, granulinova téliska obsahuji vzdy pouze jeden virion, naproti tomu polyhedra ob-
sahuji vzdy vice uzavienych virionda.

Bakuloviry maji Siroky okruh hostitelli v rdmci bezobratlych Zivo€ichl, do soucasné
doby bylo popsano pres 600 hostitelskych bezobratlych zivoCichii. Nej¢astéjsimi hosti-
teli jsou larvy motyld, mar a nékterych Hymenopter, avsak také naptiklad motsti garna-
ti. Bakuloviry se nereplikuji v sav€ich, ani v jinych obratlov¢ich buiikach, coz je jejich

nesporné vyhoda z hlediska bezpec€nosti jejich genovych modifikaci.

2.5.1 Zivotni cyklus a strategie bakuloviri

Pro bakuloviry je typickd pfitomnost dvou odliSnych forem viriont, které se tvori
v urCitych féazich zivotniho cyklu. Prvni typ pfedstavuji viriony uzaviené v proteinové
parakrystalické matrix — polyhedrinové ¢i granulinové povahy (angl. occlusion-derived
virus), které jsou zodpovédné za primarni infekci. Virové okluse tohoto typu jsou velice
odolné vici klimatickym faktorim, tudiz jejich biologicky vyznam spoéiva v prub&hu
horizontélniho prenosu infekce. Druhou formu tvofi extracelularni viriony, které aktivné
puci z infikovanych bunék (angl. budded virus) pozdéji v pribéhu sekundarni infekce.
Larvy fytofagniho hmyzu se nejcastéji infikuji pfi Ziru na rostlinach kontamino-
vanych proteinovymi virovymi oklusemi obsahujicimi pfislu§né viriony. Nicméné u
nékterych vird byl zaznamenan i pfimy vertikalni pfenos, infekce mize byt téz prenese-
na prostiednictvym nékterych druhl parasitoidii. V zasaditém prostiedi stfedniho stieva
hmyzu parakrystalické okluse disociuji a uvonuji se z nich viriony, které vstupuji do
bunék stievniho epitelu mechanismem endocytosy. Nucleokapsidy unikaji z endosomu
a jsou dopravovany k bunéénému jadru za pomoci aktinového cytoskeletu. Transkripce
geni a replikace genomu se odehrava v bunééném jadie, nové vzniklé viriony puéi ba-
solaterdlni membranou a $ifi infekci dale po hemocoelni té€lni duting. V prib&hu puéeni
virion z infikovanych bunék ziskavaji viriony obal z plasmatické membrany v¢etné
v ni zapus$ténych virovych glykoproteint, coz ma dal§i ohromny biotechnologicky po-

tencial.
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0 Insect feeding on virus-contaminated foliage Virus

. . Occlusion body
6 Close up of occlusion bodies (OBs)

Nucleus
o Lumen of digestive tract (alkaline conditions) Cytoplasm
o Virus particles being released from OBs and Hemocoel
attaching to brush border of gut cells Gut lumen
e Replication of virus in insect cell Plant

Obr. 2.13. Schématicky obraz Zivotniho cyklu bakuloviru. Larva hostitclsk¢ho druhu fytofagniho hmyzu se pri-
marn¢ infikuje pfi ziru na kontaminovanych ¢astech rostlin. Po pozfeni potravy kontaminované virovymi oklusemi
dochazi v alkalickém prostiedi stfedniho stfeva k uvoliovani virovych ¢astic, které posléze infikuji bunky stfevniho
epitelu. V téchto burnikach dochazi k virové replikaci a zacinaji se z nich posléze uvoliovat extracelularni virové
¢astice, které infikuji dal$i bunky. (prevzato z http:/‘en.wikipedia.org/wiki/Baculovirus)
Bakulovirova infekce mlze byt rozdéla do tii etap — ¢asnd, pozdni a velmi pozdni faze
infekce:
= (Casna faze (0-6 h p.i.) predstavuje expresi ¢asnych proteint, které maji za kol
deregulovat bunééné pochody ve prospéch virové replikace. Transkripce Cas-

nych genl je zajistovana hostitelskou RNA polymerasou. Mezi nejzietelnéjsi
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kapsidu, jejiz rozméry jsou 21 x 260 nm. Uvniti kapsidy se nachazi core tvoiené kon-
densovanou genomovou DNA v komplexu s basickym proteinem p6.9 (Rohrmann,
1992).

Extracelulamni viriony ziskavaji sviij obal z plasmatické membrany infikovanych
hmyzich bunék. V této lipidické membrané jsou zakotveny molekuly virovych glyko-
proteind. Hlavni obalovy glykoprotein gp64 je nezbytny pro Sifeni viru systémovou
infekci v téle hmyzu. Tento glykoprotein utvafi struktury nazyvané peplomery na jed-
nom konci extracelularnich viriond, zatimco v oklusnich virionech se nevyskytuje.
V obalu oklusnich virioni se nachézi jiné spektrum glykoproteinti. Rovnéz se 1isi fosfo-
lipidické slozeni obalii u obou typil virioni; lipidicky obal extraceluldrnich virioni je
bohaty na fosfatidylserin, zatimco v obalech oklusnich virionl jsou hojné zastoupeny

fosfatidylcholin a fosfatidyletanolamin.

Baculovirus
Multicapsid nucleopolyhedrovirus

Budded Virus Occluded Virus Occlusion Body
2,
& =
’ !) view
Peplomers
(gp64) DNA

capsids

side
view

Biological

<— (bilipid)

Membrane

50 nm, . N
approxunate scale approximate scale

Obr. 2.14. Struktura virionu bakuloviru. V levé ¢asti obrazku je znarormnéna extracelularni virova Castice
s vyznacenymi utvary peplomery. Ve stredni a pravé Casti obrazu jsou nakresleny oklusni viriony uzavfené
v parakrystalické matrix tvofené polyhedrinem. (pfevzato z http://en.wikipedia.org/wiki/Baculovirus)

2.5.2.1 Hlavni obalovy glykoprotein Gp64

V priibéhu evoluce bakulovirové obalové glykoproteiny podstoupily zna¢né strukturni
zmény. Za plvodni obalovy glykoprotein je povazovana molekula Ld130, téZ znama

jako F-protein viru LAMNPV (Lymantria dispar MNPV). Funkce Ld130 byly posléze
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nahrazeny neortolognim genem pro glykoprotein gp64 u AcMNPV, BmNPV (Bombyx
mori NPV) a OpMNPV (Orgyia pseudotsugata MNPV), av§ak vSechny tyto viry si rov-
néz ponechaly i ptivodni glykoprotein Ld130. Gp64 je homotrimericky membranovy
glykoprotein, jenz je polarn¢ distribuovan na ty¢inkovitém virionu. Primarni struktura
tohoto glykoproteinu je tvofena 512 aminokyselinami, vyskytuji se v ném ctyfi N-
glykosylacni mista, signalni sekvence, oligomerizaéni a fusni domény a hydrofobni
transmembranova doména na C-konci. Gp64 je syntetizovan v ¢asné i pozdni fazi in-
fekce s maximem produkce 24-26 h p.i. Glykoprotein Gp64 je nezbytny v procesu pu-
Ceni extracelularnich viriond, prenosu viru mezi jednotlivymi buiikami, tak i pro vazbu
na bunéény povrch a vstup viru do buriky mechanismem endocytosy. Hlavni funkci
Gp64 je zprostiredkovani fize virového obalu s membranou endosomu, kterd je zavisla
na kyselém pH. Pokusy s mutantnimi bakuloviry ukézaly, zZe funkce Gp64 miZze byt
nahrazena jinymi virovymi glykoproteidy, napf. Ld130 ¢i G-proteinem viru vesikularni

stomatitidy.

2.5.3 Od perspektivnich biopesticidii ke genové terapii

Jiz delsi dobu je celosvétové vynakladano velké usili za u€elem zavedeni entomopato-
gennich vird jako mikrobidlnich insekticidi na ochranu rostlin misto chemickych pfi-
pravki, které jsou asto znaéné nesetrné k zivotnimu prostedi. Dalsi kli€¢ovou pfednosti
mikrobidlnich insekticidi na bazi bakulovird je skute¢nost, Ze se replikuji a perzistuji v
agroekosystémech. Jinymi slovy, staéi pouze jedna ¢&i nékolik aplikaci biopesticidu pro
udrzeni prislusného Skidce pod ekonomickym prahem Skodlivosti ve srovnani
s chemickymi pfipravky, které je nutno opakované aplikovat v pribéhu vegetace. Jistou
nevyhodou virovych insekticidl je jejich pomérné vysoka druhova specifita (Copping a
Menn, 2000). Aplikace virovych insekticidii vykazuje urcité specifické znaky ve srov-
nani s klasickymi pesticidy. JelikoZ je nutné, aby biopesticid byl nejprve pozien a po-
sléze zpusobil infekcei, z tohoto diivodu je dynamika regulace populace $ktidce pomale;j-
$i ve srovnani naptiklad s pyrethroidovymi ¢i organofosfatovymi preparéty. Proto prak-
tické zavedeni virovych insekticidi do programu integrované ochrany rostlin klade vy-
soké naroky na monitoring vyskytu prislusného Sktidce. Biopreparat by mél byt cilené
aplikovan v dobé vyskytu prvnich larvalnich instard tak, aby se predeslo vétSimu po-
Skozeni polnich ¢i lesnich porosti (Moscardi, 1999). S cilem vylepsit insekticidni vlast-
nosti nékterych bakulovirl byly cilené jejich genomy obohacovany riiznymi geny pro

hmyzi hormony, selektivni toxiny aj. Velké nadéje jsou vkladany do rekombinatnich
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bakulovirt AcMNPV nesoucich ve svém genomu geny pro d-endotoxin bakterie Bacil-
lus thuringiensis (Martens et al., 1990), resp. pro vysoce silny toxin ze $korpiéna druhu
Androctonus australis. Tyto geneticky modifikované bakuloviry vykazuji mnohem vys-
$i rychlost likvidace prislusnych hmyzich hostitelti, ¢imz se snizilo poskozeni porosti
baviny o0 60 % (Cory et al., 1994). Chemicky koncern DuPont ve spolupraci s Crop Ge-
netics International (USA) uvedl na trh komeréni produkt SPOD-X™, ktery je urfen
pro regulaci Skidce Spodoptera exigua ve sklenikovych podminkach. Tento preparét je
zalozen na insekticidnich vlatnostech SeNPV (Spodoptera exigua nucleopolyhedrovi-
rus) a prokézal vysokou ucinnost pti potlaceni tohoto fytofagniho druhu z fadu Lepi-
doptera (Moscardi, 1999). V soucasné dobé je na celosvétovém trhu n€kolik desitek
mikrobialnich insekticidi na bazi bakulovira. Sir§imu praktickému uplatnéni virovych
insekticidd v ochrané rostlin v§ak prozatim stoji v cesté jejich relativné velkd cena ve
srovnani s chemickymi ptipravky.

Kromé¢ insekticidnich vlastnosti a moznosti produkce rekombinantnich proteind
(viz nasledujici kapitola) jsou bakuloviry v poslednich letech intenzivné zkoumany v
souvislosti s vyvojem vektori pro genovou terapii. Divodem je experiment provedeny
pracovni skupinou Hofman et al. (1995), ktera jako prvni poukazala na moznost tran-
sdukce sav€ich bunék prostrednictvim rekombinantnich bakulovird (AcMNPYV). Pozdgji
bylo prokdzano, ze bakulovirové vektory jsou schopné transdukovat jak primarni kultu-
ry a stabilni bunécné linie (Boyce a Bucher, 1996), tak i nékteré sav¢i tkané (Hoare et
al., 2005). M. Boyce a L. Bucher ukazaly, ze kromé cytomegalovirového promotoru
(CMV) zodpovédného za expresi transgenu v savéich burikach je mozné pouzit do ba-
kulovirovych vektori i promotor viru Rausova sarkomu (RSV). Uginnost transdukce a
hladina exprese transgenu je u bakulovirovych vektorl srovnatelnd s adenovirovymi
systémy (Airenne et al., 2000). Obohacenim lipidového obalu bakulovirového vektoru o
G protein viru vesikularni stomatitidy mélo za nasledek enormni zvyseni G¢innosti tran-
sdukce jak v in vitro, tak v in vivo pokusech (Barsoum et al. 1997). Za uc¢elem zvysit
tkaniovou ¢€i bunécnou specifitu (tropismus) bakulovirovych vektori byly provedeny
pokusy s cilenou modifikaci jejich povrchovych glykoproteint (Kitagawa et al., 2005).
Rekombinantni bakuloviry jsou tudiz ronéz velice slibnymi a bezpeénymi vektory pro
genovou terapii ve srovnani s vektorovymi systémy odvozenymi od vysoce patogennich

vird.
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2.5.4 Historie bakulovirovych expresnich systému

Do souc¢asné doby bylo vyvinuto nékolik typt bakulovirovych systému. Tyty eukaryo-
tické expresni systémy jsou zalozeny na nekolika unikétnich vlastnosti polyhedrinového

proteinu:

. Polyhedrin je masivné produkovan v pozdni fazi infekéniho cyklu, kdy dosa-
huje jeho hladina az 50 % celkové bunééné hmoty.

. Neni nutny pro infekci a replikaci viru v tkanové kultufe.

= Virové astice, které nenesou v genomu gen pro polyhedrin vykazuji odliSnou
morfologii plaki v tkanové kultufe ve srovnani s divokymi typy vird.

2.5.4.1 Puvodni strategie pripravy rekombinatnich bakulovira

Z vyse uvednych atributl vyplyva, Ze je mozné sekvenci koédujici polyhedrinovy nebo
jiny velmi pozdni (napt. p10) protein ¢astééné nebo pln€ nahradit cizorodym genem.
Rekombinantni bakulovirus je tedy mozné pfipravit nahrazenim polyhedrinové sekven-
ce prislusnym genem pomoci homologii rekombinace. Na zakladé odlisné morfologie
plaki je poté mozné identifikovat a dale purifikovat rekombinantni virus. JelikoZz genom
bakulovird je obrovsky (~130 kbp), z praktického hlediska je nejprve poZzadovany gen
vlozen do transferového plasmidu. Tento pfenosovy plasmid je uzplsoben pro pomno-
zovani v E. coli (pUC ori, B-laktamasovy selekéni gen aj.), ddle obsahuje polyhedrinovy
¢i jiny pozdni silny promotor s netraslatovatelnou "leader" sekvenci, za niz je situovano
klonovaci misto pro vkladani cizorodych gent. Za polylinkerem je sekvence nékterého
eukaryotického poly-A signalu (SV40 poly-A, HSV-tk poly-A aj.). Celd tato expresni
kazeta je obklopena bakulovirovymi sekvencemi zajistujicimi homologii rekombinaci
s genomovou DNA viru. Po pfipravé prenosového plasmidu s pfislusnym heterolognim
genem je tento vektor spole¢né s genomovou DNA "divokého typu" bakuloviru vnasen
do hmyzich bunék, napf. kalcium-fosfatovou transfekci ¢i elektroporaci. V hmyzich
burikdch pak dojde k homologii rekombinaci mezi pfenosovym plasmidem a genomo-
vou DNA bakuloviru, pfi které dojde k vyméné polyhedrinového genu za odpovidajici
expresni kazetu z prenosového plasmidu. Frekvence homologni rekombinace mezi vi-
rovou DNA a prenosovym plasmidem je vSak nizka (0,1-0,5 %). Tato nevyhoda byla
odstranéna pripravou dele¢nich mutant bakulovird v ORF 1629 a ORF 603. Odstranéni
téchto sekvenci z genomu viru ma za nésledek blok v replikaci a propagaci viru. Jsou-li
v§ak hmyzi buriky transfekovany pfenosovym plasmidem, ktery nese pfislu$ny cizorody

gen a sekvenci ORF 1629, spole¢né s bakulovirovou DNA s ORF1629 deleci, mtze byt
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tento esencialni gen ziskam zpé&t homologii rekombinaci. Uginnost této rekombinace je
ohromna, témé&f 99 % nové vzniklych virovych &astic obsahuje opravenou sekvenci
v ORF 1629, tj. i cizorody gen za u€elem exprese. Rekombinantni bakuloviry je mozné
poté selektovat na zakladé odlisné morfologie plakd, at’ uz vizualné, molekularni hybri-
dizaci ¢i imunochemicky na pfitomnost daného proteinu. V praxi je ¢asto nutné provést
nékolik naslednych plakovych analyz tak, aby bylo ziskano &isté inokulum ptislusného

rekombinatniho bakuloviru, coZ mize byt nékdy dost komplikované a ¢asové naro€né.

2.5.4.2 Bakulovirové expresni systémy nové generace

Pro zjednoduseni praktické ptipravy rekombinantnich bakulovirti byly v poslednich
letech zavedeny do procesu jejich preparace urcité inovacni prvky souvisejici
s bouflivym rozvojem metodologie molekularni biologie. Ter¢em téchto snah bylo pre-
devsim odstranit ¢i alespoil zefektivnit Casové naro¢nou purifikaci rekombinatnich ba-
kulovirt.

Hlavnimi slozkami téchto systému je sada tzv. donorovych plasmidi a special-
ni kmen recipietniho mikroorganismu E. coli. Prvni krokem je vzdy klonovani pfislus-
ného genu do donorového plsmidu, kde je rekombinantni gen umistén na 5° konci pod
kontrolu silnych bakulovirovych promotort (polyhedrinovy ¢&i p10), zatimco na 3" konci
je situovan néktery z eukaryotickych poly-A signali (SV40 poly-A, aj.). Tato expresni
kazeta rovnéz obsahuje néktery ze selekénich genil (rezistence vici gentamicinu) a dale
je cela obklopena z obou stran sekvencemi pro mistné specifickou transpozici (Tn7). Po
pripravé donorového plasmidu nasleduje jeho vneseni do specidlniho kmene E. coli (
napt. E. coli DH10Bac aj.). Tento bakterialni kmen nese tzv. bakulovirovy kyvadlovy
vektor (bacmid) s mini-a#/Tn7 transpozi¢nim mistem a déle pomocny (angl. helper)
plasmid. Jakmile je vnesen donorovy plasmid do bunék tohoto bakteridlniho kmene
dojde k transpozici mezi mini-Tn7 elementem donorového plasmidu a cilovym mini-
attTn7 mistem na bacmidu, ¢imZ se vytvoii rekombinantni bacmid. Proces transpozi¢ni
reakce je zavisly na proteinové masinérii (transpozasa), kterou dodévéa pravé pomocny
plasmid. Pro usnadnéni detekce klonti nesoucich rekombinantni bacmidy je mini-affTn7
misto bacmidu umisténo do segmentu kddujiciho LacZa protein (po a-komplementaci
se vytvari funkéni B-galaktosida), viak inserce neporusuje ¢teci ramec tohoto genu. Az
teprve nasledkem transpozice mezi donorovym plasmidem a bacmidem se narusi Cteci
ramec LacZa, tudiz v takovych bakteriich nedochazi k syntéze funkéniho enzymu (-

galaktosidasy. Tyto bakterie lze pak snadno identifikovat na médiu v pfitomnosti analo-
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gu laktosy — isopropyl-B-thiogalaktopyranosidu (IPTG) a chromogenniho substratu 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-thiogalaktopyranosidu (X-gal). Dal$im krokem je prepa-
race vysokomolekuldrni bacmidové DNA (~140 kbp) z rekombinantnich bakterialnich
klonu. Po ovéfeni pfitomnosti transgenu v bacmidové DNA (PCR detekce) jsou hmyzi
bunky transfekovany touto vysokomolekularni DNA. Po 4-6 dnech kultiva¢ni médium
obohacené o vypucené viriony, lze pouzit pfimo pro infekci hmyzich bunék za Gicelem
produkce rekombinantniho proteinu ¢i je mozné jej nejrpve titrovat pomoci plakovych

analyz.

pFastBac donor plasmid Bac-to-Bac Expression System

AarTaY

ezl

E« bonor ;_.I_> | M;«%\'» _)
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Containing Recombinant Bacmid
- IMini-prep et rign
... .. {Motecular Weight DYA
' 1
% A v
[ ] ry e/
. Recombinant Baculovirus Particles .
i “<‘~ e ‘\" | g o {
[ 0 e 3 i) e
T R Y A 4
. v 4 » o« i
! ! : < -
- y
| - -
Recombinant
. bacmid DNA
'3
\ - - - -
2 . i
| - R
v

Recombinant Gene Expression
or Viral Amplification

Obr. 2.15. Obecné schéma pripravy rekombinatniho bakuloviru pomoci soupravy Bac-to-Bac Expression
System (Invitrogen). Prvnim krokem je klonovani pfislusného genu do donorového plasmidu. Nasleduje transforma-
cc bakterii £. coli DH10Bac donorovym plasmidem, kde dojde procesem transpozice k tvorbé rekombinantniho
bacmidu. Ze selektovanych rekombinantnich klonu je posléze izolovana vysokomolekuldarni bacmidova DNA, kterou
se primo transfekuji hmyzi bunky. Uvolnéné viriony jsou poté pouzity pro infekci hmyzich bunék za ucelem produk-
ce rekombinantnich proteinu. (pfevzato a upraveno z www.invitrogen.com)

2.5.4.3 Nékteré vyhody, ale i omezeni produkce proteinu v hmyzich bunkach

Ve srovnani s produkci proteint v bakterialnich bunkach je exprese proteinli v bakulo-
virovych expresnich systémech ryze "eukaryotickd", tudiz dochazi zde k modifikacim
proteinii, §tépeni a transportu, obdobn& jako v savéich buinkach. Uroveni posttransla¢-
nich modifikaci, zejména glykosylaci vSak neni dostate¢na pfi produkci nékterych gly-

koproteini. Pro tyto ucely byly v posledni dobé ptipraveny specidlni hmyzi buné¢né
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linie, které dokazou opatfovat produkované savéi proteiny i zbytky kyseliny sialové
(Seo et al., 2001).

Na rozdil od bakterii, kde ziistavaji heterologné produkované proteiny vétSinou
v nerozpustnych inklusich, jsou proteiny produkované v hmyzich burikach rozpustné,
s vyjimkou vysoce hydrofébnich a transmembranovych proteind. Obrovskou vyhodou
bakulovirti je velikost a flexibilita jejich genomu (~130 kbp), coZ umoziiuje vkladat
dlouhé useky DNA. Bakuloviry jsou pro obratlovce neinfekéni, coz dovoluje pouzit tyto
vektory pro expresi onkogent ¢i jinak nebezpednych a toxickych proteint.
Z technologického hlediska je vyhodné, ze hmyzi buriky v kultufe nevyzaduji zvySeny

obsah CO; v atmosfére, tudiz je mozZné je kultivovat pouze v oby&ejnych termostatech.
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Kapitola 3

CILE DIPLOMOVE PRACE

V nasi laboratofi se zabyvame mimo jiné pfipravou kandidatnich antigennich nosict
odvozenych od kapsid mysiho polyomaviru. Umélé virové Castice jsou v soucasné dobé
intenzivné studovany pro jejich Siroké vyuziti jak v genové terapii a imunoterapii, tak i
pro ucely nanotechnologickych aplikaci. V ptipadé umélych polyomavirovych ¢astic
existuje neékolik moznosti jejich cilené modifikace pro potfeby prenosu a presentace
antigennich epitopl. Prvni moznosti je cilené vkladat cizi epitopy do flexibilnich smy-
¢ek hlavniho strukturniho proteinu VPI1, kde jsou poté tyto epitopy exponovéany na po-
vrchu virové ¢astice. Dalsi moznosti je jejich ukryti uvniti pseudokapsidy ve formé fus-
nich proteini s minoritnimi proteiny. Pravé tato moznost byla vyuzita v nasi laboratofi,
kde byly pfipraveny polyomavirové ¢astice nesouci modelovy antigen (EGFP protein)
jako fusni protein s C-koncovou doménou VP3 proteinu (Boura et al., 2005). Nicméné
snazime se rovnéz zabyvat i vyvojem antigennich nosi¢i odvozenych od vysoce imuno-

adjuvatnich proteinovych komplexi bakteridlnich enterotoxini.

Proto konkrétni cile této diplomové prace byly tyto:

1. a) Studium interakci umélych polyomavirovych ¢astic (slozenych bud’ pouze
z hlavniho strukturniho proteinu VP1 ¢i chimerickych pseudokapsid sesta-
venenych z proteinu VP1 a fusniho proteinu EGFP-tVP3) s my$imi dendri-
tickymi buiikami s dirazem na indukci fenotypovych a funk&nich znak je-
jich maturace. S vyuzitim specifickych inhibitord nahlédnout do spletitosti
zpracovani a antigenni presentace peptidi odvozenych od polyomavirovych
¢astic.

b) Stanoveni hladin protilatek v krvi imunizovanych mysi. Zjistit, zda dochazi i

k produkci protilatek proti pfenaSenému antigenu (EGFP proteinu).

¢) Analyza proliferace EGFP-VLP specifickych CD4" a CD8" T lymfocyti,
véetné jejich produkce IL-2 a INF-y. Pfinést diikazy o indukci EGFP-
specifickych T bunék v télech imunizovanych mysi.
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Stanoveni poétu a distribuce regulaénich CD4"CD25" T bunék v télech imu-
nizovanych mysi.

Analyza cytotoxickych aktivit

Na zéklad€ plasmidového vektoru pFastBac DUAL pfipravit expresni kazetu
pro simultanni produkci proteini VP1 a t-VP3 v hmyzich buiikdch. Déle s
vyuzitim obdobné strategie pfipravit donorovy plasmid pFastBac DUAL-
insVP1, ktery ponese mutovany gen pro VP1 protein.

Konstrukce donorovych vektora pro produkci netoxické formy cholerového
toxinu. Na zaklad€ plasmidu pFastBac DUAL pripravit expresni kazetu ne-
souci pod polyhedrinovym promotorem gen pro B podjednotku cholerového
toxinu a pod protilehlym promotorem p10 modifikovanou nukleotidovou
sekvenci pro CTA2 podjednu cholerového toxinu. V poslednim kroku vlozit
k 5"-konci genu pro CTA2 sekvenci modelového antigenu (EGFP proteinu).

Na zaklad¢ pfipravenych donorovych plasmidti pFastBac DUAL-
CTB+mCTA2 a pFastBac-CTB+EGFP-CTA2 pftipravit odpovidajici re-
kombinantni bakuloviry za u¢elem produkce téchto proteinovych komplexi
v hmyzich bunkéch. Ovéreni produkénosti rekombinatnich bakulovirt a bio-
chemicka charakterizace produkovanych proteint. Purifikace netoxické for-
my cholerového toxinu z hmyzich bunék.
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Kapitola 4

MATERIAL A METODY

V piipadé€ ze neni uvedeno jinak, byly béhem experimentalni prace pouzity a aplikova-
ny zavedené laboratorni metody a pristupy v&etné sterilizace pomiicek a médii, inokula-
ce médii, sestaveni elektroforetickych aparatt, centrifugaci, DNA amplifika¢nich tech-
nik atp. podle praci Sambrook et al. (1989) a King a Possee (1992). Pokud nebude za-
vedeno jinak, vzdy se v textu rozumi pfiprava a pouzivani vodnych roztoki pfislusnych
chemikalii a biochemikalii. S laboratornimi zvifaty bylo zachazeno pouze v souladu s
paragrafem 17 zakona €. 246/1992 Sb.

4.1 Pouzité bakuloviry a jejich charakteristika

= rBac-VP1 Tento rekombinantni bakulovirus byl pfipraven za i€elem
produkce umélych polyomavirovych ¢astic slozenych pou-
ze z molekul hlavniho strukturniho proteinu VP1, tudiz do
jeho genomu byl vloZen pod polyhedrinovy promotor gen
pro VP1 protein my$iho polyomaviru (Forstova et al.,
1993).

= rBac-VP1+EGFP-tVP3 Rekombinantni bakulovirus, ktery nese pod polyhedrino-
vym promotorem gen pro hlavni strukturni protein VP1
a pod dal$im silnym promotorem p10 fuzni gen EGFP-
tVP3 (Boufa et al., 2005). Simultanni produkci téchto dvou
proteinti dochazi v hmyzich burikach k formovani chimé-
rickych umélych nanocastic odvozenych od mysiho poly-
omaviru, kde cizi antigen (v tomto pfipad¢€ protein EGFP)
je uzavfen uvniti pseudokapsid.

= rBac-INS-VP1 Tento bakulovirus nese pod polyhedrinovym promotorem
cilené¢ mutovany gen pro protein VP1 mysiho polyomaviru
s inzerci polyklonovaciho mista do HI smycky. Bakulovi-
rus byl pfipraven za Gc¢elem ovéfeni, zda cilend inserce
v HI smy¢ce narusi schopnost formovani molekul VP1 pro-
teinu do struktur umélych polyomavirovych ¢astic.

= rBac-CTB-mCTA2 Rekombinantni bakulovirus do jehoZ genomu byly paralel-
né vlozZeny pod polyhedrinovy, resp. p10 promotor geny
pro proteiny CTB a mCTA2 cholerového toxinu. Bakulovi-
rus byl pfipraven s cilem ovéfit moznost produkce cholero-
vého toxinu v hmyzich burikéach.
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rBac-CTB+EGFP-mCTA2 Rekombinantni bakulovirus do jehoZ genomu byly paralel-

Escherichia coli DHSa

Escherichia coli XL Blue

Escherichia coli DH10 Bac

Sf9

Swiss 3T3

NMuMG

BMDC

né vlozeny pod polyhedrinovy, resp. p10 promotor geny
pro proteiny CTB a EGFP-mCTA2 cholerového toxinu.
Bakulovirus byl pfipraven s cilem ovéfit moznost produkce
antigenniho nosi¢e odvozeného od cholerového toxinu

v hmyzich bunkach.

Bakterialni kmeny

[rec A1 endA1l thi-1 hsdR17 supE44 gyrA96
relA1 ®80 lacZAM15] (Stratagene)

[lac [F'proAB, lacl"ZDM135, Tn10(TetR)] recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl) and Top10F'
(F'[proAB, laclf ZAM15, Tnl0(Tet®)] merA,
A(mrrhsdRMS-mcrBC), $80lacZAMI15, AlacX74, deoR,
recAl, laraD139, Aara-leu)7697, galU, galK, rpsL(Str"),
endAl, nupG] (Stratagene)

[F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAMI15 AlacX74
recAl endAl araD139 A (ara, leu)7697 galU galK A- rpsL
nupG /pMON 14272 / pMON7124] (Invitrogen)

Hmyzi a sav¢i bunééné linie a primarni kultury

Hmyzi bunééna linie odvozena z tkan¢ vaje¢nik motyla
Spodoptera frugiperda. Buné¢na linie byla ziskéna

z americké sbirky bunéénych linii (angl. American Type
Cell Collection, ozna¢eni ATCC CRL 1711).

Mysi fibroblasty odvozené z embryonalnich tkani, linie je
sensitivni pro mysi polyomavirus a SV40. Tato bun€cna li-
nie byla poskytnuta Dr. J. Hejnarem, UMG AV CR, Praha.

Bunécna linie odvozena z epitelu mysi prsni zlazy, linie je
sensitivni a permisivni pro mysi polyomavirus. Tato linie
byla poskytnuta Prof. B. Griffin, Royal Postgraduate Scho-
ol, Londyn.

Myeloidni dendritické bunky odvozené z prekurzorovych
bunék kostni diené (stehenni kost) mys$i kmene Balb/c.
Buiiky kostni dfené byly po izolaci vzdy kultivovany

v kompletnim RPMI-1640 médiu (10% FCS) s rGstovym
faktorem GM-CSF (4%) po dobu 5 dni. Na tomto mist¢ je
nutné podotknout, Ze kromé samotnych myeloidnich den-
dritickych bunék se v kultufe vyvinulo i ur€ité mnoZzstvi
makrofagu. Jejich pfitomnost v kultufe byla tolerovana.
Vsechny dendritické buriky byly pfipravovany v Laboratofi
imunoregulace PfF UK ve spolupraci s Mgr. J. Fri¢em.
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4.4  Klonovaci, expresni a donorové vektory

= pFastBac DUAL

multiple

sitel

Bst1107 | 4455

Pac 14379
multiple Bbs 14331
Kpn | 4273

cloning
site ll

SnaB | 3979

Bsp1407 13509

Mun 143813
Hind 111 4698

clonin —-1
9 BamH 14605

Tth11113324
Esp3 13275

BseR 13045

Donorovy vektor plasmidového typu. do kterého je mozné
vlozit nezavisle dva cizi geny za ucelem simultanni pro-
dukce dvou rekombinantnich proteinii. Plasmid je soucasti
expresniho systému Bac-to-Bac (Invitrogen).

Avr 11 4977 NgoA IV 226
Hpa | 4824

Tn7L f1 intergenic

Sv40 region

polyadenylation
signal

Polh promoter

p10 promoter

BsaH | 934

Pvu 1103
HSV tk polyadenylation
signal

pFastBac DUAL Fsp1 1250

5237 bp Gsu | 1385

AlwN1 1949

EcoR V 2922

Sstll 2864 Sap | 2485

Msc | 2806
BstX | 2809

Obr. 4.1. Kruhova mapa plasmidového vektoru pFastBac DUAL. Tento plasmid nese dva seleké¢ni
geny zajiStujici rezistenci na ampicilin (Ap') a gentamicin (Gm'), dale pak dva regiony replikacnich po-
¢atki (pUC ori. resp. f1 ori). Vlastni expresni kazeta je umisténa mezi sekvence zajistujici jeji transpozici
do bacmidové DNA piitomné v E. coli DH10 Bac kmenu. V ramci expresni kazety jsou umistény dva
silné bakulovirové promotory v opacné orientaci (polyherinovy promotor Polh a promotor p10). dv¢ klo-
novaci mista (polylinkery) umisténé pod kazdym z promotort a polyadenylacni signaly pochazejici z virt

SV40, resp. HSV tk.

= pFastBac HTA

» pMJG-MPyV

= pUCI18-insVP1

Donorovy vektor plasmidového typu. do kterého je mozné
vlozit cizi gen za histidinovou kotvu (6% His) za ucelem
exprese rekombinantnich proteinti v bakulovirovém systé-
mu Bac-to-Bac (Invitrogen).

Plasmidovy vektor odvozeny od vektoru pMJ1. do néjz
byla vlozena cela sekvence geonomu mysiho polyomaviru
(5292 bp) linearizovaného enzymem Eco Rl (Krauzewicz
et al., 1990).

Plasmidovy vektor pUC18 nesouci mutovanou verzi genu
pro VPI protein mysiho polyomaviru. Tato sekvence VP1
genu nese inserci (miniklonovaci misto a flexibilni linkery)
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pEGFP-C2

pCVD27

pCVD621

4.5  Protilatky

4.5.1

anti-MPyV VP1 — Al

anti-VP2/VP3 2C8

anti-EGFP

anti-CTB

anti-CTB

anti-MHC gp II FITC

anti-CD86 PE

anti-CD80 PE
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v misté HI smy¢ky. Plasmid poskytnula RNDr. Hana Spa-
nielova, Ph.D.

Plasmidovy vektor uréeny pro expresi C-koncovych fis-
nich proteinti s proteinem EGFP v sav¢ich burikédch. (Clon-
tech).

Bakterialni plasmidovy vektor nesouci fragment operonu
kédujiciho katalytickou A1 podjednotku cholerového toxi-
nu (CTxA1) z patogenni bakterie Vibrio cholerae, plasmid
poskytnul Dr. James Kaper, University of Maryland
(USA).

Bakterialni plasmidovy vektor nesouci fragment operonu
kédujiciho CTxB a CTxA2 z patogenni bakterie Vibrio
cholerae, plasmid poskytnul Dr. James Kaper, University
of Maryland (USA).

Primarni protilatky

Mysi monoklonalni protilatka proti hlavnimu strukturnimu
proteinu VP1 mysiho polyomaviru, pouzité fedéni 1:10
(Forstova et al., 1993).

Mysi monoklonalni protilatka proti minoritnim strukturnim
proteinim VP2 a VP3 mysiho polyomaviru, pouzité fedéni
1:5 (Forstova et al., 1993)

Krali¢i polyklondlni protilatka proti proteinu EGFP, pouzi-
té fedéni 1:800 (Abcam)

Mysi monoklonalni protilatka proti B podjednotce cholero-
vého toxinu (CTB choleragenoidu), pouzité fedéni 1:1000
(Abcam)

Krali¢i polyklonalni protilatka proti B podjednotce chole-
rového toxinu (CTB choleragenoidu), pouzité fedéni
1:1000 pro Western blot, 1:200 pro nepfimou imunofluo-
rescenci (Abcam)

Potkani polyklonalni protilatka proti my$im MHC gp II
znacena FITC, pouZité fedéni 1:100 (Pharmingen)

Potkani polyklonalni protilatka proti mysi povrchové kos-
timulaéni molekule CD86 znacena phycoethrinem, pouzité
fedéni 1:100 (Pharmingen)

Potkani polyklonalni protilatka proti mySi povrchové kos-

timulaéni molekule CD80 znacena phycoethrinem, pouzité
fedéni 1:100 (Pharmingen)
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Protilatka proti mysi povrchové molekule CD4 (klon
GK1.5) znacena FITC, (Pharmingen)

Protilatka proti mys$i povrchové molekule CD8 (klon 53-
6.7) znacena Pacific Blue, (Pharmingen)

Protilatka proti mysi povrchové molekule CD25 (klon PC
61.5) znacena allophycocyanine, (eBioscience)

Potkani polyklonalni protilatka proti mySimu cytokinu IL-
12, pouzité fedéni 1:100 (Pharmingen)

Potkani polyklonalni protilatka proti mySimu cytokinu
IL-12 p70, pouzité fedéni 1:100 (Pharmingen)

Potkani polyklonalni protilatka proti mys$imu cytokinu
INF-y, pouzité fedéni 1:100 (Pharmingen)

Protilatka proti my$imu/potkanimu transkripénimu faktoru
Foxp3 znacena phycoerythrinem (klon FJK-16s), (eBios-
cience)

4.5.2 Sekundarni protilatky

Go-anti-Rb HRP

Go-anti-Mo HRP

Go-anti-Ra HRP

Do-anti-Mo AF-488

Go-anti-Rb AF-488

Go-anti-Rb AF-546

Go-anti-Mo G10

Kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulindm konjugo-
vana s kifenovou peroxidasou (angl. horse-radish peroxida-
se, HRP), pouzité fedéni 1:1000

Kozi protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugova-
na s kienovou peroxidasou, pouzité fedéni 1:1000 (Biorad)

Kozi protilatka proti potkanim imunoglobulinim konjugo-
vana s kfenovou peroxidasou (angl. horse-radish peroxida-
se, HRP), pouzité fedéni 1:1000 (BioRad)

Osli protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugovana
s fluochromem AlexaFluor 488 nm, pouzité fedéni 1:2000
(Molecular Probes)

Kozi protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugova-
na s fluochromem AlexaFluor 488 nm, pouzité fedéni
1:2000 (Molecular Probes)

Kozi protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugova-
na s fluochromem AlexaFluor 546 nm, pouzité fedéni
1:2000 (Molecular Probes)

Kozi protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugova-

na s ¢asticemi koloidniho zlata (& 10 nm), pouzité fedéni
1:20 (British Biocell)
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4.6 Preparace, amplifikace a modifikace molekul DNA

4.6.1 Izolace plasmidové DNA alkalickou lyzi (Sambrook et al., 1989)

Bakterialni kultury E. coli (50 ml) nesouci pfislu$né plasmidy byly centrifugovany (4150 x
g/10 min), sediment bunék byl nasledné resuspendovan ve 2 ml GET pufru. Poté byly k buiikdm
ptidany 4 ml Cerstvé pfipraveného Lyzaéniho pufru a smés byla 4-6x zamichana preklopenim
zkumavky do horizontalni polohy. Po inkubaci (max. 5 min) byly do kazdé zkumavky pfidany
3 ml Neutraliza¢niho pufru a obsah byl opét promichan a inkubovan 20 min na ledu. Po centri-
fugaci (4150 x g /30 min) byl supernatant pfenesen (pfipadné zfiltrovan) do nové zkumavky,
kde k nému bylo pfidano 0,7 objemu isopropanolu a smés byla promichana a inkubovéna
10 min na ledu. Po centrifugaci (4150 x g /30 min) byl sediment promyt 3 ml 80% etanolu.
VysuSeny sediment byl resuspendovan ve 300 ul TE pufru, byly pfidany 3 pl RNasy A
(10 mg/ml) a vzorek byl inkubovan 30 min pfi 37 °C. Nasledné byla plasmidova DNA z roztoku
extrahovana 1x 1 objemem fenolu (pH 8,0), 1x 1 objemem ekvivalentni smési fenol (pH 8,0)-
chloroform a 2x 1 objemem upraveného chloroformu. Extrakce vzdy byly provadény intenziv-
nim tfepanim (5 min) a centrifugaci (11000 x g/10 min). Plasmidova DNA ve vysledném super-
natantu byla sraZena pfidavkem 1/10 objemu 3 M octanu sodného (pH 5,2) a 2,5 objemu
predchlazeného (-20 °C) 96% etanolu a inkubaci smési 60 min pfi -20 °C. Vysrazena plasmido-
va DNA byla centrifugovana (11000 x g/10 min), sediment byl promyt 500 ul 80% etanolu. Na
zavér, plasmidova DNA byla resuspendovéana v 200 ul sterilni ddH,O a uchovavéna pred dal$im

pouzitim pfi -20 °C.

Pouzité roztoky: GET pufr 50 mM glukosa, 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA,
RNasa A (0,1 mg/ml)
Lyzaéni pufr 0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS

Neutralizaéni pufr 60 ml 5 M octan draselny (pH 5,2), 29,5 ml ledové kyseliny octové,
doplnit dH,0 do 100 ml

TE (Tris/EDTA) pufr 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA

RNasa A 10 mg/ml, zbavena DNasy (5 min/ 100 °C)

3 M NaAc (pH §,2)

fenol (pH 8,0) destilovany fenol pufrovany pomoci 1 M Tris-HCI (pH 8,0), 0,1% 8-
hydroxychinolin (pro zamezeni oxidace do vyssich oxidacnich sta-
vi)

upraveny chloroform smés chloroformu s isoamylalkoholem (v/v 24:1), isoamylalkohol se
pfidava, aby zabranil pénéni smési pfi organické extrakei

Pro ucely metod transfekce ¢i sekvencovani DNA, které vyzaduji DNA templat ve velmi vyso-
ké cistoté byla plasmidova DNA preparovana a purifikovana komeréné dodavanou soupravou

EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen), dle instrukci vyrobce.
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4.6.2 Vyhledavani rekombinantnich kloni E. coli restrikéni analyzou

Narostl¢ kolonie byly zaotkovany do 700 pl LBAMP*

média v mikrozkumavce a kultivovany pfi
37 °C 9-12 h za stalého tfepani na orbitalni tfepacce (150 rpm). Buriky byly sedimentovany na
dno mikrozkumavky centrifugaci (11000 x g/30 s) a nasledné byly resuspendovany ve 250 pl
GET pufru. Dale byly buniky vystaveny alkalickému Lyza¢nimu pufru (250 ul), mikrozkumav-
ky byly 4-6x promichdny piekldpénim do horizontdlni polohy a bezprostiedné byla smés ne-
utralizovana ptidanim 200 pl Neutraliza¢niho pufru. Po dikladném promichani byla smés cent-
rifugovana (11000 x g/10 min), supernatant byl pfenes do nové sterilni mikrozkumavky a v ném
obsazena plasmidova DNA byla precipitovana pfidanim 500 pl isopropanolu. Vysrazena DNA
byla sedimentovéana centrifugaci (11000 x g/10 min), pelet DNA byl oplachnut 80% etanolem
aresuspendovéan v 15-20 pl TE pufru. Takto pfipravena plasmidova DNA byla podrobena re-
strik¢ni analyze, pro dokonalé odstranéni kontaminujici RNA byl pfidan 1pl RNasy do restrik¢-

ni smési. Délka restrikénich DNA fragmentl byla kontrolovana gelovou elektroforézou.

Pouzité roztoky: GET pufr 50 mM glukosa, 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA,
RNasa A (0,1 mg/ml)
Lyzaéni pufr 0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS

Neutralizaéni pufr 60 ml 5 M octan draselny (pH 5,2), 29,5 ml ledové kyseliny octové,
doplnit dH,0 do 100 ml

TE (Tris/EDTA) pufr 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA
RNasa A 10 mg/ml, zbavena DNasy (5 min/100 °C)

4.6.3 Odstranéni molekul RNA ze vzorku plasmidové DNA

V pripadé, ze v pribéhu procesu izolace plasmidové DNA nedoslo k dostate¢nému odstranéni
molekul RNA byl vzorek vystaven plsobeni RNasy A. K zdsobnimu roztoku plasmidové DNA
(100 pl) byl pridan 1ul RNasy A (10 mg/ml) a vzorek byl inkubovan 1 h pii 37 °C. Plasmidova
DNA byla ze smé&si extrahovana 1x 1 objemem fenolu (pH 8,0), 1x 1 objemem ekvivalentni
smeési fenol (pH 8,0)-chloroform a 2x 1 objemem upraveného chloroformu. Extrakce byly vzdy
provadény intenzivnim tfepanim (5 min) a centrifugaci (11000 x g/10 min). Plasmidova DNA
byla ve vysledném supernatantu sraZena piidavkem 1/10 objemu 3 M octanu sodného (pH 5,2)
a 2,5 objemu predchlazeného (-20 °C) 96% etanolu a inkubaci smési 60 min pfi -75 °C. Vysra-
zena plasmidovd DNA byla sedimentovana centrifugaci (11000 x g/10 min), sediment byl pro-

myt 80% etanolem, vysusen a rozpustén obvykle ve 100 pl TE pufru.

Pouzité roztoky a enzymy: RNasa A 10 mg/ml, zbavena DNasy (5 min/100 °C)
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4.6.4 Preparace bacmidové DNA

Rekombinantni kolonie E. coli DH10 Bac nesouci ptislu$ny bacmid byly zaockovany do 5 ml
LB Kan* média a aerobné kultivovany 9-12 h pii 37 °C. Narostla kultura (1,5 ml) byla cent-
rifugovana (11000 x g/2 min), pelet bunék byl poté resuspendovan v 567 ul TE pufru. Nésledné
bylo k resuspendovanym buiikam pfidano 30 pl 10% SDS a 6 ul proteinasy K (10 mg/ml)
a smés byla inkubovana 1 h pfi 37 °C. Poté bylo ke smési pfidano 100 pl 5 M NaCl a smés byla
inkubovana 10 min pfi 65 °C. Bacmidova DNA byla extrahovana 2x ekvivalentnim objemem
chloroformu, smés byla vzdy opatrné promichdna a centrifugovana (11000 x g/4 min) a horni
vodni faze byla opatrné odebrana. Srazeni bacmidové DNA bylo provedeno pfidavkem 0,6 ob-
jemu isopropanolu a smés byla opatrné promichana pieklapénim do vodorovné polohy. Vysra-
Zzend DNA byla namotana na sterilni sklenénou kli¢ku, oplachnuta v 80% etanolu a rozpusténa
ve 100 pl TE pufru. Takto ziskana bacmidova DNA (~160 kbp) byla uchovavana pfii 4 °C,

z dvodu mechanického poskozeni neni vhodné bacmidovou DNA mrazit.

LBTeHCenH\'am»

Pouzité média a roztoky: Zivny bujo6n €. 2

Tetracyklin (10 pg/ml)
Gentamycin (7 pg/ml)
Kanamycin (50 pg/ml)
TE pufr 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA

4.6.5 Izolace fragmenti DNA z agarosového gelu

Pro ucely izolace DNA fragmentil z agarosového gelu je vhodné pouZit nékteré komeréné do-
stupné soupravy. VéEtsina téchto souprav je zaloZena na skuteCnosti, Ze kiemiCité Castice vazi
v pfitomnosti chaotropnich soli DNA. V nasi laboratofi je nejcastéji pouzivana soupravu Nucle-
oSpin Extract I (Macherey Nagel).

Pozadovany fragment DNA byl nejprve pomoci skalpelu vyfiznut z agarosového gelu,
pfenesen do mikrozkumavky a zvazen. Na zakladé vypoc¢tu byly do zkumavky ptidany 2 dily
vazebného NT pufru a vzorek byl inkubovén pfi 55 °C az do uplného rozpusténi gelu. Homo-
genni roztok byl pak kvantitativné nanesen na minikolonku a centrifugovan (11000 x g/1 min).
Kolonka byla poté¢ obdobnych zplsobem promyta 600 pl promyvaciho NT3 pufru. Na zavér
byla po pfeneseni kolonky do nové mikrozkumavky DNA eluovana do 30 pl elu¢niho NE pufru

centrifugaci (11000 x g/1 min).

4.6.6 Separace a vizualizace molekul DNA v agarosovém gelu

Pro separaci amplifikovanych ¢i restrikénich DNA fragmentl byla pouzita aparatura pro hori-
zontalni elektroforézu (Biometra). Pfed separaci byly vzorky DNA smichany s pufrem BFM

(v poméru S:1). K vlastni separaci byla pouZzita 1,2% agarosa rozehfata v 0,5% Tris-Borat-
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EDTA (TBE) pufru. frakcionace probihala pti vlozeném napéti 4-6 V/em. K vizualizaci DNA
molekul byl pouzivan ethidium bromid (EtBr) v konec¢né koncentraci 1 mg/ml a ozareni gelu
UV svétlem (310 nm). Separované tfragmenty DNA byly porovnavany se standardem moleku-
lovych hmotnosti piipravenym definovanym Stépenim genomové DNA faga A enzymem Ps/ |
viz Obr. 4.1. Fotodokumentace a tisk elektroforetogramii byl proveden dokumenta¢nim zatize-

nim ULTRA-LUM.

Pouzité pufry: BFM 130 mM EDTA-NaOH (pH 8.0)
0.12% brom-fenolova modf
ve vodném roztoku 50% glyeerolu
5x TBE 54 ¢ Tris
27.5 g kysclina borita
20 ml 0.5 M EDTA-NaOI (pH 8.0)
doplnit pomoci ddH-0 do 1000 ml

bp ngf0.500 %o Obr. 4.2. DNA X lambda. Ukazka rozlozeni
s li‘_»l'fl Ilg*{n fl" jednotlivych DNA fragmenti vzniklych Sté-
AT i N 05

64 penim genomové DNA faga A restrikéni en-
07 donukleasou Pst 1 pii separaci v 1,5% agarose
pfi  vlozeném napéti 7V/cm. (prevzato
z www fermentas.cz)

X
1.1
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20
e 1 24
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4.6.7 Definované stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

Pfi pouziti restrikénich enzymu je vzdy vhodné fidit se pokyny vyrobce. ktery udava zakladni
informace jako je optimalni teplota a stabilita (napf. polocas aktivity pii reakéni teploté). S en-
zymem je vzdy dodavan i reakéni pufr v desetinasobné koncentraci, zajistujici po ziedéni opti-
malni podminky pro maximalni aktivitu daného enzymu.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano x pl DNA (0.1-10 pg DNA ve vodé nebo TE
pufru). x pl 10x pufru pro pfislusnou restrikéni endonukleasu a dale byla pridana ddH.O na
takovy objem, aby po pfidani enzymu méla reakéni smés objem 10 pl. Na zavér byla pridana
restrikéni endonukleasa (cca | U/pg DNA) a smés byla inkubovana 2.5 h (minimalné vsak 1 h)
pii teploté doporucené vyrobcem prislusného enzymu. V piipadech, kde bylo nutné docilit to-
talniho Stépeni byly restrikéni smési inkubovany zpravidla pie noc (tj. 9-12 h) pfi pfislusné tep-

loté. Po této inkubaci byl vzorek analyzovan pomoci gelové elektroforézy.
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4.6.8 Defosforylace plasmidové DNA

Defosforylace probihaly v reakéni smési (100 pl) obsahujici 50 pl Stépené plasmidové DNA,
38 ul ddH,0, 10 pl 10x pufru pro alkalickou fosfatasu a 2 pl alkalické fosfatasy (CIAP, Fermen-
tas). Smési byly inkubovany 30 min pii 37 °C, poté byly opét pridany 2 pl alkalické fosfatasy
a inkubace probihala dal$ich 60 min. Alkalicka fosfatasa byla inaktivovéana ptidanim 10 pl 10%
SDS, 1 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) a I pl proteinasy K (10 mg/ml) a naslednou inkubaci 30 min
pti 55 °C. Na zavér, DNA byla pfecisténa fenol-chloroformovou extrakci, sraZzena etanolem

a rozpusténa ve sterilni ddH,0.

4.6.9 Rekombinace DNA in vitro - ligace

DNA ligasa faga T4 je enzym katalyzujici opravu jednovlaknovych zlomi v DNA. V moleku-
larni biologii se pouziva ke spojovani koheznich nebo i tupych konci DNA. Vlastni liga¢ni
reakce byly provadény v objemech 30 pl obsahujici 3 pl 10x liga¢niho pufru, 3 pl defosforylo-
vaného plazmidového vektoru (0,055 pg/pl), 10 pl purifikovaného PCR produktu (molérni po-
mér inzertu k nastépenému vektoru byl priblizné 5:1), 1 ul T4 DNA ligasy (5 U/ul) a 6 pl dd
H,0. Takto pripravena reak¢ni smés byla umisténa do kadinky s vodou (25 °C), ktera byla na-
sledné vlozena do polystyrénové bedny a inkubovana pfi 4 °C po dobu 9-12 h. Reakce byla

zastavena denaturaci enzymu pii 65 °C po dobu 15 min.

4.6.10 Protokol PCR amplifikace a pouzivané oligonukleotidy

PCR reakce byly provadény v objemech 50 pl obsahujici 1x Vent DNA polymerasovy pufr (20
mM Tris-HCI, pH 7,8, 10 mM (NH,);SO,, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mg/ml BSA
al% Triton®X-100), 0,4 mM dNTP, 12,5 pmolu kazdého primeru, 1,5 jednotky Vent DNA
polymerasy (New England BioLabs, 1 pl roztoku DNA (100 ng/ ul) a ddH,O. Optimalisovany
PCR program': po poéateéni denaturaci (2 min, 94 °C) nasledovalo 30 cykla (30 s pii 94 °C —
20 s pfi 60 °C — 45 s pii 72 °C), kone¢na elongace 7 min pti 72 °C. Pro PCR byl pouzivén ter-
mocykler MJ Research PTC 100 ¢i gradientovy termocykler MJ Research PTC 200.

' Na tomto misté je nutné podotknout, Ze zde presentovany PCR protokol je ryze univerzalni, ptislugné
re-asociaéni teploty se 1isi u kazdého paru PCR oligonukleotidi a jsou uvedeny v pfisluiné kapitole popi-
sujici vlastnosti jednotlivych PCR primert.

57



KAPITOLA 4: MATERIAL A METODY

Tab. 4.1. Piehled pouZivanych PCR oligonukleotidii vEetné jejich charakteristiky. Sedymi ramegky jsou
v sekvenci oligonukleotidi zvyraznéna restrikéni mista, nazev pisluiného primeru vzdy obsahuje nazev restrikéniho
enzymu, jehoZ §t&pné misto je v sekvenci oligonukleotidu.

Nazev Sekvence 5'— 3° Orientace Cilova sekvence
VP1-EcoRI GGAAGCERRR A TGGCCCCCAAAAGAAAAAGC vedouci gen pro VPI protein MPyV
VP1-Xbal CTCGTA KRR T TAATTTCCAGGAAATACAGTC reverzni gen pro VP1 protein MPyV
tVP3-Smal /C\ZCC(T;Z’/‘\MCTAGTAGATCTATGCATCAGCG vedouci gen pro VP3 protein MPyV
tVP3-Nhel CTGGTA MBI T TCGAGACGCCGCTTTTTC reverzni gen pro VP3 protein MPyV
GFP-Xbal CTCGTAEC TAGATCCGGTGGATCCCG vedouci gen pro EGFP protein
GFPf-EcoRV  CTCGTANRIEREA TGGTGAGCAAGGGCGAGGAG vedouci gen pro EGFP protein
GFPr-EcoRV  TACCAGHEEEEIGA TCCGGTGGATCCCGG reverzni gen pro EGFP protein
CTB-BamHl %\TGGGGCWTGACACCTCAAAATATTACTGA vedouci fﬁzliﬁﬁfiﬁfﬁ‘x’?ﬂﬁd“"‘k“

gen pro CTB podjednotku

CTB-Hindlll CTCGTAE TTAATTTGCCATACTAATTGCGGC  reverzni cholerového toxinu

CTCGTA R TGCTCGAGGTCGACGAATTCGA gen pro CTA2 podjednotku

CTA-Smal TGAAAAAACCCAAAGTCTAG vedouci cholerového toxinu
CTANhel CTGGTA IR ' TATAATTCATCCTTAATTCTATT reverzni gen pro CTA2 podjednotku
ATG cholerového toxinu

4.6.11 Purifikace PCR produktii na chromatografickych kolonkach

Pro purifikaci PCR produkti bylo pouzito komeréné dodavané soupravy PCR Clean-up Nucle-
oSpin Extract Il (Macherey Nagel). Ke 100 pul PCR produktu bylo ptiddno 200 pul NT pufru
a smés byla dikladné promichéna. Poté byla smés nasazena do chromatografické NucleoSpin
kolonky vloZené do jimaci mikrozkumavky (2 ml) a centrifugovana (11000 x g/1 min). Protekly
pufr byl odstranén, do NucleoSpin kolonky bylo nasazeno 600 pul NT3 pufru a centrifugace byla
opakovana (11000 x g/1 min), nasledovalo vysudeni kolonky centrifugaci (11000 x g/2 min).
Do NucleoSpin kolonky pienesené do nové sterilni mikrozkumavky (1,5 ml) bylo nasazeno
30 pul NE pufru. Po inkubaci (5 min/25 °C) byla provedena kone¢na centrifugace (11000 x g/
1 min). Eluovany PCR produkt byl pouzit pro restrikéni analyzu ¢i tvorbu rekombinantnich

DNA molekul.

4.6.12 Identifikace bakterialnich kloni pomoci PCR
(Gussow a Clackson, 1989)

Rekombinantni klony mohou byt identifikovany naptiklad restrikénim $té€penim plazmidové
DNA, av3ak k tomu je zapotfebi provést Casov€ naro¢nou izolaci plazmidid. Alternativnim zp(-

sobem je detekce DNA insertu pomoci PCR ptimo z lyzatu kolonii, tim se uSetii Cas spojeny
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s napéstovanim kultur a vlastni izolaci plazmidi. Nevyhodou této strategie je oviem vysoka
citlivost PCR, ktera je schopna zachytit i stopova mnozstvi DNA, kterd se nachdzeji na agarové
LB-plotné a pochézeji z ligaéni smési. Je tudiz vhodné provést kontrolni reakci, do které se
misto vzorku vezme malé mnozstvi agarového média z transformacni plotny a zkraceni PCR
protokolu na 25 cykld. Dalsi moznosti jak obejit tento problém je pouziti primert komplemen-
tarnich k sekvencim, které jsou v klonovacim vektoru na hranicich inzertu. Spravny konstrukt se
pak pozna podle odpovidajici délky PCR produktu.

Nejprve byly pfipraveny standardni reakéni smési pro PCR o objemu 20 pl na reakci,
obsahujici 200 uM dNTP a 0,2 pM kazdého primeru. Z plotny obsahujici kolonie ampicilin
rezistentnich bakterii byly mikropipetou se sterilni §pi€¢kou s 1 pl ddH,O odebrany jednotlivé
kolonie. Voda v tomto ptipadé slouzi k lep§imu uvolfiovani masy bakterii do PCR smé&si. Poté
buiiky byly pfeneseny do pfipravenych PCR smési. Nasledovala modifikovana hot-start PCR, tj.
pied vlastni amplifikaci byla provedena denaturace 5 min pii 94 °C, po které bylo pfidano do
zkumavek 10 pl smési obsahujici pufr pro Vent polymerasu a 0,5 U Vent polymerasy. Vlastni
PCR cyklus viz vySe. Na agarosovém gelu bylo analyzovéano 2,5 ul PCR produktu na ptitom-

nost fragmentu odpovidajici velikosti.

4.6.13 Stanoveni nukleotidové sekvence DNA

Klonované DNA fragmenty byly sekvenovany Sangerovou dideoxy-termina¢ni metodou na
automatickém sekvenénim analyzatoru ABI Prism 377 (Perkin Elmer, USA). Pro sekvenac¢ni
reakci byly pouzity pfislusné PCR oligonukleotidy a fluorescenéné znac¢ené dideoxy-nukleotidy.
Vsechny reakce DNA sekvencovani byly provedeny sluzbou v Laboratofi parazitologie PTF UK

Praha.

4.7  Purifikace a charakterizace rekombinantnich proteini
a pseudokapsid

4.7.1 lzolace umélych virovych ¢&astic z hmyzich bunék
4.7.1.1 Priprava lyzati infikovanych hmyzich bunék

Hmyzi buriky infikované pfislu§nym bakulovirem byly po sklizeni centrifugovany (1500 x g/
5 min), sediment bunék byl proplachnut PBS pufrem a opét centrifugovan (1500 x g/5 min).
Takto pfipraveny bunéény sediment byl resuspendovan v B pufru (Iml B pufru/2><107 bungk).
Bunky byly rozruseny sonikaci (3x 30 s, pti amplitudé 10 mikroni). Neporusené bunécné struk-
tury byly odstranény centrifugaci (4150 x g/5 min), supernatant s uvolnénymi pseudokapsidami

byl pfenesen do nové zkumavky a umistén na led. Sediment byl prohlédnut pod mikroskopem,
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v piipadé ze obsahoval stale neporuené buriky byla opakovana sonikace (3 x 30 s, amplituda

10 mikront) a centrifugace (4150 x g/5 min).
4.7.1.2 Centrifugace pres polstar sacharosy

Pfed vlastni ultracentrifugaci v hustotnich gradientech je vyhodné aplikovat centrifugaci bunéc-
nych lyzatd pfes polstai 10% sacharosy, ¢imz se zbavime nékterych leh¢ich molekul a iontd. Do
centrifugaénich zkumavek byl nanesen bunéény lyzat obsahujici virové pseudokapsidy v B puf-
ru. Analyzovany vzorek byl podvrstven 1-1,5 cm vysokou vrstvou 10% sacharosy. Centrifugac-
ni kyvety byly vyvazeny B pufrem a byly centrifugovany 3 h pfi 35000 rpm (rotor SW41) a 4
°C. Po probé&hnuti centrifugace byly sedimenty resuspendovany v B pufru a dikladné homoge-

nizovany v sonikaci.

Pouzity roztok: B pufr 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
150 mM NaCl
10 uM CaCl,

4.7.1.3 Isopyknicka centrifugace v gradientu CsCl

Do centrifugaéni zkumavky bylo naneseno 7,9 g analyzovaného vzorku (resuspendovany sedi-
ment z centrifugace pres polstar 10% sacharosy) v B pufru a smichano s 3,79 g CsCl. Homoge-
nat byl pfevrstven parafinovym olejem a kyvety byly perfektné vyvazeny. Vlastni ultracentrifu-
gace probihala po dobu 21 h pfi 35000 rpm (rotor SW41) a 18 °C. Vytvoreny gradient CsCl
a v ném rozdélené proteiny dle vznasivé hustoty byl rozebran peristaltickou pumpou na jednot-
livé frakce po 700 ul. U jednotlivych frakci byly zméteny refraktometrické indexy, které byly
jesté podpotfeny imunochemickou detekci ptislusnych proteini. Na zakladé téchto analyz byly
frakce pospojovany do dvou frakci obsahujicich tzv. prazdné pseudokapsidy a tzv. frakce pl-
nych pseudokapsid, tj. pseudokapsid obsahujich DNA hmyziho ¢i bakulovirového ptivodu. Tak-

to ziskané frakce byly odsoleny dialyzou proti B pufru.

4.7.1.4 Isokineticka centrifugace v gradientu sacharosy

V ultracentrifuga¢ni zkumavce byl formovan linearni gradient 10-40% sacharosy. Na hladinu
preformovaného gradientu bylo nasazeno 500 pl vzorku obsahujici pfisluiné pseudokapsidy. Po
dokonalém vyvaZzeni byla aplikovana ultracentrifugace po dobu 2 h pti 25000 rpm (rotor SW41)
a 4 °C. Gradient byl bezprostfedné po skonceni ultracentrifugace rozebran peristaltickou pum-
pou na frakce po 700 pl, u kterych byl stanoven refraktometricky index a byla provedena imu-
nochemicka detekce pfislusnych proteinti. Podle téchto analyz byly frakce pospojovany a dialy-

zovany proti B pufru.
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4.7.2  Afinitni chromatografie

K izolaci cholerového toxinu lze vyuzit afinitni chromatografii, ktera vyuziva jeho silné interak-
ce s D-galaktosou. Chromatograficka kolonka (objem 10 ml) byla osazena spodni fritou
a naplnéna 2 ml imobilizované D-galaktosy (Pierce). Afinitni nosi¢ byl zakryt horni fritou a
kolonka byla promyta pied vlastni separaci 20 ml Vazebného pufru. Poté byl aplikovéan vzorek,
po nemz nasledovalo vymyti nespecificky navazanych proteini 40 ml Vazebného pufru. Na
zavér byly vazané proteiny vyplaveny 10 ml Eluéniho pufru a sbirany frakce po 1 ml. Jednotlivé
ziskané frakce byly analyzovany spektrofotometricky a imunochemicky na pritomnost CTB
proteinu. Na zaklad€ téchto analyz byly frakce pospojovany a dialyzovany proti SO mM Tris-
HCI (pH 8,0). Po skonceni eluce byla kolonka promyta 20 ml 0,02% azidu sodného v ddH,0 a

uskladnéna ve 4 °C pro dalsi pouziti.

Pouzité roztoky: Vazebny pufr 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

Eluéni pufr 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 M D-galaktosa

4.7.3 Dialyza

Pred vlastni dialyzou bylo dialyzaéni stievo (Serva) povafeno 10 min v destilované vodé. Vzo-
rek byl prenesen pipetou do dialyza¢niho streva, které bylo poté na obou stranich uzavieno
svorkami. V pfipad¢ purifikace polyomavirovych pseudokapsid probihala dialyza proti B pufru,
zatimco v pfipadé cholerového toxinu proti 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) pfes noc (9-12 h) pii 4 °C
za stdleho michani. Virové pseudokapsidy byly po prob&hnuti dialyzy zahu$tény centrifugaci
pfes pol§taf sacharosy. Pfi purifikaci cholerového toxinu byly vzorky zahustény pfimo

v dialyza¢nim stfevé za pouziti polyethylenglykolu (M, = 20000).

4.7.4 Imunodot-blot

Proteinové lyzaty byly pfimo bez jakékoliv Gpravy naneseny mikropipetou na suchou nitrocelu-
losovou membranu, rozpéti nanasky na jednu skrvnu 1-3 pl proteinového roztoku. Po odpateni
vody pfi laboratorni teploté byla membrana vlozena do 5% odtuénéného mléka v PBS pufru za

Ucelem saturace celé plochy membrany. Déle nasledovala imunochemicka detekce viz niZe.

4.7.5 SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

V pokusech byla pouzivana klasicka diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
(Sambrook et al., 1989). Proteinové lyzaty byly pfed vlastni separaci smichdny s 5x Laemmli
pufrem v pomé&ru 4:1, povareny (100 °C) 5 min a stazeny na dno mikrozkumavky kratkou cent-
rifugaci (7000 x g/30 s), vzniklé supernatanty byly posléze nanaseny na gel. Vlastni separace
probihaly v aparatufe "MiniGel" (Hoefer). Zasobni roztok akrylamidu obsahoval 29 % akryla-

midu a 1 % N,N’-methylenbisakrylamidu. Vlastni separace probihala v homogennich gelech
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v pfitomnosti SDS (5/12%, tj. 5% horni zaostiovaci gel a 12% dolni separa¢ni gel pfi vlozeném
napéti zpo€atku 8V/cm, po zkoncentrovani vzorkit na hranici dolniho separaéniho gelu bylo

aplikovano napéti 10V/cm.

Pouzité roztoky a sloZeni gelu: 5% Laemmli pufr 250 mM Tris-HCI (pH 6,8)
50% glycerol
10% SDS
0,05% bromfenolova modf
25% B-merkaptoetanol

Zaostiovaci gel (3 ml) 2,11 ml ddH,0
0,5 ml 30% akrylamidu (Serva)
0,375 ml I M Tris-HCI (pH 6,8)
30 ul 10% SDS
5 uWl TEMED
20 pl 10% amonium persulfét

Separaéni gel (10 ml) 2,12 ml ddH,0
4 ml 30% akrylamidu (Serva)
3,73 ml I M Tris-HCI (pH 8,8)
100 pl 10% SDS
10 upl TEMED
50 pl 10% amonium persulfat

10x Elektroforeticky pufr 250 mM Tris, 1,92 M glycin, 1% SDS, pH 8,3

4.7.6 Prfenos proteini na nitrocelulosovou membranu (Western blot)

Polyakrylamidovy gel byl bezprostfedné¢ po probéhnuti elektroforézy inkubovan 10 min
v Pfenosovém pufru (angl. Blotting buffer). Nasledn¢ byl sestaven sendvi¢ sestdvajici se z gelu
a nitrocelulosové membrany (NC 45, Serva) obklopené z obou stran jednou vrstvou specidlnich
savych papirl Whatman a n¢kolika vrstev filtracnich papird. Takto formovany sendvi¢ byl vlo-
Zen do aparatury (Hoefer) a bylo aplikovano napéti 100 V pfi konstantni intenzité elektrického
pole (250 mA) po dobu 3 h. V pfipadé, Ze byla pouzivany aparatura pro polosuchy (angl. semi-
dry) pienos bylo aplikovano napéti 200 V pfi intenzité elektrického pole 0,8 mA/cm® po dobu
1-2 h. Po skonceni pienosu byl sendvi¢ rozebran a membrana s pfenesenymi proteiny byla krat-
ce proplachnuta v ddH,O a nasledné vlozena do 5% odtu¢néného mléka v PBS za ucelem satu-

race celé plochy membrany.

Pouzity roztok: Prenosovy pufr 25 mM Tris, 185 mM glycin, 20% metanol, pH 8,3

4.7.7 Imunochemicka detekce proteini

Vysycena membrana s navazanymi proteiny byla inkubovana 1 h s primarni protilatkou v 5%
odtu¢néném mléce v PBS roztoku. Po této inkubaci byla membrana 3x 10 min promyta
v roztoku PBS za u€elem odmyti nespecificky navazané primarni protilatky. Nasledovala
30 min inkubace se sekundarni protilatkou v roztoku PBS. Po odmyvani nespecificky navazané
sekundérni protilatky (3x 10 min) byla membrana zalita roztokem Luminolu a bezprostfedné
ptenesena do vyvolavaci kazety s RTG filmem. Doba expozice se liSila dle identifikovaného

proteinu od 5 s az po 20 min. Po expozici byl film vloZen do roztoku Vyvojky, po objeveni se
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prouzkd, resp. skvrn byl pfendan do Ustalujiciho roztoku. Na zavér byl film ususen a pfeveden

do elektronické podoby ve skenovacim zafizeni.

Pouzité roztoky: PBS 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO,,
doplnit ddH,0 do 1000 ml, upravit pH na 7,4
Luminol A. 18 ml ddH,0, 2 ml Tris-HCI (pH 8,5), 200 pl Luminol a 88 pl

kumarova kyselina

B. 18 ml ddH,0, 2 ml Tris-HCI (pH 8,5), 20 ul H,0,
Slozky A a B byly smichany bezprostfedné pted aplikaci na
membranu

4.7.8 Stanoveni koncentrace proteinu dle Bradfordové

Metoda je zaloZena na interakci barvy Coomassie Brilliant Blue s bazickymi a aromatickymi
aminokyselinami v proteinech. Pro kalibraci byly pouZivany roztoky BSA (hovézi sérovy albu-
min) o koncentracich 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml a I mg/ml.

K 990 pl Bradfordové roztoku bylo pfidano 10 pl proteinové vzorku, smés byla promi-
chéna a inkubovana 5 min pfi laboratorni teploté. Dale byla zméfena opticka denzita pti 595 nm

proti slepému vzorku (SPEKOL 11) a koncentrace proteind byly odeéteny z kalibraéni k¥ivky.

Postup ptipravy Bradfordové roztoku: V 50 ml 96% etanolu bylo rozpuiténo 100 mg Coomassie Briliant Blue
(9-12 h), poté bylo ptidano 100 ml H;PO, a doplnéno ddH,0 do 1000 ml. Vy-
sledny roztok byl zfiltrovéan pies 0,22 pl filtr (Milipore).

4.8 Escherichia coli — kultivace, transformace a uchovavani

4.8.1 Kultivace E. coli

Kultivace bakterii probihala na pevném LB (Luria-Bertani) médiu (Zivny agar ¢. 2) v termostatu
pti 37 °C po dobu 12-16 h, nebo v tekutém LB médiu (Zivny bujén €. 2) v termostatované tie-
pacce pii 37 °C po dobu 12-16 h. U bakterialnich klond, které nesly plasmid s rezistenci na an-

tibiotika, byla do média vzdy pridana odpovidajici mnozstvi pfislusnych antibiotik.

Pouzit¢ média: LB médium (Zivny bujén &. 2) 10 g trypton (angl. bacto-pepton)
5 g kvasni¢ny extrakt (angl. bacto-yeast)
10 g NaCl
doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)

LB-agar (Zivny agar ¢. 2) 10 g trypton (angl. bacto-pepton)
5 g kvasni¢ny extrakt (angl. bacto-yeast)
10 g NaCl
15 g agaru pro bakteriélni kultivace
doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)

4.8.2 Vneseni plasmidové DNA do bakterialnich bunék

Vstup izolované molekuly DNA do bakterialni buiiky se nazyva transformace. K tomuto pro-
cesu muze dochazet spontanné u recipientnich bunék ve stavu kompetence, coz je schopnost

transportovat DNA z média do buriky. Pro u¢inné vneseni DNA do bakteridlnich bunék existuje
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nékolik metod. V nasi laboratofi pouzivame metody transformace pomoci teplotniho Soku ¢i
elektroporace.

4.8.2.1 Priprava kompetentnich bunék pomoci CaCl,

Pro uspokojivy vysledek je tieba zajistit dostate€nou aeraci a odbér z pocatku exponencialni
faze ristu (pfi naristu kultury nad O.D.560 ~ 0,4 dochazi ke sniZeni u€innosti transformace).
Poté jsou bunky vystaveny plisobeni CaCl2 za sniZzené teploty. Takto pfipravené kompetentni
buriky jsou schopné pfijmout plasmidovou DNA.

Nejprve bylo pfipraveno inokulum E. coli ve 20 ml LB média inkubaci 9-12 h za tfepani
(150 rpm) pfi 37 °C. Mnozstvi 1 ml ziskaného inokula bylo pouzito pro zaockovani 100 ml
predehratého (37 °C) LB média v 1 | baiice, kultura byla poté inkubovana za intenzivniho tfepa-
ni pfi 37 °C do 0.D.590 ~ 0,375. Baiika s narostlou kulturou byla ponofena do ledové tfisté
a inkubovana 10 min. Od této doby probihaly vSechny pracovni kroky na ledu. Buriky jsou rov-
néz citlivé na mechanické poskozeni — nelze je tedy intenzivné tfepat, michat a odstfed’ovat pii
vysokych otackach. Po odstfedéni (1500 x g/10 min) pti 4 °C byly buriky opatrné resuspendo-
vany v 50 ml vychlazeného roztoku 100 mM CaCl, (pH 8,0), asepticky pieneseny do vychlaze-
nych, sterilnich kyvet a inkubovany 20 min na ledu. Nasledovala centrifugace (1500 x g/
10 min) pfi 4 °C, ziskané pelety byly resuspendovany ve smési 1,75 ml ledového roztoku
100 mM CaCl, (pH 8,0) a 0,75 ml glycerolu. Suspenze bunék byla rozdéléna po 100 pl do ste-
rilnich mikrozkumavek. Buriky, které nebyly pouzity pfimo k transformaci, lze pfimo zmrazit

v tekutém dusiku a uchovavat pti —70 °C po nékolik mé&sicu.

Pouzité¢ média a roztoky: LLB médium 10 g trypton (angl. bacto-pepton)
5 g kvasni¢ny extrakt (angl. bacto-yeast)
10 g NaCl
doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)

100 mM CaCl, (pH 8,0)

4.8.2.2 Pracovni postup transformace E. coli DHSa bunék teplotnim Sokem

Ke 200 pl kompetentnich bunék E. coli bylo ptidano 5 ul ligaéni smési, obsah mikrozkumavek
byl promichan pieklopenim a vloZen do ledu na 30-60 min. Inkubaci 2 min pfi 42 °C byl prove-
den tepelny Sok, buriky poté byly zchlazeny 30 s na ledu. Po pfidani 800 pul LB média bez se-
lek¢niho antibiotika byly mikrozkumavky inkubovany za ob¢asného protfepani 1 h pfi 37 °C.
Po centrifugaci (5000 x g/ 15 s) bylo odsato 800 ul supernatantu. Sediment se zbytkem média
byl promichan pipetou a 100 az 200 pl bylo vyseto na agarovou plotnu s LB médiem s ampicili-
nem (50 pg/ml). Plotny byly inkubovany vickem dolu pti 37 °C po dobu 12-16 h, respektive do
doby, nez byly viditelné kolonie. Narostlé rekombinantni kolonie byly individualné odebrany
sterilnim paratkem a inokulovany do 5 ml LB*™* média s ampicilinem. Po inkubaci 9-12 h pfi

37 °C za stalého tfepani byla z narostlé bakterialni kultury izolovéna plasmidova DNA.
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Pouzité média a roztoky: LB médium 10 g trypton (angl. bacto-pepton)
5 g kvasni¢ny extrakt (angl. bacto-yeast)
10 g NaCl
doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)

LB-agar 10 g trypton (angl. bacto-pepton)
5 g kvasni¢ny extrakt (angl. bacto-yeast)
10 g NaCl
15 g agaru pro bakterialni kultivace
doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)

LBA™* LB médium s ampicilinem (50 pug/ml)

4.8.2.3 Priprava kompetentnich bunék E. coli DH10 Bac pro transformaci
teplotnim Sokem

BTel* Kan+

Bakterie kmene E. coli DH10 Bac byly zaockovany do 5 ml L a inkubovany za staleho

trepani (150 rpm) 9-12 h pfi 37 °C. Poté byly 4 ml narostlého inokula pfevedeny do 400 ml
LB™**** a nasledné kultivovany za stalého tiepani pii 37 °C, dokud kultura nedosahla O.D.¢
hodnoty 0,4. Bakterialni masa byla sedimentovana centrifugaci (4150 x g/10 min) pfi 4 °C,
sediment bun¢k byl 2x promyt 10 ml vychlazeného (4 °C) 50 mM CacCl,, pfi druhém promyvani
byly buriky ponechany 30 min na ledu. Po posledni centrifugaci (4150 x g/10 min) byly burky
resuspendovany ve 2 ml vychlazeného roztoku 50 mM CaCl, s 20% glycerolem. Na zavér byly

burniky rozdéleny po 400 pl do predchlazenych mikrozkumavek a uchovavany dlouhodobé pfi

-75 °C.
4.8.2.4 Transformace E. coli DH10 Bac metodou teplotniho Soku

Pfed vlastnim procesem transformace byly buriky inkubovany 2 h na ledu. V 15 ml zkumavce
s kulatym dnem bylo smichano 200 pl kompetentnich bun¢k a 10 pl prislusného donorového
plasmidu, smés byly inkubovana 30 min na ledu. Poté byly smés vystavena teplotnimu $oku
(42 °C/45 s), po kterém nasledovalo bezprostiedni zchlazeni smési 2 min na ledu. K buiikdm byl
pfidan 1 ml SOC média a buriky byly inkubovany 2-3 h pfi 37 °C za stalého tfepani (150 rpm).
Po centrifugaci (9000 x g/ 15 s) bylo odsato 800 pl supernatantu. Sediment se zbytkem média
Tet+Kan+Gen+

byl promichan pipetou a 100 az 200 ul bylo vyseto na agarovou plotnu s LB médiem

a obsahujici analog laktosy IPTG a chromogenni substrat -galaktosidasy X-gal. Plotny byly
inkubovany vickem doli pfi 37 °C po dobu 48 h, respektive do doby, nez byly viditelné kolonie.

Narostlé bilé (rekombinantni) kolonie byly individudlné odebrany sterilnim pératkem

BTet+Kan+Gen+

a inokulovany na Cerstvou plotnu s L médiem obsahujici IPTG a X-gal. Po inkubaci

24 h pti 37 °C byly bakterialni izolaty s bilym fenotypem kontrolovany na pfitomnost transgenu
pomoci PCR detekce.
LBT*Ka* médium 10 g trypton (angl. bacto-pepton)

S g kvasniény extrakt (angl. bacto-yeast)

10 g NaCl

doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)

tetracyklin (10 pg/ml)
kanamycin (50 pg/ml)

Pouzité média a roztoky:
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LBTettKantGent qoar 10 g trypton (angl. bacto-pepton)

5 g kvasni¢ny extrakt (angl. bacto-yeast)
10 g NaCl

piidat 15 g agaru pro bakterialni kultivace
doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)
tetracyklin (10 pg/ml)

kanamycin (50 pg/ml)

gentamycin (7 pg/ml)

SOC médium 20 g trypton (angl. bacto-pepton)
5 g kvasni¢ny extrakt (angl. bacto-yeast)
10 mM NaCl
2,5mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
20 mM glukosa
(roztoky MgCl, a MgSQO, byly sterilizovéany sa-
mostatné a k médiu byly pfidany bezprostfedné
az pred vlastnim pouZitim)

IPTG 0,1 M isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

X-Gal 20 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galaktopyranosid / 1 ml N,N-dimethylformamid

4.8.2.5 Priprava kompetentnich bunék pro elektroporaci

Bakterie byly zaockovany do 10 ml TPN média a kultivovany ve tiepacce 12-16 h pfi 37 °C.
Narast bakterialni kultury byl ovéfovan spektrofotometricky stanovenim O.D.sq. Bakterialni
suspenze byla nafedéna TPN médiem tak, aby vysledna O.D. s¢0 v 500 ml TPN ¢inila 0,1. Bak-
teridlni kultura byla dale kultivovana aerobné a byla sledovana O.D.ssp az do hodnoty 0,5-0,7.
Suspenze byla centrifugovana (4150 x g/10 min), pelet bunék byl resuspendovan v 500 ml vy-
chlazené (4 °C) demineralizované H,O a opét centrifugovana (4150 x g/10 min). Pelet bunék
byl opét resupendovan ve 250 ml vychlazené (4 °C) demineralizované H,O a opét centrifugovén
(4150 x g/10 min). Na zavér byl sediment bunék resuspendovan ve 20 ml vychlazeného (4 °C)
10% glycerolu, suspenze byla centrifugovana (4150 x g/10 min). Sediment bunék byl opét re-
suspendovan v 10 ml vychlazeného (4 °C) 10% glycerolu a centrifugovan (4150 x g/10 min).
Finalni pelet bunék byl resuspendovan v 1 ml vychlazeného (4 °C) 10% glycerolu a suspenze
byla rozdélena po 100 pl objemech do mikrozkumavek, bezprostiedné zamrazena v tekutém

dusiku a dlouhodobé uchovavana pfi -75 °C.

Pouzité roztoky a média: TPN médium 20 g trypton (angl. bacto-pepton)
5 g kvasniény extrakt (angl. bacto-yeast)
10 g NaCl
doplnit dH,0 do 1000 ml, (121 °C, 15 min)
10% glycerol

4.8.2.6 Transformace E. coli pomoci elektroporace

Kompetentni buiiky byly pozvolna (~20 min) rozmraZeny na ledu. K 50 pl kompetentnich bu-
nék byly pfidany 2 ul plasmidové DNA a smés byla opatrné promichana. Smés byla pfevedena

do elektroporaénich kyvet vychlazenych na ledu. Elektropora¢ni kyveta se smési buné€k a plas-
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midu byla vloZena do elektroporatoru (nastaveni hodnot: 25 pF, 2,5 kV, 200 Q) a byl aplikovén
puls (4-5 ms). Bezprostiedné po aplikaci pulsu byl k burikam pfidan 1 ml SOC média, suspenze
byla prevedena do sterilnich ban€k a aerobné kultivovana 1 h pfi 37 °C ve tfepacce. Poté byly
bakterie sedimentovany centrifugaci (11000 x g/20 s), vysety na LB-agarovou plotnu

s pfislusnym antibiotikem a kultivovany 12-16 h pii 37 °C.

4.8.3 Dlouhodobé skladovani bakterialnich E. coli bunék

Bakterie byly kultivovany aerobné v tekutém LB médiu s pfislusnymi antibiotiky 9-12 h pfii 37
°C. Z bakteridlni kultury bylo odebrano 400 pl, ke kterym bylo bezprostiedné ptidano 400 pl
40% glycerolu. Smés byla promichana a nasledné zamrazena v tekutém dusiku a dlouhodobé

skladovana pfti -75 °C.

4.9 Bakulovirovy expresni systém

V nasi laboratofi je v soucasné dobé vyuzivan bakulovirovy expresni systém Bac-to-
Bac expression system komeréné dodévany firmou Invitrogen.

4.9.1 Pasazovani hmyzich bunék

Konfluentn€ narostlé hmyzi buiiky linie Sf9 byly staZzeny Skrabatkem z kultiva¢ni misky ¢i
lahve a pievedeny do sterilni 50 ml zkumavky. K buitkdm bylo pfidano TNM-FH médium
s 10% FCS tak, aby pomér bunééné suspenze a Cerstvého média byl 1:3. Buikky byly fadné re-
suspendovany (né€kolikrat protazeny sklenénou pipetou) a rozdéleny po ' objemech na nové
sterilni kultivaéni misky. Misky byly pfeneseny do termostatu (28 °C) a kultivovany 4-5 dni do

dalsi pasaze.

4.9.2 Infekce hmyzich bunék rekombinantnim bakulovirem

Pred infekci byly buriky pasazovany do bezsérového TNM-FH média tak, aby byly po pfichy-
ceni na povrch misek 50% konfluetni. Po pfichyceni bunék (~30 min) bylo médium z misek
odsato a bylo aplikovano bakulovirové inokulum (10 pfu/burika). Nasledné byly buiiky za mir-
ného kolébani inkubovany 1 h pfi laboratorni teploté, poté bylo k buikdm pfidino TNM-FH
médium s 10% FCS. Infikované bunky byly kultivovany 48-72 h (28 °C) za ucelem produkce
rekombinantnich proteini, doba kultivace bunék je rozdilna pro riizné proteiny v nich produko-
vanych. Buriky byly seskrabany a prevedy do 50 ml zkumavky a sedimentovany centrifugaci
(1750 x g/S min), sediment bunék byl promyt roztokem PBS pro odstranéni sérovych proteint.
Finalni sediment hmyzich bunék byl uskladnén v -20 °C pro dal$i nasledné purifikacni prepara-

ce.
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4.9.3 Plakova analyza

Hmyzi buriky byly pasaZovany v bezsérovém TNM-FH médiu do kultiva¢nich misek (& 6 cm)
tak, aby byly 30-40% konfluetni. Po pfichyceni bunék bylo médium odséto, bylo pfidano 0,5 ml
bakulovirového inokula v rizném fedéni (10,10°,10° a 107) a buiiky byly inkubovany 1 h
(22 °C) za stalého kolébani. Poté bylo inokulum odséto a bunky byly pfevrstveny 4 ml sterilni
Sea Plaque agarosy (Sigma) v TNM-FH médiu s 10% FCS a antibiotiky. Po ztuhnuti agarosy
byly bunky inkubovany 6-8 dni (28 °C), nasledn€ byly vyvinuté plaky oznaceny pod lupou.
Takto vybrané plaky byly vypichnuty sterilni $pic¢kou a pfeneseny na misku s hmyzimi burika-
mi, kde po 4 dnech bylo odsdto médium s uvolnénymi bakulovirovymi viriony a poslouzilo jako
inokulum pro dal$i plakové analyzy. Tento postup byl opakovan do té doby, nez bylo ziskano

inokulum obsahujici pozadovany rekombinantni bakulovirus.

4.9.4 Transfekce hmyzich bunék

Hmyzi buriky byly pasazovany do misek (& 6 cm), po pfichyceni bunék (~30 min) bylo odsato
médium a byly pfidany 2 ml ¢erstvého TNM-FH média s 10% FCS. Paralelné byla pfipravena
transfekéni smés obsahujici 10 pl bacmidové DNA, 950 ul HEBS pufru a 50 pl 2,5 M CaCl,,
tato smés byla promichana a inkubovana 30 min pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla
transfek&ni smés opatrné po kapkach pfidana k burikdm, které byly poté inkubovany 4 h pfi
28 °C. Nasledné bylo médium z bunék odsato, buiiky byly oplachnuty 5 ml TNM-FH hmyziho
média s 10% FCS a nakonec k nim bylo pfidano 5 ml TNM-FH s 10% FCS. Po 4-6 dnech inku-
bace (28 °C) bylo médium z bunék odsato a pouzito jako inokulum pro dal3i infekce ¢i plakové
analyzy. Sediment bun&k byl imunochemicky kontrolovan na pfitomnost rekombinantnich pro-

teinu.

4.9.5 Fixace hmyzich bunék pro ucely imunofluorescencni
mikroskopie

Hmyzi buiiky byly nasazeny na mikroskopicka sklicka ve 24-jamkové desti¢ce a infikovany
ptislusnym rekombinantnim bakulovirem. Po 48 h byl z bunék odsidto médium, a buiky byly
oplachnuty roztokem PBS. Nasledné byly burky fixovany smési methanol-aceton (1:1) po dobu
5 min. Po odsati fixani smési byly buriky ponechany pfti laboratorni teploté dikladné vy-
schnout od metanolu acetonu. Fixované buiiky byly vysyceny roztokem 0,25% Zelatiny a 0,25%

BSA v roztoku PBS. Po vysyceni bunék nasledovalo nepfimé znaceni pro imunofluorescenci.
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4.9.6 Schématicky postup purifikace polyomavirovych pseudokapsid
z hmyzich bunék

Hmyzi buriky infikované rekombinantnim bakulovirem nesouci gen pro hlavni strukturni pro-
tein VP1, resp. geny pro hlavni strukturni protein VP1 a fizni gen pro chimericky protein
EGFP-tVP3 byly 72 h po infekci sklizeny a pfeneseny do 50 ml zkumavek. Po sedimentaci
(1500 x g/10 min) byl pelet bunék promyt roztokem PBS a resuspendovén v B pufru. Suspenze
bunék v B pufru byla sonikovana (3x 30 s, amplituda 10 mikron(), poté byly uvolnéné proteiny
odseparovany od bunéénych struktur centrifugaci (4150 x g/10 min, 4 °C). Supernatant byl dale
centrifugovan pies polstai 10% sacharosy, sediment proteinli a pseudokapsid byl resuspendovén
v B pufru sonikaci (3% 30 s). Suspenze byla nasledné ultracentrifugovana v gradientu CsCl
(35000 rpm SW41/20 h), poté byl hustotni gradient rozebran po frakcich o objemu 800 pl.
U kazdé frakce byl zméfen refraktometricky index a byla provedena imunochemicka detekce na
ptitomnost danych proteinli. Na zakladé téchto analyz byly jednotlivé frakce pospojovany do
dvou vyslednych frakci, prvni obsahujici tzv. prazdné pseodokapsidy a druha obsahujici tzv.
pIné pseudokapsidy (tj. takové nanocastice, které obsahuji DNA bakulovirového ¢i hmyziho
piivodu). Tyto frakce byly dialyzovany proti B pufru po dobu 9-12 h, poté byly frakce zahusté-
ny centrifugaci pfes polstat 10% sacharosy, vysledny sediment byl resuspendovéan v B pufru.
Pro ucely dokonalé purifikace polyomavirovych nanocastic byly pfislusné frakce pseu-
dokapsid dale podrobeny ultracentrifugaci v gradientu 10-40% sacharosy (25000 rmp SW41/
2 h), gradient byl rozebran na frakce po 700 pl. Jednotlivé frakce byly charakterizovany refrak-
tometricky a imunochemicky. Na zakladé téchto analyz byly frakce zpétné pospojovany a dialy-
zovany proti B pufru po dobu 9-12 h. Suspenze psedokapsid byla na zavér zahusténa centrifu-
gaci pfes polstaf 10% sacharosy. Finalni sediment byl rozplaven v B pufru a dale biochemicky

a imunologicky charakterizovan.

4.10 Neprima imunofluorescence

K fixovanym a vysycenym buitkkdm byla pfidana primarni protilatka fedéna v roztoku 0,25%
zelatiny a 0,25% BSA v roztoku PBS, buriky byly inkubovany 1 h v primarni protilatce pfi labo-
ratorni teploté za mirného kyvani. Poté byla primarni protilatka odsata a nespecificky navazana
protilatka byla odmyta 3x po 10 min v roztoku PBS. K burikam byla dale pfidana sekundarni
protilatka (fedéna v PBS), buiiky byly inkubovany 30 min v sekundarni protilatce za mirného
kyvani. Protilatka byla odsata a buiiky byly promyty 3x 10 min roztokem PBS. Na zavér bylo
skli¢ko namontovano do kapky 50% glycerolu s DAPI a pozorovano pod fluorescenénim mik-

roskopem (Olympus BX60).
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4.11 Imunologické analyzy a pristupy

4.11.1 Imunizac¢ni schéma

Chimerické polyomavirové <¢&éstice byly intranasalné aplikovany myS$im kmene Balb/c
v mnozstvi 50 pg/davka. Po 14. dnech byly podana my$im druhd davka ve stejném mnozstvi
rovnéz intranasalné. Po 28. dnech od prvni imunizace byly mysi usmrceny a z vypreparovanych
slezin byly purifikovany T buriky. V ziskanych sérech byly stanovovany specifické protilatky
proti VP1, resp. EGFP proteinu pomoci ELISA analyz.

4.11.2 Priprava myeloidnich dendritickych bunék

Z usmrcenych mysi (kmeny Balb/c a B6) byly preparovany stehenni kosti, které byly zbaveny
kloubnich hlavic. Ze zbylé ¢asti kosti byla odebrana kostni dfeni proplachnutim kostni dutiny
komplexnim médiem RPMI-1640 s 10% FCS a 4% rGM-CSF. Vyplavena kostni dfeii byla Setr-
né homogenizovana a sedimentovana (1250 x g/8 min). Bunéény sediment byl resuspendovan

v RPMI-1640 médius 10% FCS a buiiky byly kultivovany po dobu 5 dnii (37 °C/ 5% CO,).

Pouzité médium a rustovy faktor: RPMI-1640 (Sigma)
10% FCS (Sigma)

10 mM HEPES N-[2-hydroxyetyl]-piperazin-N"-[2-
etansulfonova kyselina] (Sigma)
4% rGM-CSF Tento faktor stimulujici rist granulocytd a mo-

nocytll je rekombinantni protein (14 kDa) pro-
dukovany v E. coli, byl pouZivan v kone&né
koncentraci 4% (v/v).

4.11.3 Pseudoinfekce dendritickych bunék a méreni fenotypovych
znaku jejich aktivace

Myeloidni dendritické buiiky narostlé in vitro v pfitomnosti 4% GM-CSF (5. den) byly nasaze-
ny do 24-jamkové desticky (1x10° bunék/jamka) v 1 ml bezsérovém RPMI-1640 médiu s 4%
GM-CSF. Po ¢aste€ném prisednuti bunék (~3 h) bylo 800 ul média opatrné odséato. Nasledné
bylo pfidano 10 ul suspenze polyomavirovych pseudokapsid v bezsérovém RPMI-14 médiu
v ptislusném mnozstvi (10° az 107 nanoéastic/buiika) a buiiky byly inkubovany po dobu 1 h
(37 °C/5% CO0,). Po této inkubaci bylo pfidano opét 800 ul RPMI-1640 média s 10 % FCS a 4%
GM-CSF a buriky byly déle inkubovény 24, resp. 48 h (37 °C/5% CO0,). Po této dobé byly buriky
stazeny z jamek, pfevedeny do zkumavek a sedimentovany (1250 x g/8 min). V supernatantu
byl imunochemicky detekovan pomoci ELISA testu cytokin IL-12, zatimco sediment bun¢k byl
promyt v roztoku PBS. Pomoci fluorescencné znafenych protilatek byly znaCeny povrchové
molekuly MHCgp II, CD80 a CD86, pro detekci mrtvych bunék byl pouZit propidium jodid
(25 pg/ml), s nimz byly buiiky inkubovany 20 min. Buriky byly opét promyty v roztoku PBS, na
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zavér resuspendovany ve FACS pufru a analyzovany prutoku cytometrii (LSRII Benton Dickin-

son).
4.11.4 Stanoveni proliferace T bunék a jejich produkce IL-2 a INF-y

4.11.4.1 Priprava antigen presentujicich bunék

Myeloidni dendritické butiky narostlé in vitro v ptitomnosti 4% GM-CSF (5. den) byly nasaze-
ny do 24-jamkové desticky (1,5x10° bun&k/jamka) v 1 ml bezsérového RPMI-1640 média s 4%
GM-CSF. Po ¢asteéném prisednuti bunék (~3 h) bylo 800 pl média opatrné odsato. Nasledné
bylo pfidano 5 pul suspenze polyomavirovych pseudokapsid v bezsérovém RPMI-14 médiu tak,
aby finalni koncentrace byla 5 pg/ml a buniky byly dale inkubovany po dobu 1 h (37 °C/5%
CO0,). Po této inkubaci bylo pridano opét 800 ul RPMI-1640 média s 10% FCS a 4% GM-CSF
a buniky byly dale inkubovany 16 h (37 °C/5% CO0,). Po této inkubaci byly buiky sklizeny, se-
dimentovany (1250 x g/8 min) a resuspendovany v v RPMI-1640 médiu s 10% FCS
(0,3x10° bun&k/ml).

4.11.4.2 Inhibice zpracovani a presentace antigenu

Pro studium mechanismi zpracovani a prezentace polyomavirovych ¢astic v dendritickych buri-
kéach byly tyto buriky kultivovany v pfitomnosti pfislu$nych inhibitor(i (chloroquine, bafilomy-
cin A a epoxomicin). Inhibitor byl vzdy pfidan k burikdm 30 min pted pseudoinfekci, dale byl
ptitomen i celou dobu pseudoinfekce a nasledné 16 h inkubace. Pfi té€chto inhibi¢nich pokusech
byly dendritické buiiky na konci inkubace sklizeny, promyty v roztoku PBS a fixovany v 1%
paraformaldehydu po dobu 15 min. Po fixaci byly buniky 2x promyty v RPMI-1640 médiu
s 10% FCS, ve kterém byly na zavér resuspendovany (0,3x10° bunék/ml). Takto pfipravené
dendritické buiiky prezentujici ptislusné antigenni peptidy byly déale pouzity v analyzach pro-

liferace T bunék.

Pouzité inhibitory: Bafilomycin A
Cathepsin S inhibitor
Chloroquine
Epoxomicin

4.11.4.3 Vybiti CD4" nebo CD8" T bunék

T buniky ze smé&si splenocyti byly purifikovany pfes nylonovou vatu. Nasledné byly ze suspen-
ze specificky odstranény CD4" nebo CD8" T buiiky. Suspenze viech (CD3") T buné&k byla vzdy
nezavisle oznafena pomoci anti-CD4 nebo anti-CD8 protilatky. Takto oznacené T buriky byly
nasledné vystaveny plsobeni potkanimu komplementu, ktery selektivné odstranil imunoglobu-
liny oznadené T buiiky. Kontrola odstranéni ptislusného typu T bun€k byla provedena pomoci

pratokové cytometrie pomoci imunuznaceni ptislu$né povrchové molekuly (CD4 nebo CD8).
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4.11.4.4 Fluorescenéni znaceni T lymfocyti

Pro ucely proliferacnich analyz byly prislusné T buiiky in vitro fluorescen¢né znaceni pomoci
reakéni soupravy CellTrace CFSE Proliferation Kit (Molecular Probes). Metoda je principialné
zaloZena na schopnosti bezbarvé (nefluorescencni) molekuly karboxyfluorescein diacetat suk-
cimidyl esteru (bézné nazyvané CSFE) volné difundovat do bunék, kde jsou jeji acetatové sku-
piny St€peny bunéénymi esterasami. Produktem téchto reakci je vznik vysoce fluorescentni mo-
lekuly — karboxyfluorescein sukcimidyl ester. Skupiny sukcimidyl ester nasledné reaguji
s vnitrobunéénymi aminy, ¢imz vznikaji fluorescentni konjugaty, které jsou odolné vi¢i fixac-
nim ¢inidlim aldehydového typu. Nezreagované molekuly a vedlejsi produkty jsou opét pasivné
uvolnény do média, kde mohou byt odstranény naslednym promytim bunék. Pfi déleni takto
obarvenych bunék dochazi k postupnému vyted'ovani CSFE, na CemZ je zaloZeno stanoveni
miry proliferace bunék.

T bunky byly resuspendovany v predehfatém (37 °C) roztoku PBS s0,1% BSA
v kone¢né koncentraci 1x10° bungk/ml. Poté byly piidany 2 pl zasobniho roztoku SmM
CSFE/ml buné¢né suspenze, tj. finalni koncentrace 10 uM CSFE. Suspenze bunék byla inkubo-
vana poté 10 min (37°C/5% CO,) a reakce byla zastavena pfidanim 5 objemt ledové vychlaze-
ného RMPI-1640 média. Po inkubaci (5 min) byly buiiky sedimentovany (1250 x g/8 min),
pelet bunék byl resuspendovan v RPMI-1640 média a promyti bylo jest€ 2x opakovéno. Na
zavér byly bunky resuspendovany v RPMI-1640 médiu na pozadovanou koncentraci a pouzity
v naslednych prolifera¢nich analyzach. Buriky znacené pomoci CSFE byly detekovany pomoci

pritokové cytometrie (excitace 488 nm).

Pouzité roztoky a média: 0,1% BSA v PBS
S mM CSFE
RPMI-1640 (Sigma)

4.11.4.5 Vlastni stanoveni specifické proliferace T bunék a jejich produkce IL-2

a INF-y
Mira proliferace T bunék byla nezavisle stanovovana dv€ma experimentalnimi pfistupy. Prvni
zpiisob je zaloZen na inkorporaci *H-thymidinu do délicich se T bunék, a jeho nasledné detekci
na scintilatoru. Druhy postup vyuziva poklesu intenzit fluorescenéné znacenych T bunék
(CSFE) v prubéhu kokultivace s dendritickymi burikami, stanoveni se provadi na konci inkuba-
ce (po 5 dnech) pomoci pritokové cytometrie.

Do 96-jamkové mikrotitracni desti¢ky bylo nasazeno do jednotlivych jamek 100 pl pfi-
slusnych T bunék z imunizovanych nebo imunologicky naivnich my3i (1,5%10° bunék/ml). Poté
bylo pfidano 100 ul suspenze dendritickych bunék prezentujicich antigenni peptidy odvozené
z polyomavirovych pseudokapsid (0,3x10° bunék/ml), tj. vysledny pomér T bunék vigi dendri-

tickym burikdm byl 5:1. Smési bunék byly dale kultivovany po dobu 5 dnid (37 °C/5% CO0,).
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V piipadé méfeni proliferace T bunék mirou inkorporace *H-thymidinu bylo k suspenzi bungk
pfiddno na poslednich 5 h ko-kultivace 0,5 pCi *H-thymidinu. Na zavér byla stanovena mira
inkorporace *H-thymidinu do T bun&k ve scintilaénim roztoku. Proliferace fluorescenéné zna-
¢enych T bunék poklesem intezit CSFE byla analyzovana a méfena pomoci priitokové cytomet-
rie (LSRII Benton Dickinson).

Pro ucely stanoveni specifické produkce IL-2 a INF-y T buiikami byly ko-kultivovany
dendritické bunky a ptislusné T buriky po dobu 48 h (pro IL-2), resp. 72 h (pro INF-y). Po této
kultivaci byly buriky sedimentovany (1250 x g/8 min) a v odebraném supernatantu byly imuno-

chemicky detekovany ptislu§né cytokiny analyzou ELISA.

4.11.5 Neradioaktivni in vivo cytotoxicky test

Ze syngennich mysi byly izolovany splenocyty, které byly rozdéleny na dvé stejné populace.
Jedna populace byla pseudoinfikovana EGFP-VLPs (Sug/ml, detailni postup viz 4.11.3), zatim-
co druhd populace byla oSetfena ekvivalentnim mnozstvi roztoku PBS. Po pseudoinfekci a na-
sledné inkubaci byly obé populace splenocytll fluorescencné znaceny pfi riznych koncentracich
CSFE (0,04 uM nebo 0,6 uM). Po znaceni byly buiky spocitdny a ptevedeny do Cerstvého
RPMI-1640 média. Poté byly obé populace bunék nazpét smichany v ekvivalentnim mnoZstvi
a aplikovany (107 bunék/davka) do ocasni Zily mysi kmene Balb/c, které byly 8 dni predtim
intranasalné imunizovany EGFP-VLPs (50ug/davka). Paralelné byly aplikovany fluorescenné
znacené splenocyty do ocasni zily naivnich mysi. Po 24 h od aplikace byly myS$i usmrceny a
v lymfatickych uzlinach a slezin€ byl sledovan pomér populaci odli§né znacenych (CSFE) bu-
n€k pomoci pritokové cytometrie. Procentické vyjadieni specifického zabiti bylo spo¢itano dle
nasledujiciho vzorce: 100-([% EGFP-VLP osetienych bunék] x [% PBS ogetienych bunék]”
x 100).

4.11.6 Stanoveni po¢tu Foxp3' regulaénich T bunék

In vivo byla hladina Foxp3" Treg bunék méfena vzdy u imunizovanych (EGFP-VLPs) a naiv-
nich (kontrolnich) mysi kmene Balb/c. Po 28 dnech od prvni imunizace (imunizaéni schéma viz
4.11.1) byly myS$i usmrceny a preparovany slezina a lymfatické uzliny. V téchto organech byla
métena hladina CD4'CD25'Foxp3" bunék a porovnavana s hodnotami kontrolnich mysi. Stano-

veni bylo provedeno pomoci imunoznaceni pfislusnych molekul a pritokové cytometrie.

4.11.7 ELISA — neprimé provedeni

Mikrotitra¢ni 96-jamkova desticka byla nejprve potaZena antigenem. Jako antigeny byly pouzi-
vany polyomavirové VP1-VLP, rEGFP protein ¢i supernatanty po kultivaci bun€k (detekce

cytokinl) v rizném fedéni v Potahovacim pufru. Do kazdé jamky bylo vZdy naneseno 100 pl
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vzorku antigenu, ktery byl inkubovan po dobu 9-12 h pfi 4 °C. Po této inkubaci byla kazda jam-
ka 4x promyta (1 min) Blokovacim pufrem. Do potaZenych jamek bylo v dal§im kroku pfidano
100 ul ptislusnych IgG v Konjugatovém pufru nebo ptimo sér z imunizovanych, resp. naivnich
mysi. Nasledovala inkubace 1 h pfi 37 °C, po které byly opét jamky 4x promyty (1 min) rozto-
kem PBS-Tween. Po tomto promyti bylo do jamek pfidano 100 ul sekundérni protilatky konju-
gované s kienovou peroxidasou v pfislu§ném fedéni a desticky byly dale inkubovany 30 min pfi
37 °C. Po zavérecném promyti (4x 1 min) roztokem PBS-Tween bylo do jamek pfidano 100 pl
Substratového roztoku. Po 30 min inkubaci ve tmé pfi laboratorni teploté byla méfena absor-

bance pfi 405 nm (Reader OpsysMP, Dynex).

Pouzité pufry: PBS-Tween Pro ptipravu 1 | pufru je zapotiebi 8,0 g NaCl, 2,8 g Na,HPO,,
0,2 g KH,PO4, 0,2 g NaN;3;, 0,2 g KCI. Pomoci 6 M HCl bylo upra-
veno pH na hodnotu 7,4. Na zavér se pfida 0,5 ml Tweenu 20 (Flu-
ka)

Potahovaci pufr Pro pfipravu | | pufru je zapotiebi 1,59 g Na,COs, 2,93 g
Na,HCO;, 0,2 NaN3. Pomoci 3 M NaOH bylo upraveno pH na
hodnotu 9,6. Zasadité prostiedi je dilezité pro vazbu proteinti na
povrch polystyrenové desky.

Blokovaci pufr 2% odtu¢néné mléko v PBS

Substritovy roztok Do 400 ml ddH,0 pfidat 8,4 g kyseliny citronové + 120 mg substra-
tu 2,2°-azino-bis-(3-etylbenzthiazoline-6-sulfonova kyselina) dia-
moniova sul

4.11.8 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie byla pouZivana k méfeni miry exprese vybranych molekul na povrchu
dendritickych bun€k a intenzity proliferace T lymfocytd. Pfislusny typ bunék urCenych
k analyze byl resuspendovan ve FACS pufru (10° bunék/ml) a bunééna suspenze byla rozdélena
po 100 ul objemech do 96-jamkové mikrotitrani desti€ky s kulatym dnem. Buriky byly pro-
myty 3x 150 pl FACS pufrem (1250 x g/3 min/4 °C) a poté inkubovany s pfislusnou fluo-
rescen¢né znacenou protilatkou po dobu 20 min. Na zavér bylo opakovano promyvani buné€k
3x 150 pl FACS pufrem (1250 x g/3 min/4 °C), finalni pelet bunék byl resuspendovan ve
150 ul FACS pufru a suspenze byla pfenesena do analytickych zkumavek pro pritokovou

cytometrii, ve kterych probéhlo méfeni na pritokovém cytometru (LSRII Benton Dickinson).
Pouzity pufr: FACS pufr Ix PBS (Sevac)

0,2% BSA (Sigma)
0,1% NaN;
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Kapitola §

VYSLEDKY

5.1  Exprese, purifikace a charakterizace VP1
a "zelenych' polyomavirovych pseudokapsid

Prvnim krokem moji prace byla produkce polyomavirovych &astic jednak tvorenych
pouze hlavnim strukturnim proteinem VP (VPI pseudokapsid), jednak tzv. "zelenych"
polyomavirovych ¢astic nesoucich modelovy antigen EGFP uvnitf kapsidy fusovany
s C-koncovou doménou proteinu VP3. Castice byly nasledné purifikovany a detailni
charakterizovany. Pro tyto ucely jsem pouzival inokula rekombinatnich bakulovir(
r-Bac-VP1 (Forstova et al., 1993) a r-Bac-VPI+EGFP-tVP3 (Boufa et al., 2005). Na
obr. 5.1. je zachycena schematicky expresni kazeta pro simultanni produkci VPI1 a EG-

FP-tVP3 vlozena do genomu bakuloviru rBac-VP1+EGFP-tVP3.

PACDB3/VP1/EGFP-tVP3 Obr. 5.1. Schéma expresni kazety pro paralelni
p10  p10 produkci hlavniho strukturniho proteinu VP1

[’ . ‘ __achimerického proteinu EGFP-tVP3. Oba tyto geny
EGFP-tVP3 VP1 byly klonovany do plasmidového vektoru pACDB3

pod silny pozdni bakulovirovy promotor plo0.
V hmyzich burikach infikovanych rekombinantnim bakulovirem nesoucim tuto expresni kazetu dochazi k formovani
polyomavirovych pseudokapsid slozenych z hlavniho strukturniho VP1 proteinu a uvniti kazdé kapsomery je zevniti
ptichycen chimericky protein EGFP-tVP3 (Boufa et al., 2005).

Hmyzi buriky (Sf9) byly nezavisle infikovany témito inokuly, 72 h po infekci byly buri-
ky sklizeny. Ziskané sedimenty infikovanych bunék byly rozruSeny sonikaci a lysaty
bunék obsahujici pfislusné virové ¢astice byly predc¢istény centrifugaci pies polstar 10%
sacharosy. Nasledné byly umélé virové castice rozdéleny ultracentrifugaci v CsCl. Vy-
tvofené gradienty CsCl byly odebrany peristaltickou pumpou do dil¢ich frakci po obje-
mech ~0,7 ml, u nichz byly stanoveny refraktometrické indexy a provedena imunode-
tekce na pritomnost VP1 proteinu viz obr. 5.2. a 5.3. Na zaklad¢ téchto analyz byly dil¢i
frakce pospojovany do dvou vyslednych frakci. Prvni frakce I (refraktometrické indexy

1,360-1,363) piedstavuje suspenzi, ktera by méla obsahovat hlavné prazdné virové ¢as-
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tice, které uvnitf kapsidy nenesou DNA. Druha frakce II tzv. té€zkych ¢astic (refrakto-
metrické indexy 1,364-1,3665) potom piedstavuje suspenzi virovych c¢astic, které
z velké Casti zabalily v hostitelskych buinikach fragmenty DNA hmyziho ¢i bakuloviro-

vého plvodu.

(A) VP1 pseudokapsidy (B) "zelené"” pseudokapsidy Obr. 5.2. Hodnoty refraktometrickych
Cislo Refraktometricky Cislo  Refraktometricky indexu jednotlivych frakci po rozebrani
frakce Index frakce Index CsCl gradientu pro (A) VPl virové

]g;fg 13770 tastice a (B) chimerické VP1+EGFP-
13580 ane (VP3 stice. Bilymi rametky jsou
1,3670 1,3665 oznageny frakce, které predstavuji tzv.

1,3650 Frakca pinych plné virové ¢&astice (s enkapsidovanou

1,3650 Frakce pinych

p
2

3

4

5 1,3660 4
g 13640 virovych&stic  p[NA  pmyziho & bakulovirového
8

9

CBNONDWN =

irovy . .
13238 virovyeh &dstic :gggg pivodu). Sedymi rametky jsou naopak
o 436307 13620 Frakoe préadngch oznaeny frakce, které piedstavuji tzv.
10 13625 10 - 1,3610 yirovychasstia | prazdné virové Castice.

11 1,3620 . gak szdnych .11 ..-1,3600
12 13615 virovjchesstic 12 1.3585

13 1,3610 13 1,3570
L1400 1,3600 14 1,3560

15 1,3580

16 1,3560

Negative
control

. Positive

14 15 16 J control

1 2 3 4

Obr. 5.3. Ukédzka imunodetekce proteinu VP1 pomoci analyzy imunodot-blot ve frakcich VP1 polyomavirovych
¢astic ziskanych isopyknickou ultracentrifugaci v hustotnim gradientu CsCl. Oznageni frakci odpovidé znaCeni na
obr. 5.3. Jako negativni kontrola byl pouzit lysat neinfikovanych Sf9 hmyzich bunék, pozitivni kontrolou byly VP1
pseudokapsidy (T. Kalina).

“Empty” ~ “Heavy” VP1VLPs

Obr. 5.4. Elektron-mikroskopické snimky umélych VP1 polyomavirovych &astic barvené technikou negativniho
barveni. (A) Frakce tzv. prazdnych virovych &astic , (B) frakce tzv. plnych VPI pseudokapsid, které byly purifikova-
ny pouze v hustotnim gradientu CsCl. Méfitko: 100 nm.

Spojené frakce virovych &astic byly dale dialyzovany proti B pufru a zahustény centri-
fugaci ptes polstaF 10% sacharosy. Pfitomnost a kvalita umé&lych polyomavirovych ¢as-

tic byla ovéfena elektronovou mikroskopii viz obr. 5.4. Elektronova mikroskopie odha-
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lila ve frakci I skute¢né pritomnost prazdnych polyomavirovych pseudokapsid (~45 nm,
72 kapsomer). V nepatrné mite byly rovnéz pozorovany mensi virové ¢astice o prameéru
~20 nm a tyc¢inkovité utvary (angl. rod-like structures). Ve frakci II byly pozorovany
témef vyluéné plné virové ¢astice (~45 nm) viz obr. 5.4. Pro docisténi preparace vysoce
purifikovanych virovych ¢astic byly ziskané frakce pseudokapsid dale separovany ultra-
centrifugaci v gradientu 10-40% sacharosy. Preformované gradienty byly po centrifuga-
ci opét rozebrany po objemech ~0,7 ml a refraktometricky a imunochemicky analyzo-

vany viz obr. 5.5 a obr. 5.6.

(A) VP1 pseudokapsidy (B) “zelené” pseudokapsidy
Cislo Refraktometricky Cislo Refraktometricky
frakce index frakce index
; ;gg? l :ggg Obr. 5.5. Ukazka hodnot refraktometrickych
3 1.388 3 1384 indexti jednotlivych frakci po rozebrani
4 1.387 4 1,380 gradientu sacharosy. (A) Scparace frakce |
5 1.385 5 1.377 (prazdné VPl pseudokapsidy) ziskané po
6 1,382 [ 1.375 e i v CsC o <o frakce
ultracentrifugaci v CsCl. (B) scparace frakce |

7 1,379 7 1,372 s S S N NN
8 1376 8 1369 taktéz prazdnych chimerickych VPI+EGFP-
9 1,373 9 1.367 tVP3  psceudokapsid.  Sedymi  ramecky  jsou
10 1,370 10 1.363 oznaceny  frakce. kter¢ byly zpétné pospo-
" 1.367 n 1.360 jovany a dale detailné charakterizovany.

12 1.364 12 1.356

13 1.360 13 1.352

14 1.354 14 1.350

15 1.351 15 1.347

1 1.348

Immunodot-blot using anti-VP1 antibody
Negative
.'.............. control
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 1415 16.':'055“"e
control
5.6. Ukazka imunodetekce proteinu VP1 pomoci analyzy imunodot-blot ve frakci prazdnych VP1 polyomavi-
rovych ¢astic ziskanych isokinetickou ultracentrifugaci v hustotnim gradientu 10-40% sacharosy. Oznacceni
frakci odpovidd znaceni na obr. 5.5, 7 obrazu je patrné maximun intenzity signdlu (frakce 6-11). na jehoz zakladé
byvly frakce pospojovany. Jako negativni kontrola byl pouzit lysit neinfikovanych St9 hmyzich bunék. pozitivni
kontrolou byly VP1 pscudokapsidy ziskané po ultracentrifugaci v CsCl gradientu.

Purifikované frakce byly po ultracentrifugaci v sacharosovém gradientu pospojovany
dle refraktometrické a imunochemické analyzy a dialyzovany proti B pufru. Zavérec-
nym krokem bylo kone¢né zahusténi virovych ¢astic centrifugaci pres polstar 10% sa-
charosy. Kvalita preparovanych virovych ¢astic byla opét kontrolovana elektronovou
mikroskopii viz obr. 5.7 a obr.5.8. V pripadé chimerickych virovych ¢&astic nesoucich
fasni protein EGFP-tVP3 jsme pozorovali pokles geometrické pravidelnosti ¢astic. Ten-
to efekt je dan prave skutecnosti. ze v sobé nesou objemny fusni protein EGFP-tVP3.
ktery pravdépodobné stericky brani dokonalému samousporadani do VLP struktur. Jako
dikaz pritomnosti fusniho proteinu EGFP-tVP3 uvniti chimerickych pseudokapsid jsme
podrobili tyto ¢astice imunochemickému znaceni pomoci anti-EGFP protilatky. Podafi-

lo se nam oznacit pouze rozpadlé ¢i jinak porusené VLP struktury. na kteych byly ob-
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nazeny epitopy EGFP a zpiistupnény pro interakci s protilatkou. Zadné znadeni jsme
naopak nepozorovali na intaktnich virovych Castic, které dokonale ukryvaji neseny anti-

gen (EGFP) uvniti pseudokapsidy viz obr. 5.9.

Obr. 5.7. Elektron-mikroskopické snimky umélych VP1 polyomavirovych &astic barvené technikou negativni-
ho barveni. (A) Frakce tzv. prazdnych virovych ¢astic , (B) frakce tzv. plnych VPI pscudokapsid, které byly purifi-
kovany v hustotnim gradientu CsCl a nasledné v gradientu 10-40% sacharosy. Méfitko: 100 nm.

CsClI
Sucroce

Punfication grade

Obr. 5.8. Elektron-mikroskopické snimky chimerickych "zelenych" VP1+EGFP-tVP3 polyomavirovych &astic
barvené technikou negativniho barveni. (A) virové ¢astice purifikované pouze v CsCl gradientu, (B) frakce "zele-
nych" pseudokapsid, které byly purifikovany v hustotnim gradientu CsCl a nasledné v gradientu 10-40% sacharosy.
Ze snimku je patrné, ze pritomnost fusniho proteinu EGFP-tVP3 ma za nasledek pokles pravidelného tvaru ¢astic,
tyto virové partikule maji mirn¢ deformovany tvar. Méfitko: 100 nm.
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MPyV VP1 VLPs

s i -1 C00 TS S SR
ant|'GFP antl'GFP (Negative control)
Obr. 5.9. Elektron-mikroskopické snimky imunochemicky znalenych struktur umélych polyomavirovych
¢astic. (A) Imunoznaceni fizniho proteinu EGFP-tVP3 za pouziti krali¢i anti-GFP protilatky, nasledované detekci
krali¢ich imunoglobulini pomoci kozi protilatky proti krali¢im imunoglobuliniim konjugované s koloidnimi ¢astice-
mi zlata (5 nm). Cerné $ipky vyznacuji mista reakce anti-GFP protilatky s danymi epitopy. (B) Jako negativni kontro-
la byly pouzity VP1 VLPs, které nencsou EGFP protein, tudiz nedoslo k 7adnému imunoznaceni. Méfitko: 100
a 50 nm.

Dalsi analyzou kvality a cistoty izolovanych pseudokapsid byla elektroforeticka separa-
ce jejich proteind. Tato analyza ukdzala, ze preparace virovych ¢astic jsou témér Cisté,
nebyly pozorovany rozdily v proteinovych spektrech virovych ¢astic izolovanych pouze
v CsCl gradientu s ¢asticemi preparovanymi naslednymi ultracentrifugacemi v CsCl
a sacharosovych gradientech viz obr. 5.10. Elektroforetické separace a nasledna imuno-
detekce prokazala v pfisluSnych frakcich polyomavirovych ¢&astic pritomnost hlavniho
strukturniho proteinu VP1 (45 kDa) a fasniho proteinu EGFP-tVP3 (39 kDa) viz obr.
5.11.
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\9‘7 Obr. 5.10. SDS-polyakrylamidova gelova elektrofo-
,,;5 ) réza proteini VP1 a "zelenych" VLP struktur. Pro
C\Q C‘Q srovnani byvly paralelné separovany frakce virovych

¢astic. kter¢é byly purifikovany pouze v hustotnim
gradientu CsCl nebo 1 nasledné v hustotnim gradientu
10-40% sacharosy. Gely bvly barveny pomoci barvy
Coomassic Brilliant Blue.

kDa
60.8
L e . B B VP1
- tVP3-GFP
37.0
32.5 w8
CsCl + + + +
Sucrose - + - +
4\39 \‘\g"\\\g" Obr. 5.11. Elektroforeticka separace (SDS-PAGE)

proteintt ziskanych frakci VP1 a VPI1+EGFP-tVP3
VLP struktur a jejich nasledna imunodetekce
(Western-blot). Hlavni  strukturni  protein byl

Q- QR

Q,C‘ Q;C)Q;C‘
Q°® KT K
O L L

K\ \Q, N detckovan za pouziti mySi  monoklonalni anti-VP1
\\Q"’ \\q"' Qq"' \\Q'» protilatky. EGFP-tVP3 protein pak mysi protilatkou
k0a anti-VP2/3. resp. krali¢i anti-GFP protilatky. Tyto
60.8 - v AR,
protilaitky  byly nasledn¢ znaceny sekundarnimi
- | .. - VP1 protilitkami proti mys$im nebo kralicim imunoglobu-
linum konjugovanych s kicnovou peroxidasou.
w» ww - EGFP-tVP3
37.0 - -
32.5 - "

anti-vP1 + + - -
anti-vP2/3 - - 4 -
anti-GFP - - - +

5.2 Interakce chimerickych polyomavirovych nanocastic

s mySimi imunocyty

V této kapitole budou prezentovany vysledky studia interakci polyomavirovych pseudokapsid
s dendritickvmi bunkami a charakterizace jejich imunogennich vlastnosti. které byly provadény
v uzké spolupraci s Mgr. J. Fricem (Laboratoi imunoregulace, PiF UK v Praze)

5.2.1 Stanoveni hladiny aktivace vybranych fenotypovych

a funk¢nich znaki maturace dendritickych bunék

V této casti jsme sledovali miru exprese MHCgp a kostimulacnich molekul CD80
a CD86 na povrchu denritickych bunék a jejich specifickou produkei cytokinu IL-12 po

jejich interakei s umélymi polyomavirovymi ¢asticemi. Pro tyto ucely byly vzdy pripra-
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veny mycloidni dendritické bunky z prekurzorovych bunék kostni diené holennich kosti
my$i kmene Balb/c. Dendritické bunky byly in vitro kultivovany 5 dni v kompletnim
rastovém médiu v pritomnosti faktoru GM-CSF. Paty den kultivace bylo nasazeno do
24-jamkové desticky 5x10 denritickych bunék/jamku. ke kterym byly pridavany poly-
omavirové &astice v riznych pomérech (DC:VLP od 1:10% az po 1:107). Po 24 h. resp. v
nékterych ptripadech po 48 h byly bunky sklizeny a povrhové molekuly (MHC gp II.
CD80 a CD86) byly oznaceny pomoci fluorescen¢né znacenych protilatek a mira jejich
povrchové exprese byla stanovena pomoci pritokové cytometrie viz obr.5.12 a obr.

5.13.

Expression of MHCgp Il by DCs

& o 10° 10° 10* 10° 10°  10°10%10° 10° 10’ 10° 10° 10° 10° 10°
Q
A ‘O@Q “empty” VP1 VLPs “heavy” VP1 VLPs “empty” VP1 VLPs
]

Number of VLPs per dendritic cell

CsCl + + +
Sucrose - + +

Obr. 5.12. Sledovani miry exprese komplexi MHCgp Il na povrchu mySich myeloidnich dendritickych bunék
po jejich interakci s polyomavirovymi VP1 ¢asticemi. Zkratky: iDCs. nematurované (nijak ncoSetiené) denritické
bunky: LPS mDCs. dendritické bunky maturované pridavkem lipopolysacharidu: VP1T VLPs. umélé polyomavirové
VP1 pscudokapsidy. Termin "empty” VPI VLPs piedstavuje tzv. prazdné VP pseudokapsidy. zatimco "heavy” VP
VLPs oznacuje frakee tzv. plnych (pfitomnost DNA) VP1 pscudokapsid. V pokusech byvly pouzity nasledujici pome-
rv VLP:DC 10°. 10% 107 10" a 10° V dolni ¢asti grafu je pomoci znamének (+). resp. (=) vyjadien stupéi purifikace
VP1 pscudokapsid: CsCl. izolace v gradientu CsCl: sucrose. nasledna purifikace v gradientu 10-40% sacharosy.
Prezentovné data jsou reprezentativnim vzorkem péti nezavislych experimenti.

V pripadé méreni povchové exprese MHCgp Il jsme zaznamenali jeji vy$si hladiny
pouze ve variantach. kde byly aplikovavany polyomavirové pseudokapsidy ve vyssich
pomérech (DC:VLPs 1:10°). Nejvyraznéjsi miry povrchové exprese jsme naméfili

u prazdnych polyomavirovych c¢astic. kde dosahovala ~73% urovné ve srovnani
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s denritickymi bunkami oSetienymi lipopolysacharidem. Zamérné jsme do pokusu vzali
paralelné VPI1 pseudokapsidy purifikované pouze v CsCl gradientu a pseudokapsidy
purifikované v CsCl a nasledném gradientu sacharosy. Z vysledkd vyplyva, ze stupén
purifikace nema zasadni vliv na aktivaci povrchové exprese MHCgp II. Dal§im fakto-
rem. ktery jsme ovéfovali pii studiu aktivace MHCgp Il byla pfitomnost kontaminujici
DNA uvnitf pseudokapsid. Simultnanné jsme porovnavali schopnost aktivovat tento
fenotypovy marker frakcemi tzv. prazdnych virovych castic a frakci tzv. plnych pseu-
dokapsid. jeZ nesou fragmenty DNA hmyziho ¢i bakulovirového pivodu. Z naméfenych
dat je zfejmé. ze piitomnost této DNA uvniti kapsid nema dramaticky vliv na aktivaci

povrchové exprese MHCgp I1.

(A)  Expression of CD80 by DCs (B)  Expression of CD86 by DCs

009 &2 10107 10" 10 10 100 10° 10 10 10 10 100 10710 10 (," (f' 10" 107 10" 10" 10 10100 100 107 w0 10" 100 10" 10 10

N K 2 . e

(oé‘ “empty” VP1VLPs  “heavy” VP1 VLPs “empty” VP1 VLPs \@ “empty” VP1 VLPs hea\.y VP1 VLPS emply VP1 VLPs
T , o |

CsClI + + + CsCl + + +

Sucrose - + +  Sucrose - + +

Obr. 5.13. Sledovani miry exprese kostimula¢nich molekul CD80 (A) a CD86 (B) na povrchu mySich dendri-
tickych bunék po jejich interakci s polyomavirovymi ¢asticemi. Vysvétlivky: iDCs. nematurované (nijak neoSct-
fend) denritické bunky: LPS mDCs. dendritické bunky maturované pridavkem lipopolysacharidu: VP1 VLPs. umél¢
polyomavirové VPI pseudokapsidy. Termin "empty” VP1 VLPs predstavuje tzv. prazdné VP1 pscudokapsidy. zatim-
co "heavy" VPI VLPs oznacuje frakee tzv. plnyveh (pfitomnost DNA) VP1 pseudokapsid. V pokusech byly pouzity
nasledujici poméry VLP:DC 107, 10°. 10%. 10% a 10° V dolni ¢asti grafu je pomoci znamének (+). resp. (-) vyjadien
stupén purifikace VP1 pscudokapsid: CsClLizolace v gradientu CsCl: sucrose. nasledna purifikace v gradientu
10-40% sacharosy. Podobn¢ jako v piipadé MHCgp 11. 1 kdyZ v¢ vyrazné mensi mife byly pozorovany zvysené ex-
prese CD80 a CD86 pouze v pripade vysokych pomeru VLP:DC (10%). Prezentovné data jsou reprezentativnim vzor-
kem péti nezavislych experimentu.

Povrchova exprese kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 vykazovala stejny trend jako
v pripadé MHCgp Il. ale ve vyrazné nizsi mife. Rovnéz pouze vysoké poméry VLP:DC
(10° nebo 10°) vedly k zachyceni zvySené exprese téchto markeri. Toto zvyseni viak
dosahovalo maximané ~33% urovné ve srovnani s povrchvou expresi CD80 a CD86 po
oSetfeni dendritickych bunék lipopolysacharidem.

Dalsim znakem. ktery jsme v nasich analyzach sledovali byla specificka produk-
ce cytokinu IL-12 po oSetieni dendritickych bunék polyomavirovymi ¢asticemi. Hladina

produkovaného cytokinu I1.-12 byla méfena analyzou ELISA v kultiva¢nim médium po
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24 h a po 48 h od aplikace polyomavirovych ¢astic k dendritickym bunkam. Zazname-
nali jsme vyraznou produkci tohoto cytokinu po inkubaci dendritickych bunék s viro-
vymi ¢asticemi. V pripad¢ aplikace prazdnych polyomavirovych ¢astic produkce cyto-
kinu IL-12 vykazovala zavislost na koncentraci VLP ¢&astic. S rostoucim pomérem
VLP:DC se zvySovala 1 produkce tohoto cytokinu viz obr. 5.14. Pii poméru VLP:DC
10° dosahovala produkce cytokinu IL-12 ~94% hladiny ve srovnani s buiikami oetie-
nymi lipopolysacharidem. Pii aplikaci tzv. plnych frakci VP1 pseudokapsid jsme takto
dokonalou zavislost nepozorovali. Nicméné 1 zde byla zaznaménana silna produkce
cytokinu IL-12 pfi poméru VLP:DC 10°. ktera dosahovala ~74% hladiny produkce ve

srovnani s lipopolysacharidem.

IL-12 production by dendritic cells

- 24 h post VLPs adsorption M 48 h post VLPs adsorption
3.0
’L | | | | | |
1.0 l
2.0 5 I l l o
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\3 Number of VP1 VLPs per dendritic cell

Obr. 5.14. Sledovani produkce cytokinu IL-12 mySimi dendritickymi buiikami jako odpovéd’ na pritomnost
polyomavirovych ¢éastic. Vysvétlivky: iDCs. nematurované (nijak neoSetiené) denritické bunky: LPS mDC's. dendri-
tick¢ bunky maturované pridavkem lipopolysacharidu: VP VLPs. um¢lé polvomavirové VPI pscudokapsidy. Ter-
min "empty” VP1 VL.Ps predstavuje tzv. prazdné VPI1 pscudokapsidy. zatimeo "heavy” VP1 VLPs oznacuje frakee
tzv. plnych (pritomnost DNA) VP1 pscudokapsid. V pokusech byly pouzity nasledujici poméry VLP:DC 107, 107,
10%.10% a 10" V pokusu byvla sledovana analyzou ELISA mnozstvi uvolnovaného cvtokinu I1.-12 do média dendri-
tickymi buiitkami po jejich interakei s umélymi polyomavirovymi ¢asticemi v casech 24 h a 48 h po adsorpei VLLP
¢astic. Prezentovné data jsou reprezentativnim vzorkem ¢ty nezavislych experimenti.

Pro ovéfeni specifity produkce IL-12 dendritickymi bunikami byl pfipraven pokus. kde
jsme paralelné¢ vedle polyomavirovych ¢astic pridavali k dendritickym bunikdm hmot-
nostné ekvivalentni mnozstvi hovéziho sérového albuminu (angl. bovine serum albu-

min. BSA) viz obr. 5.15. Z vysledku je patrné. ze aplikace BSA k dendritickym bunkam

nevyvolalo zadnou stimulaci produkce 11.-12.
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Assay of specific IL-12 production by DCs Obr. 5.15. Sledovani produkce cytokinu IL-12
24h post VLPs or BSA adsorption mySimi dendritickymi buiikami jako odpovéd’ na
pritomnost polyomavirovych ¢&astic a hovéziho

sérového albuminu (BSA). Vysvétlivky: iDCs,

nematurované (nijak ncoSetiené) denritické bunky:

LPS mDCs, dendritické bunky maturované

pridavkem lipopolysacharidu; VLPs, umélé polyo-

mavirové VPl  pseudokapsidy;: EGFP-VLPs,

chimerické ~ VPI-EGFP-tVP3  virové  castice.

V pokusech byly pouzity nasledujici mnozstvi VLP.

nebo BSA: 5, 0.5 a 0,05 pg/ml média. Stanoveni

probehlo 24 h po adsorpci virovych ¢astic ¢i BSA

0.D. (405 nm)

pomoci ELISA.
& 50 05 0.05 50 05 005 50 05 0.05
ee VLPs EGFP-VLPs BSA
\3 Amount of VLPs or BSA in medium (ng « 107ml)

5.2.2 Chimerické polyomavirové ¢astice indukuji ex vivo proliferaci
T lymfocyti a jejich produkci IL-2 a INF-y

Dalsim ter¢em naseho z4jmu bylo ovéfit, zda chimerické "zelené" polyomavirové ¢asti-

ce indukuji po neinvasivni intranasalni aplikaci v téle mySich kmene Balb/c buné¢né

zprostiedkovanou imunitu, pfipadné jakého typu. Pro tento ucel byly mysi intranasalné

imunizovany (50 pg/davka) a po 14 dnech byla provedena re-imunizace (50 pg/davka).

28 den od prvni imunizace byly myS$i usmrceny a z jejich slezin byly izolovany T lym-

focyty, které byly déle rozdéleny na populace CD4' a CD8' T bunék viz obr. 5.16.

only cgmpl_ement anti-CD4 + complement anti-CD8 + complement
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Obr. 5.16. Ukazka specifického vybiti CD4" nebo CD8" buné&k z populace T lymfocytii. T lymfocyty izolované
z populace splenocyta byly znaceny paralené pomoci anti-CD4 ¢i anti-CD8 protilatek. Takto oznac¢ené burky byly
v dal$im kroku vybity za pomoci potkaniho komplementu. Z prezentovanych dot-plotu je patrné, ze samotny potkani
komplement nijak neovlivni populaci T bunék (levy pancl), na stfednim panelu je vidét specifické vybiti CD4™ T
bunék, na pravém panelu pak deplece CD8 T bunck. Kontrola kvality pfipravy ¢istych populaci byla provedena
prutokovou cytomtrii, osa x znac¢eno pomoci anti-CD8 " protilatky (FITC), zatimco osa y znac¢eno pomoci anti-CD4"
protialtky (phycoerythrin, PE).
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Takto ptipravené T bunky byly in vitro 96 h ko-kultivovany se syngennimi myeloidnimi
dendritickymi bunkami, které byly oSetreny chimerickymi polyomavirovymi ¢asticemi.
Na poslednich 5 h bylo ke kultuie pridano 0.5 pCi *H-thymidinu. Uroven proliferace T
bunék byla vyjadiena jako mira inkorporace ‘H-thymidinu do T bunék. Z vysledki je
zietelné. 7e v imunizovanych mysich se nachazeji antigen-specifické CD4" i CD8"
T bunky, které selektivné proliferuji v in vitro analyzach viz obr. 5.17. Obecné lze fici,
ze CD4" T lymfocyty proliferovaly mnohem intenzivnéji ve srovnani s CD8" T burika-

mi. coz je v souladu s jejich biologickymi funkcemi.

CD4+ T cells prolliferation CDS+ T cells prollferatlon

only T cells pDCs 86 SPLs B6 SPLs only Tcells pDCs B6 SPLs B6 SPLs
+ ConA + ConA

*H-thymidine incorporation {cpm)

Obr. 5.17. Proliferace CD4' (levy graf) a CD8" (pravy graf) T bunék. Prislusné typy 1 bunék byly in vitro kokul-
tivovany s dendritickymi buikami pfedem inkubovanymi s MPyV EGFP-VLPs ¢i alogennimi splenocyty z mysi
kmene B6. Uroveén proliferace je vyjadiena jako mira inkorporace "H-thymidinu (cpm). Vysvétlivky: only T cells.
proliferace samotnych CD4+ . resp. CD8+ T bunék: DCs. nematurované (neosetiend) dendritické buriky: pDCs. den-
dritick¢ bunky oSctiené "zelenymi” polyomavirovymi ¢asticemi (Spg/ml): B6 SPLs. splenocyty izolované z mysi
kmene B6: B6 SPLstConA. splenocyty izolované z mySi kmene B6 oSetiené konkavalinem A pro zvySeni imunitni
odpovedi. Prezentované vysledky jsou reprezentativinim vzorkem péti nezavislych experimenti.

V pokusech jsme paralelné se syngennimi antigen-prezentujicimi dendritickymi bun-
kami ptidavali rovnéz k T bunkam alogenni splenocyty z mysi kmene B6. které by mély
indukovat nespecificky T bunky z imunizovanych, ale i neimunizovanych mysi (angl.
MHCgp mismatch). V ptipadé proliferace CD4" T lymfocytii tato proliferace byla do-
konce silnéjsi u neimunizovanych mysi. u CD8" tomu bylo naopak. Kromé in vitro re-
stimulace T bunék myeloidnimi dendritickymi bunkami jsme ovéfovali moznost re-

stimulace pomoci syngennich splenocyti viz 5.18.

Proliferation of splenocytes Obr. 5.18. Proliferace splenocytu restimulovanych in
o e . - e vitro syngennimi myeloidnimi dendritickymi bunikami

z ¢i splenocyty. Izolované splenocyty 7 imunizovanych.
? nebo neimunizovanych mysi byly in vitro restimuloviany
% pFislusnymi variantami antigen prezentujich bunck. Uro-
H vén proliferace je rovnéz vyjadiena jako mira inkorporace
¢ *H-thymidinu (cpm). Vysvétlivky: only SPLs. proliferace
g samotnych splenocyvtu: DCs. nematurované (ncoSetiend)
E dendritické bunky: pDCs. dendritické buiky osetiend
g l I "zelenymi" polyomavirovymi cdsticemi (Spg/ml): SPLs.
— . . samotné¢  neoSetiené  syngenni splenocyty:  pSPLs.

only SPLs pDCs SPLs pSPLs osetfené  "zelenymi”  polyomavirovymi - ¢asticemi

(Spg/ml).



© KAPITOLA 5: VYSLEDKY

Tyvto pokusy ukazaly. ze je mozné velice dobfe indukovat proliferaci splenocyti (T bu-
nék) nejen myeloidnimi dendritickymi burikami, ale 1 splenocyty. V populaci splenocy-
tu se kromé myeloidnich dendritickych bunék vyskytuji i jiné profesionalni bunky pre-
zentujici antigen jako napf. B bunky. jiné typy dendritickych bunék aj.

Kromé vlastnich proliferacnich analyz jsme stanovovali indukci specifické
produkce cytokinu IL-2 a INF-y T bunkami z imunizovanych a také neimunizovanych
my$i. I zde jsme prokazali specifickou produkci obou téchto cytokint v ptipadé T lym-
focytu z imunizovanych mysi viz obr. 5.19 a obr. 5.20. Vlastni experimenty byly prove-
deny jako prolifera¢ni analyzy s tim rozdilem. ze hladina produkce IL-2 byla stanovo-
vana 48 h od pocatku kokultivace v médiu pomoci ELISA. INF-y byl stanovovan opét
pomoci ELISA, avSak az 72 h od zac¢atku ko-kultivace T buné¢k s dendritickymi burika-
mi. Pfi téchto analyzach jsme zaznamenali dvojnasobnou miru produkce jak IL-2. tak i
INF-y T buiikami z imunizovanych mysi na rozdil od naivnim T lymfocytim z neimu-
nizovanych mysi.
cytokinu IL-2 T bunkami v ex vivo poku-
sech. V pokusu byly kokultivovany T bunky
z imunizova-nych versus z neimunizovanych
mySi  srizn¢  oSctienymi  dendritickymi
bunkami. po 48 h ko-kultivace byla v médiu
stanovovana produkce IL-2 pomoci ELISA.
Vysvétlivky: only T cells. samotné T buniky:
VLPs pDCs. dendritické  bufiky  oSetiené
"zelenymi"  polyomavirovymi  ¢dsticemi
(Spg/ml): LPS mDCs. lipopolysacharidem

maturované  dendritick¢é  buiiky:  DCs.
nematurované (ncosetienc) dendritické

IL-2 pl’OdUCtiOﬂ by T cells Obr. 5.19. Antigen-specifickd produkce

. e

_— bunky. Prezentované vysledky jsou repre-
Ce Ll zentativnim  vzorkem  tiech  nezavislvceh

pokusu.
INF-gama production by T cells Obr. 5.20. Antigen-specifickd produkce

INF-y T bunkami vex vivo pokusech.
V pokusu byly  kokultivovany 1 bunky

z imunizova-nych versus z neimunizovanych

mysi - sruzné  oSctfenymi - dendritickymi

bunkami. po 72 h ko-kultivace byla v médiu

stanovovana produkce I1.-2 pomoci ELISA.

5o Vysvétlivky: only T cells. samotné T bunky:

VLPs pDCS. dendritick¢ bunky  osetiené

"zelenymi"  polyomavirovymi - ¢asticemi

(5pg/ml). 1.PS mDCs. lipopolysacharidem

maturované  dendritick¢é  bunky:  DCs.

— m nematurované  (neoSetfené)  dendriticke

Grre T ol Ylbe DG L5 DS oes bunky. Prezentovand vysledky jsou reprezen-
tativnim vzorkem ticch nezavislych pokusi.

ST [ ]
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5.2.3 Imunizace "zelenymi'' polyomavirovymi ¢asticemi indukuje
tvorbu EGFP-specifickych T lymfocyti

V tomto pokuse jsme se snazili ovéfit, zda v imunizovanych mySich vznikd bunécné
zprostiedkovana imunita proti nesenému antigenu. tj. v naSem piipad¢é proti proteinu
EGFP. Pro tento ukol jsme imunizovali mysi shodnym protokolem (intranasélni aplika-
ce 2x 50 pg/davka) jako v piedchozi kapitole s tim rozdilem. ze jsme pfipravili i mySi
imunizované pouze rekombinatnim EGFP proteinem. Po 14 dnech od re-imunizace byly
opét mysi usmrceny a byly izolovany T lymfocyty z jejich slezin. Preparované T lymfo-
cyty byly ko-kultivovany s neoSetfenymi (nematurovanymi) dendritickymi bunkami.
anebo dendritickymi bunikami oSetfenymi "zelenymi" partikulemi, VP1 pseudokapsi-
dami ¢i jenom EGFP proteinem viz obr. 5.21. Intenzita proliferace T bunék byla rovnéz

pocitana jako mira inkorporace *H-thymidinu.

EGFP-specific T cells proliferation

35000
B B buffer
g EGFP-VLPs
30000 EGFP
25000
£
S 20000
15000

10000 .
5000
iDCs EGFP-VLPs VP1VLPs TrEGFP
pDCs pDCs pDCs

Obr. 5.21. Pritomnost EGFP-specifickych T bunék v imunizavanych mysich. My3i kmene Balb/c byly imunizo-
vany  (intranasalni aplikace 2~ 30 pg/davka) pomoci "zelenych” polyomavirovyeh ¢astic (EGFP-VLPs). rekombi-
nantniho EGFP  proteinu (rEGEP). kontrolni my3i dostaly pouze B pufr (B buffer). Izolované T buiky
z imunizovanych mysi byly poté in vitro kultivovany s nasledujicimi typy antigen-prezentujicich bunék. vysvétlivky:
iDCs. samotné neosetiené dendritické bunky: EGFP-VLPs pDCs. dendritické buriky osetiené "zelenymi” polyomavi-
rovymi casticemi (Spg/ml): VP1 VLPs pDCs. dendritické buiky osctfené VP polyomavirovymi cdsticemi (Spg/ml):
rEGEP pDCs. dendritické buiiky osctfené rekombinantnim EGEFP proteinem (Sug/ml). Urovei proliferace T lvmfocy-
tu byvla vyjadiena jako mira inkorporace 'H-thymidinu. Tyvto vysledky byly ziskany na samotném konci zpracovani
diplomové prace. tudiz budou jesté opakovany za ucelem overeni sledovanych trendu.

Z naméfenych hodnot plyne, Ze v imunizovanych mySich (EGFP-VLPs) dochazi ke
generaci T lymfocytu specifickych pro neseny antigen uvniti pseudokapsid (EGFP pro-
tein). Tyto vysledky dale ukazaly silngjsi tvorbu EGFP-specifickych T bunék v mySich
imunizovanych pravé "zelenymi" polyomavirovymi ¢asticemi nez pfi imunizaci samot-
nym proteinem EGFP. Tato skute¢nost pfimo poukazuje na imunoadjuvantni efekt anti-

genniho nosic¢e v podobé umélych polyomavirovych ¢astic.
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5.2.4 V imunizovanych mysich nevznikaji neutralizac¢ni protilatky
proti prepravovanému antigenu

V naSich analyzach jsme rovnéz vénovali pozornost stanoveni hladin neutraliza¢nich

protilatek v télé imunizovanych mysi. Pomoci standardni ELISA analyzy jsme ovéfova-

li pfitomnost jak anti-VP1. tak i ¢isté anti-EGFP protilatek v sérech imunizovanych my-

Si. Pri téchto pokusech jsme identifikovali vysokou hladinu anti-VP1 protilatek v télé

imunizovanych mysi, avSak pfitomnost protilatek proti nesenému antigenu uvniti pseu-

dokapsid (anti-EGFP) nebyla zjisténa

A Antibody titer to VP1
04 .
viz obr. 5.22.
0.35
E 03 , e e
c Obr. 5.22. Imunizace 'zelenymi' virovymi
3 0.25 ¢astice indukuje vysoky titr anti-VP1
3. 0,2 protilitek (A), avSak pfitomnost anti-EGFP
0 0.15 protilatek (B) nebyla identifikovana. Pomoci
o 0,1 standardni  ELISA  analyzy  byvly v sérech
0.05 z imunizovanych (EGFP-VLPs) a kontrolnich (B
' 0 buffer) mysi detekovany neutralizaéni protilatky.
Serum dilution: 1:50 1:200 1:50 1:200 1:50 lek_o pozivni kontroly byly pouzity monoklom’lll?i
B buffer EGFP-VLPs MAD -vP1  anti-VP1 (MAb «-VPI nebo polyklonalni anti-
GFP (PAb u-GFP) protilatky.
B Antibody titer to EGFP
0,35
03

0,25

0.D. (405 nm)
o
P
(3,1 nN

0.1
0'05 .
0 |
Serum dilution: 1:50 1:200 1:50 1:200 1:200

B buffer EGFP-VLPs PAb «-GFP

5.2.5 Polyomavirové ¢astice ovliviiuji hladinu CD4"CD25 Foxp3”
regulacnich T (Treg) bunék

Polyomavirové castice vykazuji mnohostranné efekty na jednotlivé slozky imunitniho
systému. Proto jsme v dal$ich analyzach chtéli zjistit, zda polyomavirové castice né¢ja-
kym zpusobem ncovliviiuji regulaéni (CD4°CD25") T buiiky. Z tohoto divodu jsme pfi
zachovani imuniza¢niho schématu (2x intranasalni aplikace 50 pg "zelenych" pseudo-
kapsid. 28. den od prvni imunizace provedeny nasledujici analyzy) analyzovali hladiny
jednotlivych typu T bunék ve slezinach a lymtatickych uzlindch imunizovanych mysSich.
Prislusné typy T bunék byly selektivné barveny pomoci fluorescenéné znacenych proti-

latek a dale analyzovany prutokovou cytometrii viz obr 5.23. NaSe prvotni pokusy uka-
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zaly, 7e nedoslo k ovliviiovani po&tu CD8' T bunék ve slezinach imunizovanych (6,34

+ 0,92 %) versus kontrolnich (6,24 + 0,28 %) mysi.

Obr. 5.23. Ukazka dot-plotu zaznamenaného pritokovym cytometrem
pFi simultinnim znaleni splenocytu pomoci anti-CD8 a anti-CD4

10*

A : fluorescenénich protilatek. V oznaceném poli CD4  buné¢k byly dale
un ] IR identifikovany jednotlivé typy regulatnich CD4 CD25™ T bunék viz obr.
E} 10%+ I 5.25.

+ :
oooi g e . L o s
O . PRSI Rovnéz v lymfatickych uzlindch jsme nezachytili zadné
T 10 1ot rozdily v relativnim zastoupeni CD8' T bunék
— ’ )
CD4+ cells u imunizovanych (20,33 + 1,53 %) oproti kontrolnim

mysim (19,36 + 0,81 %) viz obr. 5.24. Ani u CD4' T bun&k jsme nezaznamenali zmény
v jejich hladinach ve sleziné (20,58 + 1,72 % u imunizovanych mysi versus u kontrol-
nich mysi 19,95 + 1,74 %), ani v lymfatickych uzlinach (54,2 £ 1,9 % u imunizovanych

versus 53,99 £ 2,53 % u kontrolnich mysi) viz obr. 5.24.

>

b c
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Obr. 5.24. Monitorovani hladin CD8 a CD4 T bunék ve slezinach (A) a lymfatickych uzlinach (B) imunizovanych
(EGFP-VLPs) versus kontrolnich (B buffer) mysi. Prisluiné T buiiky byly selektivné zna¢eny pomoci fluorescenc-
nich protilatck a analyzovany priutokovou cytometrii. V kazdé skupiné vzdy bylo pét mysi (n=5).

Nicméng, kdyz jsme hloubéji analyzovali relativni zastoupeni regulaénich CD4'CD25'
T bunék v ramci populace CD4' T bunék identifikovali jsme jisté, byt malé dispropor-
ce. V ramci slezinnych CD4' T bunék jsme zaznamenali mirné, aviak prikazné snizeni
hladiny regula¢nich CD4'CD25" T bunék u skupiny imunizovanych mysi (32,87 + 2,12
%) ve srovnani se skupinou kontrolnich mysi (36,5 + 2,56 %). Tento efekt v$ak nebyl
pozorovan u CD4'CD25' T bunék pfitomnych v lymfatickych uzlinich, kde jsme namé-
fili jejich hladinu u obou skupin srovnatelnou (16,8 + 0,73 % u imunizovanych mysi

a 16,47 £ 0,13 % u kontrolnich mysi). Na zaklad¢ téchto zjiSténi jsme zacali dale patrat,
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které typy regulacnich T bunék pfedev§im mizi po intranasalni aplikaci polyomaviro-
vych ¢astic. Exprese transkripniho faktoru Foxp3 v T lymfocytech je uzce spjata
s regulaénimi funkcemi téchto bunék. Zatimco CD4'CD25 'Foxp3™ T buiiky jsou akti-
vované efektorové buiiky, bunéené typy CD4'CD25'Foxp3' a CD4'CD25 Foxp3' T
lymfocytit vykazuji vyhradné regula¢ni vlastnosti (Fontenot et al., 2005). Pro ovéfeni,
které vyse uvedené typy CD4' T bunék ovliviuje aplikace polyomavirovych &astic jsme
intracelulamné znagili CD4" T buriky na trankripéni faktor Foxp3. Jednotlivé subtypy
CD4' T bunék pak byly vytfidény pomoci prittokové cytometrie viz obr. 5.25. Tyto po-
kusy ukazaly, ze v populaci slezinnych CD4" T bunék u imunizovanych mysi dochazi
k priikaznému snizovani populace CD25'Foxp3" (17,8 + 0,24 % u imunizovanych ver-
sus 19,7 £ 0,29 % u kontrolnich mysi). V ptipadé CD25 Foxp3' nebylo pozorovano
statisticky prikazné snizeni (1,32 + 0,14 % u imunizovanych versus 1.4 + 0,16 %
u kontrolnich mysi), a kone¢né u CD25'Foxp3™ byly naméfeny tyto hodnoty (15,1 + 1,9
% u imunizovanych versus 16,8 = 2,7 % u kontrolnich mysi).
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Obr. 5.25. Ubytek regulaénich CD4"CD25'Foxp3” T bunék ve sleziniach my3i kmene Balb/c. Mysi byly
intranasalng imunizovany polyomavirovymi &asticemi (EGFP-VLPs). Kontrolni mysi dostaly B pufr (B buffer).
Procentické zastoupeni (A) CD4 CD25 Foxp3 . (B) CD4 CD2S5 Foxp3™ a (D) CD4 CD25 Foxp3 mezi CD4 sple-
nocyty byly stanoveny 28 den od prvni imunizace. V kazdé skupin¢ bylo vzdy pét mysi (n=5). (C) Reprezentativni
rozdéléni CD25 a Foxp3 znatenych CD4  splenocytu, které jsou analyzovany v grafech A, B a D. Jedné se o kombi-
nované povrchové (anti-CD4 a anti-CD25) a vnitrobunée¢né (anti-Foxp3) fluorescenéni barveni a stanoveni prutoko-
vou cytometrii.
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Obdobné analyzy byly provedy i u bunék lymfatickych uzlin. Nicméné zde opét nebyly
zaznamenany zadné prokazatelné rozdily v zastoupeni jednotlivych subtypi CD4' T
bunék u imunizovanych a kontrolnich mysi viz obr. 5.26. Konkrétni vypoc¢itané hodnoty
byly u CD4'CD25 Foxp3' 0,66 + 0,07 % u imunizovanych versus 0,68 + 0,06 % u kon-
trolnich mysi, pro sybtyp CD4'CD25'Foxp3’ 12,2 £ 0,7 % u imunizovanych versus
12,1 + 0,4 % u kontrolnich mysi, a kone¢né& pro buiiky CD4'CD25'Foxp3™ to byly hod-

noty 4,6 + 0,17 % u imunizovanych versus 4,3 + 0,23 % u kontrolnich mysi.
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Obr. 5.26. Hladiny regula¢nich CD4'CD25 Foxp3" T bunék v lymfatickych uzlinich my3i kmene Balb/c. Mysi
byly intranasalné imunizovany polyomavirovymi ¢asticemi (EGFP-VLPs), kontrolni mysi dostaly pouze B pufr (B
buffer). Procentické zastoupeni (A) CD4 CD2S Foxp3', (B) CD4 CD25 Foxp3™ a (D) CD4 CD25 Foxp3 mezi
CD4 splenocyty byly stanoveny 28 den od prvni imunizace, v kazdé skupiné byly vzdy pét mysi (n=5). (C) Repre-
zentativni rozdéléni CD25 a Foxp3 znatenych CD4" splenocytu, které jsou analyzovany v grafech A, B a D. Jedna se
0 kombinované povrchové (anti-CD4 a anti-CD25) a vnitrobunééné (anti-Foxp3) fluorescenéni barveni a stanoveni
prutokovou cytometrii.

Souhrné lze konstatovat, ze aplikace "zelenych" polyomavirovych ¢astic vede k redukci
poétu CD4'CD25 'Foxp3' T bunék ve slezinach imunizovanych mysi, nikoliv viak v
lymfatickych uzlindch. Alespori to naznacuji naSe pilotni pokusy. Prozatim nevime ja-
kym mechanismem by mélo dochdzet k tomuto efektu, zda maji polyomavirové Castice

pfimo vliv na Treg buiiky, ¢i zda se jedna o nepfimé plisobeni.
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5.2.6 Cytotoxicky test in vivo

Mezi pozadavky kladené na rekombinantni nosice antigend pro vyuziti v imunoterapeu-
tickych aplikaci je generace efektorovych cytotoxickych bunék. V nasich analyzach
s chimerickymi "zelenymi" polyomavirovymi ¢asticemi jsme se tudiz pokouseli ovéfit
pritomnost téchto bun¢k v téelech imunizovanych mysi. Podali jsme mysim intraperito-
nealn¢ 50 pg EGFP-VLP castic a po osmi dnech bylo aplikovano témto mysSim do ocas-
ni zily 10" smési (1:1) syngennich dendritickych bunék diferencialné znacenych CSFE.
Vzdy jedna c¢ast bunék byla pred aplikaci kromé znaceni (CSFE) oSetfena "zelenymi"
polyomavirovymi ¢asticemi (viz Material a metody). Po 24 hodinach byly sledovany
pomoci prutokové cytometrie hladiny znacenych bunék ve slezinach a lymfatickych

uzlinach viz obr. 5.27.
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Obr. 5.27. Cytotoxicky test in vivo. Monitorovani ubyvtku dendritickych bunck osetienych polyomavirovymi ¢asti-
cemi v telech imunizovanyeh mysi (EGEP-VLPs) a kontrolnich mysi. které dostaly pouze B pufr (B buftter) ve.
Vlastni stanoveni bylo vzdy provedeno ve slezinach (A) a lymfatickych uzlinach (B). Dendritické buriky oSctiené
polyomavirovymi ¢asticemi byvly znac¢eny pii nizsi koncentraci CSFE (0.04 uM). zatimco refereéni dendritické (neo-
Setfend) byly znaceny pii vyvssi koncetraci CSFE (0.6 pM). Prezentovand vysledky jsou reprezentativnim vzorkem
tiech nezavislych experimentu.
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Tyto vysledky ukazaly, ze urcita ¢ast dendritickych bun€k prezentujicich peptidy odvo-
zené od polyomavirovych ¢astic mizi i v kontrolnich (neimunizovanych) mysich. Tento
ubytek predstavoval v pripadé detekce v lymfatickych uzlinach az 36% zabiti, ve slezi-
néch to bylo 9% zabiti viz tab. 5.1. Tento fenomén si prozatim neumime vysvétlit. Do-
mnivame se, Ze polyomavirové ¢astice by mohly navozovat vyssi citlivost bunék vici
apoptotickym vliviim, avSak jedna se Cisté¢ o hypotéze, které musi byt nejprve ovéieny.
Dal§im vysvétlenim by mohla byt aktivita nékterych slozek nespecifické imunity.
Vlastni specifické zabiti EGFP-VLP osetfenych splenocytii ve slezindch imunizovanych
mysi Cinilo 25 %, v lymfatickych uzlinach to bylo 56 % viz tab 5.1. Jinymi slovy ve
slezindch imunizovanych mysi jsme pozorovali ~2,7x vy$8i miru specifického zabiti
EGFP-VLP o3etfenych splenocytii nez v kontrolnich mysich. V lymfatickych uzlinach

tato mira byla pouze ~1,5x vys$si nez v kontrolnich mysich.

Tab. S.1. Piehled vysledki cytotoxického in vivo testu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty specifického zabiti (%)
odetfenych (EGFP-VLP) splenocyti v kontrolnich a imunizovanych mysich.

Organ Kontrolni my$i ~ Imunizované mys3i
(% zabiti) (% zabiti)

Slezina 9 25

Lymfatické uzliny 36 56

5.2.7 Rozplétani mechanismi zpracovani a prezentace antigennich
peptidi odvozenych od polyomavirovych nanoéastic

Nedilnou soucasti nageho studia interakci polyomavirovych €astic s my$imi imunocyty
Jje rovnéz nahlédnuti do mechanismil zpracovani a prezentace antigenich peptidi odvo-
zenych praveé od téchto ¢astic v profesionédlnich antigen-prezentujich burikéch. Pro tyto
snahy jsme vyuzili jiz zavedené ex vivo proliferaini analyzy, kde se kokultivuji T lym-
focyty z imunizovanych mysi s dendritickymi buiikami, které jim predkladaji v kontex-
tu svych MHCgp komplexi antigenni peptidy. Liebl et al. (2006) prokazali, ze infeké-
nost my$iho polyomaviru je citlivd na inhibici okyselovani endo-lysosomélnich kom-
partmentd. Proto i naSe prvni kroky vedly pravé na blokaci acidifikace endosomu za
pouziti bafilomycinu A a chloroquinu. Pfi téchto pokusech jsme zaznamenali, Ze kon-
centrace 0,5 pM bafilomycin A a 100uM chloroquine v kultivaénim médiu mé za nasle-
dek snizeni intezity proliferace CD4" T lymfocytii o ~75 % ve srovnani s variantou bez
pouziti inhibitord viz obr. 5.27. Niz§i koncentrace bafilomycinu A (0,1 pM) jiz neméla
Zadny efekt na intezitu proliferace T bunék. V pfipadé chloroquinu (10uM) jsme stano-

vili ~33% inhibici pfi srovnani s variantou bez inhibitoru viz obr. 5.28. Z naSich analyz
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je mozné konstatovat, Zze zpracovani a prezentace antigennich peptidi odvozenych od
polyomavirovych ¢astic v kontextu MHCgp 1II jsou citlivé na inhibici endo-

lysosomalniho okyselovani.

Blockade of endo-lysosomal acidification
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Obr. 5.28. Inhibice endo-lysosomalni acidifikace a jeji vliv na proliferaci CD4" T lymfocytii v ex vivo pokusech.
(A) Pouziti bafilomycinu A. intenzita proliferace CD4" T Iyvmfocytu je vyvjadiena jako procentické snizeni intenzity
CSFE znacenych lymfoceytu. (B) Aplikace chloroquinu. intenzita proliferace T lymfocyta je vyjadicna jako mira
inkorporace ‘H-thymidinu (cpm). Vysvétlivky: iDCs. samotné neosetiené dendritické bunky: pDCs. dendritické
bunky osctiend "zelenymi” polyomavirovymi casticemi (Spe'ml): u jednotlivyeh inhibitora byly vzdy ko-kultivoviany
dendriticke bunky osetiend "zelenymi” polyomavirovymi ciasticemi (Spg/ml) a v médiu byla prislusna koncentrace
inhibitoru.

Dalsimi bunécnymi déji. které jsme si vytypovali pro inhibi¢ni analyzy byly cytosolicka
proteosomalni degradace a endosomalni cysteinova proteasa Cathepsin S. kterda neni
citliva viact zménam pH. V piipadé inhibice protesomalni aktivity jsme pouzili vysoce
selektivni inhibitor proteasomu epoxomicin, ktery v koncetraci 1 pM mél za nasledek
~80% inhibici proliferace CD4" T lymfocytu v prolifera¢ni analyze. Pfitomnost epoxo-
micinu v koncentraci 0,1 uM puisobila ~63% snizeni proliferaéni aktivity CD4" T bu-
nék. pfi koncetraci epoxomicinu 0.01 puM jiz nebyla pozorovana téméi zadna inhibice
viz obr 5.29.

Jelikoz zéasobni roztoky epoxomicinu a inhibitoru Cathepsinu S jsou nafedény
v DMSO. v ramci inhibi¢nich pokust jsme paralené piidavali k dendritickym bunkam
ekvivalentni mnozstvi ¢isttho DMSO (negativni kontrola). Zadny efekt samotného
DMSO na presentaci dendritickych bunék a proliferaci T bunék jsme nezaznamenali

(data newvedena).
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Proteosomal inhibition
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Obr. 5.29. Inhibice proteosomalni degradace a jeji vliv na proliferaci CD4" T lymfocytii v ex vivo pokusech.
Pouziti selektivniho inhibitoru proteasomu cpoxomicinu v koncentracich 10 pM. 0.1uM a 0.01 uM. intenzita prolife-
race CD4" T lymfocytu je vyjadiena jako mira inkorporace “H-thymidinu (cpm). Vysvétlivky: iDCs. samotné ncoset-
fené dendritick¢ bunky: pDCs. dendritické bunky osetfené "zelenymi” polyomavirovymi ¢asticemi (Spg/ml): u jed-
notlivych variant cpoxomicinu byly vzdy ko-kultivovany dendritické bunky oetfend "zelenymi” polyomavirovymi
casticemi (Spg/ml) a médiu byla prislusna koncentrace inhibitoru.
Pii aplikaci inhibitoru endosomalni proteasy Cathepsinu S jsme pozorovali pii konce-
. Coy e \ . e, S 3 + o o
traci 10 pM inhibitoru Cathepsinu S ~63% snizeni proliferace CD4" T lymfocyti. Pfi
koncetraci 0.1 uM tomu bylo jiz pouze ~22% a pii koncetraci 0.01 uM jiz nebyla pozo-
rovana zadna inhibice viz obr. 5.30.

Prekvapivé je zjisténi. ze prezentace antigennich peptidu odvozenych od polyo-
mavirovych ¢astic je citlivé na blokovani funkce protecosomalni degradace. Zakladni
model antigenni prezentace na komplexech MHCgp II je postaven na degradaci exo-
gennich proteini v pozdnich endosomech a jejich navleceni a vyvezeni v kontextu
MHCgp Il na povrch bunky. Na tomto misté bych rad upozornil. ze tyto inhibi¢ni poku-

’ ’ ~ [ ~ s . ’ . + + o
sy byly naplanovany paraleln¢ s proliteracnimi analyzami CD4" a CD8" T lymfocyta
tak. abychom ziskali n¢jaké informace o mechanismu kiizové presentaci (angl. cross-
presentation) antigennich peptidi odvozenych od polyomavirovych ¢astic. Bohuzel
vsak z technickych divodi se nepodatilo série proliferaci CD8" T bunék dokongit véas

do odevzdani této prace.

95



KAPITOLA 5: VYSLEDKY

Cathepsin S inhibition
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Obr. 5.30. Inhibice cysteinové proteasy Cathepsinu S a jeji vliv na proliferaci CD4" T lymfocytii v ex vivo
pokusech. Pouziti sclektivniho inhibitoru Cathepsinu S v koncentracich 10 pM. 0.1uM a 0.01 uM. intenzita prolifc-
race CD4' T lymfoeyvtu je vyjadiena jako mira inkorporace *H-thymidinu (cpm). Vysvétlivky: iDCs. samotné neoset-
fend dendritické bunky: pDCs. dendritické bunky osetiené "zelenymi" polyomavirovymi ¢asticemi (Spg/ml): u jed-
notlivych variant koncentrace inhibitoru Cathepsinu S byly vzdy kokultivovany dendritické buriky osetiené "zeleny-
mi" polyomavirovymi ¢asticemi (Spg/ml) a v médiu byla ptislusna koncentrace inhibitoru.
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Processing and presentation of MPyV VLPs
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Obr. 5.31. Souhrn dosaZzenych poznatku p¥i studiu interakci umélych polyomavirovych ¢astic s mySimi imuno-
cyty. Polyomavirové ¢astice velice ochotné vstupuji do antigen prezentujicich bunék (denritickych bunék), kde byla
prokazana jejich kolokalizace s markerem ¢asnych endosomi EEA-1. V pozdgjsich ¢asech po adsorpci (1,5 h) byla
zaznamenana kolokalizace frakci virovych ¢astic s lysosomalnim markerem LAMP-2 (Boura et al., 2005) a 3 h p.a.
kolokalizace s markerem endoplasmatického retikula Bip (GRP78). Tyto kolokalizaéni analyzy rovnéz prokazaly
ptitomnost velké frakce polyomavirovych ¢astic 6 h p.a. v perinuklearnim prostoru, nasledné 8 h p.a. byla zachycena
kolikalizace s ubiquitinem, kterd naznacuje Gcast proteosomalni aktivity na degradaci polyomavirovych ¢astic. Nase
funkéni analyzy ukazely, ze polyomavirové ¢astice indukuji zvy$enou expresi MHCgp Il pii vysokych pomérech
VLP/DC (10" a vyse), obdobny trend byl zaznamenam i u kostimul¢anich molekul CD80 a CD86 avsak ve vyrazné
mensi mife. Polyomavirové ¢astice stimuluji dendritické buriky k produkci cytokinu IL-12, coz naznacuje polarizaci
imunitni odpovédi ve prospéch Thl. V ex vivo prolifera¢nich analyzach jsme prokazali, ze dendritické buiiky oSetfené
polyomavirovymi &éstice specificky indukuji proliferaci jak CD4", tak i CD8 T lymfocyti (angl. cross-priming)
izolovanych z imunizovanych mysi. Toto zji§téni doklada, Ze antigenni peptidy odvozené od polyomavirovych ¢astic
jsou presentovany na MHCgp 11, tak i MHCgp I komplexech prislusnym T lymfocytim. Jinymi slovy je mozné rov-
néZ konstatovat, ze polyomavirové cCastice jsou efektivné cross-presentovany my$imi myeloidnimi buiikami.
V neposledni fadé jsme prokazali indukci produkce IL-2 a INF-y T burikami v ex vivo prolifera¢nich analyzach.
Inhibiéni pokusy prokazaly, Ze prezentace peptidd na MHCgp 11 je zavisla na kyselém pH endo-lysosomalnich kom-
partmentl. Blokovani funkce endosomalni cysteinové proteasy Cathepsinu S rovnéz vedlo k snizeni antigenni pre-
zentace. Celkem kontroverzni je zjisténi, Ze i inhibice proteosomalni aktivity vede k dramatickému sniZeni prezentace
peptidd odvozenych od polyomavirovych ¢astic. Lze se domnivat, Ze i cross-prezentace polyomavirovych ¢astic je
vedena tzv. klasickou cytosolickou drahou. Nicméné tyto analyzy jsou predmétem souc¢asnych experimenti. Prozatim
jsme neprokazali pfimou ucast transportéru TAP na presentaci antigennich peptidi odvozenych od polyomavirovych
¢astic. V imunizovanych mysich jsme zaznameli mirné snizeni hladiny regulaénich CD4’CD25 Foxp3" T bunék, coz
by mohlo byt spojeno s vy3si intenzitou ex vivo proliferace CD8" T bunék pfi jejich stimulaci alogennimi (B6) sple-
nocyty. Rovnéz i tyto vysledky jsou velice Cerstvé, a tudiz musi byt potvrzeny naslednymi pokusy.
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5.3 Konstrukce expresni kazety pro simultinni produkci
proteini VP1 a t-VP3 mySiho polyomaviru

V ramci svoji diplomové prace jsem se rovnéz vénoval pripravé nékolika genovych
konstruktti, které by mély usnadnit pfipravu rekombinantnich bakuloviri nesoucich
strukturni geny mysiho polyomaviru. Prvnim dil¢im tkolem bylo vytvofit na zdkladé
donorového plasmidu pFastBac DUAL (Bac-to-Bac Expression Systém, Invitrogen)
expresni kazetu, kde bude pod silnym polyhedrinovym promotorem (pPH) umistén gen
pro VP1 protein, zatimco pod druhym silnym promotorem pl0 bude vloZena
C-koncova ¢€ast genu pro VP3 protein. Pro tyto u€ely jsem pomoci PCR amplifikace s
vyuzitim oligonukleotidti zavadéjicich pfislusné restriéni mista (VP1-Eco Rl a VP1-Xba
I) pripravil gen pro VP1 protein, jako DNA templét byl pouzit plasmid pMJG-MPyV
nesouci cely genom mysiho polyomaviru. Takto amplifikovany gen (VP1) byl poté ob-
dobné jako donorovy plasmid pFastBac DUAL $tépen restrikénimi endonukleasami Eco
RI a Xba I za u€elem tvorby komplementarnich konct pro ligaci. Plasmidovy vektor byl
jesté nasledné defosforylovan. Na obr. 5.32. je zachycena kontrolni elektroforéza pfi-

praveného insertu (VP1) a donorového plasmidu.

bp
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Obr. 5.32. (A) Kontrolni elektroforeticka separace amplifikovaného a restrik&én& opracovaného (Eco Rl a Xba I) genu
pro VP1 protein, (B) kontrolni elektroforéza linearizovaného (Eco Rl a Xba 1) plasmidu pFastBac DUAL. Jako hmot-
nostni standard byla pouzita genomova DNA faga Lambda §tépend Pst 1 enzymem.

Ligovany genovy konstrukt byl nasledné transformovan do bunék E. coli, kde byl vy-
hledavan zpétnym vystépovanim pomoci Eco Rl a Xba | spravny rekombinantni plas-

mid pFastBac DUAL-VPI viz obr. 5.33.
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Obr. 5.33. Ukézka elektroforetické separace minipreparace
plasmidi z pozitivnich kolonii E. coli nesoucich rekombi-
nantni plasmid pFastBac DUAL-VPI. Gen VP1 byl zpétné
vystépen enzymy Eco Rl a Xba 1. Jako hmotnostni standard
byla pouzita genomovd DNA faga Lambda §tépend Pst 1
enzymem.

K tomuto konstruktu byla dale pod promotor

pl0 klonovana C-terminalni doména genu
11501 - [

2030 [ pro minoritni strukturni protein VP3. Opét

1700 -
1169 -
805 -

pomoci PCR amplifikace s vyuZzitim primeri

tVP3-Sma 1 a tVP3-Nhe 1 byla pfipravena

514.-

piislusna sekvence zkracené verze VP3 genu
viz obr. 5.34. Takto amplifikovana sekvene byla paralelné s plasmidem pFastBac DU-
AL-VPI1 enzymaticky (Sma | a Nhe 1) opracovana pro naslednou ligaci. Plasmidovy
vektor byl opét defosforylovan. Po ligaci a transformaci byly restrikéné vyhledany re-
kombinantni plasmidy nesouci jak VPI, tak i t-VP3 sekvence mysiho polyomaviru (da-

ta neuvedena).

Obr. 5.34. Amplifikace C-terminalni ¢asti genu pro VP3
protein (tVP3) a jeho elektroforeticka separace. Jako
hmotnostni standard byla pouZita genomovd DNA faga
Lambda $tépend Pst 1 enzymem.

- 326 bp tVP3 gene

Vysledna expresni kazeta rekombinantniho plasmidu pFastBac DUAL-VP1+t-VP3 je
schématicky znézornéna na obr. 5.35. Genovy konstrukt je sestaven tak, aby §lo cilené
vkléadat pres restrikéni misto Sac I k C-terminédlni doméné proteinu VP3 dal$i sekvence
kandidatnich virovych, bakteridlnich ¢i nadorovych antigeni. Expresi této kazety
v hmyzich burikach je mozné ziskat polyomavirové nanocastice nesouci jakykoliv pie-
pravovany antigen uvnitt pseudokasid. V soucasné dobé byly v nasi laboratofi na zakla-
dé tohoto vektoru ptipraveny polyomavirové pseudokapsidy nesouci antigeny chronické
myeloidni leukémie — zlomové misto Ber-Abl (~171 Amk) a tyrosinkinasovou doménu

SH1 c-abl (~208 Amk) (Mgr. V. Bohacova).
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Obr. 5.35. (A) Schéma pFipravené expresni kazety pro simultanni produkci VP1 a C-terminalni domény VP3
proteini a (B) celkového plasmidu pFastBac DUAL-VP1+t-VP3. Gen pro VPI protein byl viozen do tohoto vek-
toru pfes restrikéni mista £co Rl a Xba | pod polyhedrinovy (pPH) promotor. Zkracena verze genu pro VP3 protein
(t-VP3) byla vlozena do tohoto vektoru pfes restrikéni mista Sma 1 a Nhe 1 pod p10 promotor. Pres restrikéni misto
Sac1 v genu t-VP3 je mozné vkladat dalsi sekvence kédujici kandidatni virové, bakterialni ¢i nadorové antigeny tak,
aby byly pFipraveny chimerické polyomavirové pseudokapsidy nesouci uvniti prave tyto antigeny.

Kromé pfipravy vySe uvedeného genového konstruktu jsem se zabyval pfipravou ob-
dobného vektoru, ktery ovSem nese pod polyhedrihovym promotorem mutovanou verzi
genu pro VP1 protein (laboratorni oznaceni ins-VP1) mysiho polyomaviru. Tato modi-
fikovana sekvence ma v oblasti HI smy¢ky genu VP vlozeno klonovaci misto a sekven-
ce kodujici flexibilni linkery (serin-glycinové motivy). PCR amplifikace tohoto genu
probihala obdobné jako jeho intaktni forma s tim rozdilem, ze jako DNA templét byl
pouzit plasmid pUC18-insVP1. Kontrolni restrikéni ovéfeni tohoto konstruktu je zachy-

ceno na obr. 5.36, na obr. 5.37 je schématicky zndzornén pripraveny plasmid pFastBac
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DUAL-insVP1. Tento vektor je v soucasné dobé v nasi laboratofi dale upravovan za
icelem pripravy chimerickych polyomavirovych &astic nesoucich cizi epitopy expono-

« vané na povrchu virovych nanoéastic, tak i uvnitf

N
Qg‘* N pseudokapsid (Lucie Klimova).
(OCP {pb
\\Q\\ Q_\' Obr. 5.36. Restrik&ni ovéFeni vytvofeného plasmidu pFastBac
N3 (,Ic,o DUAL-insVP1. Gen insVPI byl vystépen pomoci enzymu Eco RI
Q‘a\ \"\;\ \P\> a Xba 1. Paraleln¢ byly rovnéz separovany linearizovany plasmid
\;V) 0\3 0\3 & pFastBac DUAL a PCR produkt amplifikace insVP1 genu. Jako
,bo & @ F hmotnostni standard byla pouzita genomova DNA Lambda faga
@06 'b"& 09\0 \\Q\ $tépena enzymem Pst 1.
F &

bp
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=
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Obr. 5.37. Schéma piipraveného plasmidu
pFastBac DUAL-insVP1. Gen insVP1 byl vlozen
do tohoto vektoru pres restrikéni mista Eco Rl a Xba
I a je umistén pod polyhedrinovym (pPH) promo-
torem. Vektor je v souCasné dobé v nasi laboratofi
dale upravovan za ucelem pfipravy chimerickych
polyomavirovych ¢&astic nesoucich cizi epitopy
exponované na povrchu virovych nanodastic, tak i
uvniti pseudokapsid (Lucie Klimova).
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5.4  Priprava antigenniho nosice na basi netoxické
formy cholerového toxinu

V ramci posledni ¢ésti své diplomové prace jsem se vénoval pripravé nosice pro dopra-
vu antigend do sav¢ich bunék odvozeného od cholerového toxinu.

5.4.1 Struktura expresni kazety pro produkci cholerového toxinu

Pro produkci cholerového toxinu jsme snazili vyuzit vlastnosti bakulovirového expres-
niho systému. Prvnim dil¢im tkolem bylo vytvofit na zakladé donorového plasmidu

pFastBac DUAL (Bac-to-Bac Expression System, Invitrogen) expresni kazetu, kde bude
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pod silnym polyhedrinovym promotorem (pPH) umistén gen pro B podjednotku chole-
rového toxinu (CTB), zatimco pod druhym silnym promotorem pl0 bude vlozena mo-
difikovana ¢ast genu pro CTA2 podjednotku. Pro tyto ugely jsem pomoci PCR amplifi-
kace s vyuzitim oligonukleotidii zavadgjicich prislusné restri¢ni mista (CTB-Bam HI a
CTB-Hind 111, resp. CTA2-Sma | a CTA2-Nhe 1) ptipravil geny pro CTB a CTA2 pod-
jednotky, jako DNA templat byl pouzit
plasmid pCVD621 nesouci fragmenty
operonu CTxB a CtxA2 z patogenni bakterie

Vibrio cholerae viz obr. 5.38.

Obr. 5.38. PCR amplifikace CTB a CTA2 genu a jejich
elektroforeticka separace. Jako hmotnostni standard byla
pouzita genomova DNA fiaga Lambda 3tépend Pst 1
enzymem.

-327bpCTB  V prvni fazi byl vytvofen rekombinantni
-159bp CTA2 plasmid pFastBac DUAL-CTB, kde byla

DNA sekvence CTB podjednotky vlozena
pies restriéni mista Bam HI a Hind 111 pod pPH viz obr. 5.39. Po ovéfeni spravnosti
vlozeni CTB genu byl do tohoto vektrou dale klonovan modifikovany gen pro CTA2
podjednotku pod p10 promotor. Vytvofeny plasmid pFastBac DUAL-CTB+CTA2 byl
op¢t kontrolné restrikéné ovéfovan na pritomnost danych insertd viz. obr. 5.40. Na obr.
5.41 je schématicky zndzornéna expresni kazeta pro simultanni produkci CTB a CTA2
proteini v hmyzich buikach. Detailni navrh modifikované sekvence pro CTA2 podjed-

notku je zachycen na obr. 5.42.

Obr. 5.39. Restrikéni ovéFeni vytvoreného plasmidu
& b\\\ pFastBac DUAL-CTB. Gen CTB byl vystépen pomoci

» Y\“\b _‘é\‘o enzymi Bam HIl a Hind 111, paralelné byl rovnéz tento
‘(\\(‘b &R plasmid kontrolné rozstépen enzymy Xho 1 a Hind 111. Jako
Q}“ Q}.{‘s\‘:@oo@ hmotnostni standard byla pouzita genomova DNA Lambda
A faga $t€pena enzymem Pst 1.
IO
R
&
3N - CTB gene 327 bp
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Obr. 5.40. Restrikéni ovéfeni vytvoieného plasmidu
pFastBac DUAL-CTB+CTA2. Gen CTA2 byl vystépen
pomoci enzymii Sma | a Nhe 1. Jako hmotnostni standard byla
pouzita genomova DNA Lambda faga $tépend enzymem Pst 1.

p10 pPH
EcoRl gma Bul/n Hi
\
ob2
%
Hing 11
SV40pA
pFastBac DUAL-CTB-CTA2 oy
5.7 Kbp
f1 on
puUC on

Obr. 5.41. Schéma pripravené expresni kazety (A) a vysledného donorového plasmidu pFastBac DUAL-
CTB+CTA2 (B). Gen pro B podjednotku cholcrového toxinu (CTB) byl viozen do tohoto vektoru pies restrik¢éni
mista Bam HI a Hind 111 pod polyhedrinovy (pPH) promotor. Modifikovana verze genu pro CTA2 podjednotku cho-
lerového toxinu (CTA2) byla vlozen do tohoto vektoru pres restrikéni mista Sma 1 a Nhe 1 pod p10 promotor. Na
N-konci CTA2 genu bylo pfipraveno miniklonovaci misto (£co RI, Sal 1, Xho 1 a Sma 1), pies které je mozné pfipra-
vovat ruzné fusni proteiny s CTA2 genem.
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(A) Cholera toxin A2 subunit gene - wild type

KDEL motif
(B) Modified cholera toxin A2 subunit gene

Formed cloning site

Xho | Sall Eco RI
L GTe GAC CERREC
Novel peptide
I
KDEL motif

Obr. 5.42. Nukleotidové a aminokyselinové sekvence intaktni (A) a modifikované (B) CTA2 podjednotky cho-
lerového toxinu. Modifikovana forma CTA2 ma N-konci iniciaéni ATG kodon, ktery nahradil TGC (Cys) u pfiroze-
né (wild-type) formy. Tento cystein v intaktni molekule cholera toxinu vytvari poskytuje ~SH skupinu pro konjugaci
s enzymatickou (toxickou) CTA1 podjednotkou prostiednictvym disulfidické vazby, proto byl v naem konstruktu
preventivn¢ odstranén. Za inicia¢nim koddnem je pak vlozeno miniklonovaci misto (Xho 1, Sa/ 1 a Eco R1). Do tohoto
mista je mozné nasledn¢ vkladat kandidatni virové, bakterialni, nadorové ¢i jiné antigeny, které budou fusovany s C-
koncovou doménou cholerového toxinu. Na C-konci je zachovan retenéni signal endoplasmatického retikula (KDEL
motiv) a zafazen terminaéni TAA kodon.

V dal$im kroku byl do plasmidu pFastBac DUAL-CTB+CTA2 jako modelovy antigen
vlozen gen pro EGFP protein. Pomoci PCR amplifikace s vyuzitim oligonukleotid(
GFPf-Eco RV a GFPr-Eco RV byla piipravena sekvence pro EGFP protein. Jako DNA
templat byl pouzit plasmid pEGFP-C2 (Clontech). Takto pfipraveny insert byl jesté
koncové upraven enzymy Eco RV a Eco Rl a precistén eluci z agarosového gelu. Dono-
rovy plasmid pFastBac DUAL-CTB+CTA2 byl linearizovan enzymy Sma 1 a Eco Rl
a nasledné defosforylovan. Na obr. 5.43. jsou zachyceny pfipraveny insert (EGFP) a
linearizovany plasmidovy vektor pFastBac DUAL-CTB+CTAZ2. Po ligaci a transforma-
ci byl hledan rekombinatni klon E. coli nesouci spravny konstrukt pFastBac DUAL-
CTB+EGFP-CTA2. Na obr. 5.44. je zachycena restrikéni charakterizace a PCR detekce

piislusnych sekvenci v pfipraveném konstruktu.
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Obr. 5.43. Kontrolni elektroforetickd separace
amplifikovaného a restrikéné opracovaného (Eco RV
a Eco Rl) genu pro EGFP protein (leva &ast gelu)
a kontrolni elektroforéza linearizovaného (Sma I a Eco
RI) plasmidu pFastBac DUAL-CTB+CTA2 (prava &ast
gelu). Jako hmotnostni standard byla pouzita genomova
DNA faga Lambda $tépena Pst I enzymem.

Obr. 5.44. Charakterizace prFipraveného plasmidu
pFastBac DUAL-CTB+EGFP-CTA2. (A) Kontrolni
$tepeni enzymy Eco RI a Hind III a elektroforeticka
separace vzniklych DNA fragmentd. (B) PCR detekce
DNA sekvenci pro proteiny CTB, CTA2, EGFP a EGFP-
CTA2. V draze EGFP neni zadny PCR produkt, jelikoz
C-koncova sekvence tohoto genu byla odstfihnuta
enzymem Eco R, a tudiZz nemize byt zachycena pomoci
PCR. Nicméné nov¢ formovana sekvence genu pro fusni
protein EGFP-CTA2 je jiz norméln& amplifikovana. Jako
hmotnostni standard byla pouZita genomova DNA faga
Lambda §tépena Pst | enzymem.
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Expression cassette for simultaneous production of CTB and EGFP-CTA2 genes
(A) HSw ke A 100 GPH SA0 A
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Obr. 5.45. (A) Schéma sestavené expresni kazety pro paralelni produkci proteinu CTB a fusniho proteinu
EGFP-CTA2, (B) celkové schéma vysledného plasmidu pFastBac DUAL-CTB+EGFP-CTA2. Gen pro CTB
protein byl vlozen do tohoto vektoru pies restrikéni mista Bum HI a Hin 111 pod polyhedrinovy (pPH) promotor.
Modifikovana verze genu pro CTA2 polypetid byla vlozena do tohoto vektoru pies restrikéni mista Sma 1 a Nhe 1 pod
p10 promotor. K N-konci této sekvence byla dale fusovana sekvence pro EGFP protein pies restrikéni mista Eco Rl
a Sma 1. resp. Eco RV. Spojenim tupych koncu vzniklych stépenim Sma 1 a Eco RV byla ob¢ mista zruSena v novém
konstruktu, tudiz nemohla byt vyuzita pii kontrolni detckci.

Schematic model of chimeric “‘green” cholera toxin

peptide spacer

t-CTA2

Obr.5.46. Schématicky 3D obraz netoxické

cTB
pentamer

formy cholerového toxinu,
katalyticka (toxickd) podjednotka nahrazena
proteinem EGFP. Barevné znaceni odpovada
map¢ plasmidu na obr. 5.45.

jeho
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5.4.2 Produkce, purifikace a charakterizace "zeleného"
(netoxického) cholerového toxinu

Na zaklad¢ sestavenych donorovych plasmidi pFastBac DUAL-CTB+CTA2 a pFast-
Bac DUAL-CTB+EGFP-CTAZ2 byly s vyuzitim systému Bac-to-Bac Expression System
(Invitrogen) pfipraveny rekombinatni bakuloviry: rBac-CTB+mCTA2 a rBac-
CTB+EGFP-CTAZ2. Prvotni produkce CTB a EGFP-CTA2 proteinti v hmyzich buiikach
infikovanych ptisluSnymi bakuloviry byla zjiStovana imunochemicky viz. 5.47. Tato
analyza ukézala, Ze skute¢né dochdzi v hmyzich bunkach k expresi CTB a EGFP-CTA2
proteini. Produkce téchto proteini byla dale potvrzena pomoci fluorescence a imu-

nofluorescence viz obr. 5.48.

Immunodot-blot detection Obr.’ 5.47. Imunoc’hemické detekce proteini CTB a ’EGFP-'CT,AZ
) v lysatu infikovanych (rBac-CTB+EGFP-CTA2) hmyzich buiikach
MAD anti-CTB . pomoci dot-blot analyzy. Protein CTB byl detekovan pomoci
PAb anti-CTB . monok]orllélpi my§li proti]étky anti-CTB ('Mab ami-CTB). resp. kralici
polyklonalni protilatky anti-CTB (PAb anti-CTB) a protein EGFP-CTA2
PAb anti-EGFP ' pomoci krali¢i polyklonalni protilatky anti-EGFP (PAb anti-EGFP). Tyto
% % primarni protilatky byly nasledné znaceny pomoci sekundarmni kozi
% protilatky proti my$im imunoglobulinim nebo kozi protilatky proti
% krali¢im imunoglobulinim konjugavané s kienovou peroxidasou. Detckce
DS byla provedena 72 h p.i. Jako negativni kontrola byly pouzity lysaty
$ . . .
neinfikovnych hmyzich bunck.

Phase contrast EGFP-CTA2 CTB

Obr. 5.48. Rezy konfokalniho mikroskopu hmyzimi buiikami infikovanymi rekombinatnim bakulovirem
(rBac-CTB+EGFP-CTA2 (A) a neinfikovanymi hmyzimi buiikkami (B). V levé casti (a) fazovy kontrast, (b)
fluorescence EGFP-CTA2 proteinu a (¢) imunofluorescence CTB proteinu. Buriky byly fixovany 3% paraformalde-
hydem 72 h p.i. a protein CTB byl znacen pomoci krali¢i polyklonalni protilatky anti-CTB, ktera byla nasledné¢ vi-
zualizovana sekundarni kozi protilatkou proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s AlexaFluor 546. M¢ritko:
S um.
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Time p.i.

Nomarski Fluorescence  Merged

18 h

26 h

Obr. 5.49. Vliv doby sklizné na mnoZstvi a kvalitu chimerického cholerového toxinu. Hmyzi buriky Sf9 byly
paralelné infikovany rekombinantnim bakulovirem rBac-CTB+EGFP-CTA2 a v riznych &asech po infekci bylo
detekovano mnozstvi syntetizovaného EGFP-CTA2 proteinu pomoci fluorescenéni mikroskopie. Rovnéz byly
v téchto ¢asech buiky sklizeny a imuchemicky testovany na pfitomnost CTB proteinu. Z obrazku je patrné, ze
k néjvétsi produkci EGFP-CTA2 doslo 64 h, resp. 72 h p.i.

V dalSich analyzach jsme se zaméfili na Casovou zavislost produkce CTB a EGFP-
CTA2 proteini v hmyzich buikach. V riznych ¢asech po infekci jsme pomoci fluo-
rescenéni mikroskopie ovéfovali dynamiku produkce EGFP-CTA2 v hmyzich bunikach
viz obr. 5.49. Pfi stanovenich 64 h a 72 h p.i. jsme zaznamenali maximum intenzity flu-

orwscnéniho signalu, kdy bylo téméf 100 % bunék pozitivnich na produkci EGFP-
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CTA2. Produkce proteinu CTB byla ovéfovana ve stejnych ¢asech po infekci pomoci
SDS-elektroforézy a imunochemické analyzy viz obr. 5.50 a obr. 5.51. Pomoci imuno-
chemické analyzy lze rovnéz konstatovat, ze nejvice CTB proteinu je v lyzatech pfi-
tomno rovnéz mezi 64-72 h p.i.

Ny S I, O N\

\\Q. “Q “Q' Q ’OQ 'QQ' Obr. 5.50. SDS-elektroforéza lysati infikovanych

D .»b a0 @v > A (rBac-CTB+EGFP-CTA2) hmyzich bunék sklize-

kDa ’ ; ; nych v riznych &aseh po infekci. 15% polyakryl-

amidovy gel, barveno Commasie Brilliant Blue.

as.-
31-
21-
14-

(\\‘-‘o Obr. 5.51. SDS-elektroforéza lysatu infikovanych
iy (rBac-CTB+EGFP-CTA2) hmyzich bunék sklize-
,bi,\ nych v riznych &aseh po infekci. Proteiny byly
pfeneseny na membranu, kde byl imunochemicky
pomoci polyklondlni krali¢i protilatky anti-CTB
identifikovan protein CTB (11 kDa). Primarni
;o protilitka byla nasledné znaena sekundamni kozi
31- protilatkou proti krali¢im imunoglobulinim konjugo-
- CTB dimer vanou s kienovou peroxidasou. Jako negativni kontrala
byl pouzit lysat neinfikovanych hmyzich Sf9 bunék.

- CTB monomer

Time post infection

Ptipraveny rekombinatni bakulovirus rBac-CTB+EGFP-CTA2 byl pouzit pro infekci
hmyzich bun€k za Gcelem produkce vét§iho mnozstvi netoxické formy cholerového
toxinu. Z infikovanych bun€k jsme po sklizni ptipravili lysaty, které byly bud’ pfimo
nanéaseny na chromatografickou kolonku s naplni imobilisované D-galaktosy nebo byly
nejprve rozdéleny ultracentrifugaci v CsCl gradientu &i srazeny siranem amonnym pfi
70% saturaci a dialyzovany proti 50 mM Tris-HCI (pH 8,0). Navazany cholerovy toxin
byl z kolonky uvolnén roztokem 1 M D-galaktosy v 50 mM Tris-HCI (pH 8,0). V jed-

notlivych frakcich byl imunochemicky stanovovan CTB protein viz obr. 5.52.

Obr. 5.52. Imunodetekce CTB proteinu v jednotlivych
D‘galaCtose afﬁnity chromatography frakcich ziskanych afinitnich chromatografii. Protein CTB
byl imunochemicky identifiokovan pomoci poly-klonalni
krali¢i protilatky anti-CTB. Primarni protilatka byla nasledné
znatena sekundarni kozi protilatkou proti  krali¢im

12 3 45 6 7 8 imunoglobulinim konjugovanou s kienovou peroxidasou.
Jako pozitivni konrola byl pouzit lysét infikovanych (rBac-
Positive Negative CTB-CTA2) Sf9 hmyzich bunék, negativni kontrolou byl

g control control

pouzit lysét neinfikovanych hmyzich Sf9 bunék.
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Na zédkladé imunodetekce jednotlivych frakci ziskanych pfi afinitnich chromatografii
byla prokazana pfitomnost proteinu CTB. Nicméné mnozstvi cholerového toxinu izolo-
vaného z kolonky bylo tak nizké, Ze nebylo mozné jej spektrofotometricky (Aazso ani
analyzou dle Bradfordové) kvantifikovat. V soucasné dobé feSime problém nizkych
vytézku pfi afinitni chromatografii cholerového toxinu.

Posledni analyzou bylo ovéfit, zda se v hmyzich burikdch formuji pentamery
proteinu CTB tak, jak jiz bylo dfive popsano v jinych expresnich sytémech. Za timto
ucelem byla vyuzita SDS-elektroforéza izolovaného cholerového toxinu, ktery byl na-
naSen ve vzorkovém pufru v nepfitomnosti, resp. v pritomnosti reduk¢niho Cinidla f3-
merkaptoetanolu viz obr. 5.53. Z nésledujich imunoanalyz jsme zjistili, Ze v neredukuji-
cich podminkach se pohybuje CTB protein v oblastech délek kolem 50 kDa. Tato ana-
lyza poukazuje, ze dochézi pfi expresi CTB proteinu v hmyzich burikdch k formovani
pentamert tohoto proteinu (~55 kDa). V pIné redukujich podminkach jsme detekovali

signal v oblasti délek ~11 kDa (CTB monomery) a ~22 kDa (CTB dimery).

C 4\\ Obr. 5.53. SDS-elektroforéza izolovaného (afinitni chromato-
o(l oL o & . , . . C o1

Q 00 00 (9 grafie) rekombinantniho cholerového toxinu. V prvni draze

N '\ '\ zleva je separovan vzorek, ktery byl nand¥en ve vzorkovém

é &\&‘ '0 (Laemmli) pufru bez ptitomnosti B-merkaptoetanolu a rovnéz

q. q, e@ nebyl povafen. V druhé draze je vzorek, ktery je rovnéz nanesen

v pufru bez pfitomnosti B-merkaptoetanolu, aviak byl povafen
(5 min, 100 °C). Ve tieti draze je nanesen vzorek v tradi¢nim

-CTB pentamer Laemmli pufru (5% B-merkaptoetanol), ktery byl rovnéz
povafen. Proteiny byly po prob&hnuti elektroforézy preneseny na
membranu, kde byl imunochemicky pomoci polyklonalni krali¢i
protilaitky anti-CTB identifikovan protein CTB (11 kDa).
Primami protildtka byla nasledné znacena sekundarni kozi

-CTB dimer protilatkou proti krali¢im imunoglobulinim konjugovanou
s kfenovou peroxidasou. Jako negativni kontrala byl pouzit lysat
neinfikovanych hmyzich Sf9 bun&k.

kDa
56 -
45 -
31-
21-

14 -
-CTB monomer
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Kapitola 6

DISKUSE

6.1 Interakce umélych virovych ¢astic malych neobalenych
DNA virt s dendritickymi buiikami

V pribéhu evoluce obratlovci vyvinuli velice sofistikovany imunitni systém, ktery do-
kéze rozpoznat pfitomnost patogennich mikroorganismi a zahdjit proti nim patfi¢né
obranné kroky. Nadmiru dobfe jsou prostudovany receptory rozpoznavajici jisté evo-
luéné konzervované struktury (angl. pattern recognition receptors, PRRs) bakterial-
nich patogenid. Profesionalni bunky pfedkladajici antigen, zejména dendritické burky,
vyuzivaji pro tyto Gcely receptory proteinovych rodin Toll ¢i NOD (Takeda et al.
2003; Girardin et al., 2003). Nicméné role téchto receptorl pti rozpoznavani kapsido-
vych struktur neobalenych virl je prozatim velice mélo probadéana. Lenz et al. (2001)
jako prvni prokazali, Ze umélé papilomavirové Castice jsou efektivné internalizovany
mySimi dendritickymi burnikami. Jejich pokusy pfimo dokladaji, ze tyto virové ¢astice
indukuji in vitro fenotypovou maturaci dendritickych bunék vyjadfenou zvySenou povr-
chovou expresi MHC gp 1 i II tfidy, kostimulaénich molekul CD 80, CD86 a CD40
a adhesivni molekuly CD54. Kromé zvySené exprese téchto kli€ovych molekul pozo-
rovali rovnéz zvySenou produkci zanétlivych cytokini IL-6 a TNF-a. Indukovanou
produkci dal$iho kli€¢ového cytokinu IL-12p70 po aplikaci virovych ¢astic zaznamenali
az pti spole¢né in vitro ko-kultivaci dendritickych bunék se syngennimi T lymfocyty.
Velice zajimavy je rovnéz poznatek, Ze tyto stimulacni vlastnosti na dendritické
buriky mély pouze plné sestavené papilomavirové ¢astice, zatimco pfi aplikaci nese-
stavenych kapsomer (L1 pentamert) byl tento efekt pozorovan jen v nizké mite. Jakoby
pouze perfektné sestavené, geometricky pravidelné virové &astice mély schopnost oli-
gomerozovat nékteré bunécné receptory, jejichz vnitrobunééné signalizacni domény

jsou pak snéaze excitovatelné. Tyto strukturni implikace vychézeji i z pokust s virovymi
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¢asticemi odvozenymi od mys$iho polyomaviru provedené autory Vlastos et al. (2003).
Tito autofi paraleln¢ srovnavali in vivo imunogenni vlastnosti intaktnich polyomaviro-
vych VPI1 ¢&astic s pentamery tvofenymi fusnim proteinem GST-VP1. Jejich pokusy
taktéz ukazuji, ze intaktni polyomavirové nanocéstice jsou mnohem vice potentni pfi
indukci imunitnich odpovédi.

Jako nejvhodnéjsi koncetrace papilomavirovych €astic pro in vitro indukci ma-
turace denritickych bungk byla 10 pg/ml média (tato koncentrace odpovida ~3 x 10°
virovych ¢astic/dendritickou buiiku) v pokusech provedenych Lenz et al. (2001). Tito
autori dale ovérovali schopnost indukce maturace dendritickych bunék pfi jejich vysta-
veni strukturné podobnym pseudokapsiddm odvozenych od lidskych polyomaviri — BK
viru a JC viru. Tyto pokusy vSak ukazaly neschopnost téchto VLP struktur navodit ma-
turaci dendritickych bunék i pfi vyrazné vyssSich koncentracich (az 100 pg/ml) VLP
struktur v kultivaénim médiu. Nase pokusy s umélymi nano¢asticemi mysiho polyoma-
viru ukézaly, Ze tyto VLP struktury jsou schopny indukovat zvysenou povrchovou ex-
presi MHC gp II a kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 pouze pfi vysokych pomé-
rech VLP/DC — 10° a vy3e. Jinymi slovy, pfi koncentraci VP1 pseudokapsid ~2,7 pg/ml
média jsme byli schopni zaznamenat tuto indukci, ovSem pfi koncentracich ~27 pg/ml
byly pozorované trendy mnohem vyraznéj$i. Ve srovnani s papilomavirovymi ¢astice-
mi, kde Lenz et al. (2001) nepozorovali bezprostiedné zvysenou produkci prozanétlivé-
ho cytokinu IL-12 dendritickymi burikami, v naSich pokusech byl tento cytokin jiz
pfimo silné specificky produkovan po vystaveni dendritickych bunék polyomavirovym
Casticim. NaSe vysledky byly potvrzeny autory Bickert et al. (2006), ktefi rovnéz pfi
aplikaci VP1 pseudokapsid MPyV nesoucich epitopy ovalbuminu pozorovali indukci
exprese MHC gp II a kostimula¢nich molekul CD80, CD86 a CD40 na povrchu mysich
dendritickych bunék. Tito autofi poukazuji, Ze mira aktivace dendritickych bunék je
zavisla na mnozstvi (angl. dose-dependent) aplikovanych polyomavirovych &astic. Jako
optimalni mnozstvi pro maturaci dendritickych bunék uvadéji koncentraci VP1 ¢astic
40 pg/ml média (tato koncetrace odpovida ~1,5 x 10° VP1 &astic/dendritickou buiiku).
Pfi koncentraci 1 pg/ml pozorovali velmi slabou, téméf Zadnou aktivaci uvedenych mar-
kerli maturace dendritickych bun¢k. Obdobné nasim vysledkiim, i Bickert et al. (2006)
a Tegerstedt et al. (2006) prokazali pfimou produkci cytokinu IL-12 dendritickymi buri-
kami po jejich vystaveni MPyV VPI ¢asticim. V naSich pokusech jsme jako odpovéd-
nou za stimula¢ni vlastnosti polyomavirovych ¢astic rovnéz podeziivali jejich moznou

kontaminaci, at’ uz molekulami nukleovych kyselin ¢i n€kterych proteinti (HSP, apod.).
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Proto jsme paralelné pfi aktivaénich pokusech dendritickych bunék porovnavali polyo-
mavirové Castice purifikované pouze v CsCl gradientu a Castice Cisténé pres gradient
CsCl, tak i hustotni gradient sacharosy. V nasich pozorovéanich jsme vSak nezaznamena-
li jakykoliv vyznamny rozdil v aktivaci dendritickych bun€k rtzné Cistymi frakcemi
polyomavirovych &astic. Obdobné ani vliv nukleovych kyselin hmyziho ¢i bakuloviro-
vého pivodu uvnitf pseudokapsid nemél vliv na stimulaci dendritickych bunék. [ v praci
Bickert et al. (2006) pfedchazeli moznému zkresleni dat chemickym oSetfenim prepara-
td virovych ¢astic "Detoxi-Gel Endotoxin Removal Gel" (Pierce).

Ne nadhodou vyzkum papilomavirovych umélych &éstic, které jsou jiz dnes kli-
nicky podavany divkam jako preventivni vakcina pfed vyvojem rakoviny délozniho
¢ipku, dosahl jistého pokroku v objasnéni samotnych mechanismii maturace dendritic-
kych bunék. Yang et al. (2004) za pouziti robustni bioCipové technologie prokazali, ze
po aplikaci papilomavirovych ¢astic dochazi v dendritickych bunikéach k aktivaci tran-
skripce gent pro INF-a/B a celé fady dalSich prozanétlivych cytokint a chemokini. Ty-
to analyzy posléze potvrdily i na proteinové trovni imunochemicky. Jiz dfive se védélo,
ze fada mikrobidlnich patogeni aktivuje pfes interakci sToll receptory
v profesionalnich burikach prekladajicich antigen signaliza¢ni drahy vedouci pfes adap-
torovy protein MyD88 az k transkripci zavislé na faktorech NFkB, NF-AT a AP-1.
Prekvapivé bylo zjisténi téchto autort, ktefi pfimo prokazali po aplikaci papilomaviro-
vych ¢astic aktivaci signalizanich drah NFxB, NF-AT a AP-1 v buné¢né linii makrofa-
g RAW264.7. Nasledné blokovani funkce adaptorového proteinu MyD88 ukézalo, ze
tento protein hraje klicovou roli pfi indukci téchto signalizanich drah pomoci umélych
papilomavirovych &astic. Dali in vitro pokusy s dendritickymi butikami MyD88™~ sku-
tecné ukazaly, ze takovéto buriky neni mozné maturovat papilomavirovymi ¢asticemi.
Tyto vysledky naznacuji, Zze papilomavirové ¢éstice jsou pravdépodobné rozpoznavany
v dendritickych burikdch nékterym z moduld Toll receptort, které poté aktivuji pfislus-
né signalizacni drahy. Zajimavé vysledky potvrzujici tyto hypotézy piinesli zéhy Yan et
al. (2005). Jejich pracovni skupina ukézala, ze aktivace myeloidnich dendritickych bu-
nék papilomavirovymi &asticemi je zprostfedkovéna proteoglykanovymi receptory,
TLR4 a NFkB. K témto zavérim je dovedly pokusy s pouzitim heparinu a monoklo-
nalnich protilatek proti TLR4 receptoru, jejichz aplikace vedly k blokovani pfenosu
jednoho ¢lena proteinové rodiny NFkB — RelB z cytosolu do jadra. Proteinova pod-
jednotka RelB je nezbytnou molekulou pro navozeni maturace myeloidnich dendritic-

kych bunék a Langerhansovych bunék (Weih et al., 1995). Translokace RelB do jadra
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téchto bunék vede nasledné ke zvysené expresi MHC gp a kostimulac¢nich molekul.
Pokusy provedené Yan et al. (2005) pfinasi prvni pfimé dikazy, které prokazuji roli
receptoru TLR4 a jeho signalizaéni drdhy na aktivaci dendritickych bunék umélymi
papilomavirovymi asticemi. Receptor TLR4 byl puvodné popsén jako receptor roze-
znavajici lipopolysacharidové struktury, avsak pozdé&ji se ukézalo, ze dokéze interago-
vat s nékterymi virovymi proteiny. Pfiklady takovychto proteini mohou byt F protein
viru RSV (angl. respiratory syncytial virus) ¢i obalovy protein retroviru MMTV (angl.
mouse mammary tumor virus) (Kurt-Jones et al., 2000; Burzyn et al., 2004). Posledni
studie pfinesly dikazy o roli C-lektinové adhesivni molekuly DC-SIGN (CD209)
v procesu aktivace dendritickych bunék papilomavirovymi ¢asticemi (Garcia-Pineres et
al., 2006). Tato pracovni skupina prokazala, Ze aktivace matura¢nich markerd dendritic-
kych bunék indukovana papilomavirovymi ¢asticemi je citlivd na blokovani DC-SIGN.
Rovnéz pokusy s transfekci bunécné linie Raji genem pro DC-SIGN ukézaly, ze HPV
VLP struktury se vazi ktéto molekule, coz bylo doloZzeno i inhibi¢nimi pokusy
s pouzitim protilatek proti DC-SIGN. Povrchovd molekula DC-SIGN vystupuje jako
adhesivni molekula (interakce s T lymfocyty pfes ICAM-3), avSak rovnéz je velice
efektivnim receptorem a zprostiedkovatelem internalizace fady patogennich organismu
— HIV-1 (Geijtenbeek et al., 2000) a Ebola viru (Alvarez et al., 2002) a dalSich.

Neméné zajimavé vysledky dosazené autory Yan et al. (2005) pfinesly pokusy
s aktivaci Langerhansovych bunék, coz jsou myeloidni dendritické buiiky majici své
pole plisobnosti v epidermis a epitelidlnich tkanich. Pro jejich vyvoj je nezbytny cytokin
TGF-B, ktery je velice hojné pritomny pravé v téchto tkanich. Jejich analyzy ukazaly,
Zze Langerhansovy buriky nejsou aktivovatelné papilomavirovymi Casticemi
v pfitomnosti TGF-B. Pfi odstranéni tohoto faktoru z média pozorovali obdobnou in-
dukci maturace jako v pfipadé myeloidnich dendritickych bunék. Tento efekt TGF-
poukazuje na kli€¢ovou roli cytokinového mikroprostiedi v epitelidlnich tkanich, kde
dochazi k indukci imunitnich odpovédi at’ uz proti infekci HPV ¢&i proti vakcin€ zaloze-
né na HPV VLP ¢asticich.

Pro¢ umélé papilomavirové Céstice jsou tak efektivnimi stimulédtory dendritic-
kych bungk jiz trochu vime, ale pro¢ jsou ve stimulaci tak neschopné strukturné podob-
né Castice lidskych polyomavird jesté nevime. Moznym vysvétlenim by mohla byt roz-
dilna zivotni strategie téchto dvou strukturné blizce pfibuznych skupin vird. V pribéhu
evoluce se pravdépodobné vyvinuly receptory (v rdmci systému "pattern recognition

receptors", PRRs) rozpoznavajici ikosahedralni kapsidy vird. Pfirozena infekce papilo-
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maviry se odehrava na urovni epitelialnich bunék, jejich propagace pak az v termindlné
diferencovanych epitelialnich bunkach, kde je papilomavirus do jisté miry ukryt pted
slozkami systémové imunity. K expresi strukturnich L1 a L2 proteini dochézi masivné
pravé az v povrchovych diferencovanych keratinocytech. K aktivaci dendritickych bu-
nék papilomavirovymi c¢asticemi dochazi pri relativné velkych pomérech >1000
VLP/DC (Lenz et al. (2001), tudiz pravdépodobné v pribéhu evoluce nebyl tak velky
selekéni tlak na papilomavirus, aby se zamémé vyhybal receptorovému rozpoznani
a odpovidajici signalizaci uvnitf dendritickych bunék. Tuto hypotézu podporuji z druhé
strany i analyzy s Langerhansovymi burikami (Yan et al., 2005), které ve svém pfiroze-
ném prostredi bohatém na TGF-B (epitelialni tkan€, pokozka), nejsou aktivovatelné pa-
pilomavirovymi ¢asticemi. Radikaln€ odli$na je vsak situace u lytickych vird, které na-
vozuji persistentni systémovou infekci jako soucast svého zivotniho cykli, mezi které
patfi pravé lidské polyomaviry — BK virus a JC virus. V zdjmu té€chto vir je naopak
uniknout mechanismim rozpoznavéani slozkami imunitniho systému, tudiz patrné
v prib&hu evoluce uskute€nily kroky k jejich obejiti. Nékteré viry jako herpes simplex
virus, vaccinia virus umi dokonce efektivné inhibovat maturaci dendritickych bunék
(Salio et al., 1999; Engelmayer et al., 1999). Tyto extrémni snahy souvisi s tim, Ze tyto
viry pfimo infikuji dendritické buriky.

V nasi praci jsme taktéZ chtéli nahlédnout do mechanismii zpracovani a presen-
tace peptidii odvozenych od polyomavirovyh &astic. Pfi oSetfeni dendritickych bunék
inhibitory okyselovani endo-lysosomalnich kompartmenta (bafilomycin A, chlo-
roquine) jsme pozorovali citlivost presentace peptidii odvozenych od polymavirovych
¢astic. Podobny efekt blokovéni acidifikace endosoml na antigenni presentaci byla dfi-
ve zaznamendna i u parvovirovych Castic (Mordn et al., 2003). Pfi aplikaci inhibitoru
Cathepsinu S, coz je endosomalni cysteinova proteasa, jsme rovnéz pozorovali inhibici
antigenni presentace. Inhibice funkce této proteasy jsme vybrali zamérné, jelikoz vyka-
zuje proteolytickou aktivitu ve velkém rozmezi pH hodnot a pfedpoklada se, Ze hraje
astfedni roli ve vakuolarni draze cross-presentace. Nicméné v naSich pokusech jsme
zaznamenali ur€ity vliv inhibice této proteasy pfi presentaci peptidi v kontextu MHC
gp II. Tato inhibice ovS§em nemusi znamenat pfimy podil této proteasy na degradaci
polyomavirovych ¢astic, ale rovnéz mize souviset se samotnym vyzravanim MHC gp
I1, jak jiz bylo dfive popséno autory Saegusa et al. (2002). Efekt inhibice této proteasy
jsme predevsim chtéli sledovat pfi in vitro proliferagnich analyzach CD8" T bunék, kte-

ré se ovSem nepodafilo dokoncit do sepisovani této prace. Stejné zameéry jsme méli i se
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selektivnim inhibitorem proteosomalni aktivity — epoxomicinem. Jeho ucinek jsme
chtéli studovat rovnéz pfi presentaci pies MHC gp I, o to vic pro nés bylo prekvapivé,
z nasi laboratofe ukézaly, Ze frakce polyomavirovych €astic 6-8 h po pseudoinfekci ko-
lokalizuji s ubiquitinem (Boufe et al., 2005). Jiz tyto vysledky naznacily, Ze zpracovani
a cross-presentace peptidi odvozenych od polyomavirovych ¢astic se bude odehravat
klasickou "endosom-cytosol" driahou. Mozna v pfipadé polyomavirovych ¢astic by
bylo lepsi poopravit na '"endosom-endoplasmatické retikulum-cytosol" dradhu.
Z jakého divodu vsak aplikace proteosomalniho inhibitoru ma vliv na presentaci exo-
gennich peptidi odvozenych z polyomavirovych ¢&éstic v draze MHC gp Il prozatim
nevime. Ohromnou nevyhodou téchto pokusti je nepfitomnost antigenniho peptidu ne-
seného naSimi virovymi ¢asticemi, ktery bychom jsme mohli v in vitro pokusech roze-
znat pomoci antigen-specifickych T bunék. V soucasné dobé se nam oteviely nové
moznosti v tomto sméru, nebot’ v nasi laboratofi byly pfipraveny polyomavirové ¢astice
nesouci antigen chronické myeloidni leukémie — zlomové misto Ber-Abl (Mgr. V. Bo-
hacova). Proti tomuto antigenu jsou jiz vytvofené transgenni bunécné linie T lymfocyti,
které by bylo mozno pouzit pro studium mechanismil zpracovéani a presentace antigen-
nich peptidd. Tento smér vyvoje nam pravdépodobné odhali skute¢né mechanismy anti-

genni presentace polyomavirovych ¢astic.

6.2  Nosice antigenu odvozené od mySiho polyomaviru
a jejich imunoterapeutické aplikace

Do antigennich nosi¢ii odvozenych od mysiho polyomaviru jsou vkladany racionélni
nadgje, nebot’ v lidské populaci nekoluji neutralizaéni protilatky a neni pfitomna bunéc-
na imunita proti tomuto viru. Nase pokusy se "zelenymi" polyomavirovymi ¢asticemi
jasné prokazaly, Ze tyto Castice jsou efektivné pfijimany a zpracovavany dendritickymi
burikami a antigenni peptidy od nich odvozené jsou presentovany jak pomocnym
CD4', tak i efektorovym CD8" T lymfocytim. Separatni prolifera¢ni analyzy s CD8"
T lymfocyty naznaduji, ze peptidy odvozené od téchto virovych ¢astic jsou ucelné
cross-presentovany dendritickymi buiikami, coZ jim umoziiuje stimulovat efektorové
CDS8" T buiiky (angl. cross-priming). V naich analyzach jsme jako modelovy antigen
neseny uvnité pseudokapsid sledovali protein EGFP, ktery je fisovan s C-koncovou
Casti proteinu VP3. Pouziti tohoto antigenu pro imunologické analyzy je ponékud ne-

Stastné, nebot’ nejsou k dispozici zadné transgenni EGFP-specifické linie T lymfocyti,
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pomoci kterych by bylo moZzno nejlépe ovéfit antigenni presentaci. Nicméné€ z naSich
vysledkl je patrné, Ze i neinvazivni intranasalni aplikace "zelenych" virovych &astic
indukuje v téle imunizovanych mysi bunééné zprostiedkovanou imunitu jak proti pro-
teinu VP1, tak i proti modelovému EGFP proteinu. Pomoci ex vivo proliferatnich poku-
st jsme prokazali pfitomnost téchto antigen-specifickych T lymfocyti (CD4" i CD8"),
které rovnéz specificky produkovaly cytokiny IL-2 a INF-y. NaSe vysledky ukazuji, ze
aplikace antigenu (EGFP) konjugovaného s polyomavirovymi &asticemi indukuje sil-
néjsi buné¢nou imunitu proti EGFP ve srovnani s imunizaci samotnym rEGFP. V praci
Tegerstedt et al. (2006) testovali rovnéZ polyomavirové ¢astice, které vak jiz nesly sku-
tecny onkoprotein Her2 flsovany s N-koncem proteinu VP2. Jejich vysledky rovnéz
hovoti ve prospéch imunoadjuvantnich vlastnosti polyomavirovych ¢éstic. Jiz jedna
imunizace VP1+Her2-VP2 ¢asticemi chranila mysi (Balb/c) pfed rozvojem nadoru in-
dukovaného letdlni davkou transformovanych bun¢k D2F2/E2.

Podobné jako v nasich pokusech, tak i v praci Tegerstedt et al. (2006) byla za-
znamenana v imunizovanych mysich indukce vysoké hladiny neutraliza¢nich protilatek
proti proteinu VP1. Na druhou stranu, pfitomnost protilatek proti nesenému antigenu
(EGFP ¢i Her2) nebyla zjisténa. Silnd produkce neutralizaCnich protilatek proti VPI1
proteinu mize byt jistou nevyhodou tohoto antigenniho nosice, obzvlasté pak pfi jeho
naslednych pouziti. Tento negativni efekt polyomavirovych ¢astic se snazili eliminovat
ve své praci Tegerstedt et al. (2006), kde imunizovali mysi dendritickymi burikami o$et-
fenymi polyomavirovymi ¢asticemi nesoucimi Her2 onkoprotein. Tento zplsob imuni-
zace nasledné opét pln€ ochranil mysi pfed vznikem nadoru z D2F2/E2 bunék. Zaroveri
byla snizena ptiblizné 6x hladina protilatek proti VP1 proteinu ve srovnani s pfimou
aplikaci polyomavirovych ¢astic. Tento zplisob imunizace pomoci dendritickych bunék
presentujicich pfislusné antigenni peptidy vyrazné snizil spotfebu polyomavirovych
¢astic. Zatimco na jednu aplikaci samotnych VLP ¢&astic je potieba 50 pg, pfi podani
denritickych bungk (2x10°) sta&i k jejich o3etfeni pouze 5 pg virovych &astic.

V nasich pokusech jsme kromé samotné proliferaéni aktivity a produkce cytoki-
nd IL-2 a INF-y chtéli ovéfit i cytotoxické aktivity T lymfocytl. Pro tento ucel jsme
pouzili cytotoxicky in vivo test, kdy jsme vpravovali do ocasni zily imunizovanych
a kontrolnich mysi ekvivalentni smés syngennich splenocyti. Tato smés obsahovala
polovinu bungk, které byly osetfeny EGFP-VLP ¢asticemi, druha polovina bunék byla
kontrolnich. Kazda populace bunék byla zna¢ena do jiné miry pomoci CSFE ( pfi riz-

nych koncentracich CSFE). P¥i tomto uspofadani pokusu jsme se setkali se skute€nosti,
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Ze i v kontrolnich (naivnich) mySich vzdy mizela urcita ¢ast splenocytti presentujicich
peptidy z VLP &astic. V lymfatickych uzlinach dosahoval ubytek az 36 % specifického
zabiti. Tento efekt ve své praci nepozorovali Esslinger et al. (2003), ktefi rovnéz pouzi-
vali obdobnou strategii pro hodnoceni cytotoxické aktivity CD8" T lymfocytii. Nicméng
i v imunizovanych mysich jsme ¢ekali vyssi miru specifického zabiti nez dosazenych 25
% ve slezinach a 56 % v lymfatickych uzlindch. Moznou pfi¢inou nizké intenzity vybi-
jeni pfislusnych cilovych bunék je zptisob imunizace mysi. V naSich pokusech jsme
pouzivali intranasalni zpisob imunizace, ktery neni tak agresivni. V soucasné dob¢ pra-
cujeme na opakovani téchto pokusi s tim, ze aplikujeme polyomavirové Eastice pod-

kozni imunizaci. Tento zpisob imunizace pouzivali i autofi Esslinger et al. (2003).

6.3 Patogenni mikroorganismy a regula¢ni T bunky

Imunologicka tolerance, tj. nevnimavost slozek imunitniho systému ke strukturam orga-
nismu vlastnim, je udrzovana nejen negativni selekci autoreaktivnich T lymfocyti
v centrdlnich lymfoidnich orgénech, ale také jejich kontrolovanou aktivaci a expansi na
perifériich. Kli¢ovou roli v procesu kontroly aktivace/expanse autoreaktivnich T lymfo-
cytl maji regulacni T (Treg) buriky. Regulaéni T buriky konstitutivné exprimuji mole-
kuly CD25 (a fetézec IL-2R), CTLA-4 a transkripéni faktor Foxp3 (Ramsdell,
2003). Hlavni vizitkou téchto bunék je jejich schopnost tlumit aktivaci efektorovych T
bunék. Pfesny mechanismus jejich u€inku neni prozatim znam, avsak velkou roli v ném
buriky produkujici CTLA-4 mohou ovliviiovat vlastnosti profesionalnich antigen pre-
sentujicich bunék diky indukci exprese tryptofan katabolizujiciho enzymu indolamin
2,3-dioxygenasy (IDO). Takto indukované antigen presentujici buriky se potom chovaji
poné€kud utluméné a maji supresivni u€inky (Munn et al., 2004). Neni divu, Ze fada vi-
rovych a bakteridlnich patogenid se néjakym zptisobem snazi ovlivnit hladinu, distribuci
¢i funkce téchto regulagnich T bunék.

U pacientd chronicky infikovanych retrovirem HIV-1, kterym byly odstranény
z krve Treg buriky bylo zaznamenano vyrazné zvyseni protivirové ladéné cytotoxické
aktivity CTL bunék (Aadahl et al., 2004). Byly prokéazany redistribuce a vyznamné zvy-
Seni hladiny CD25"Foxp3™ T bunék v krvi pacienti s chronickou infekci HIV-1 (Ander-
sson et al., 2005).V nasi praci jsme se pokusili zmapovat hladiny Foxp3™ Treg bun&k ve

slezinach a lymfatickych uzlindch imunizovanych (EGFP-VLP ¢asticemi) mysi. Tyto
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pilotni pokusy ukézaly, Ze v imunizovanych myS$ich doslo k mirnému poklesu (A = ~2
%) CD25'Foxp3” vramci populace CD4" T bun&k ve srovnani s hladinou
CD25"Foxp3" T bun&k u naivnich my3i. V lymfatickych uzlinach tento trend nebyl po-
zorovan. V posledni dobé byl podobny efekt pozorovén pfi aplikaci ADP-ribosyla¢niho
toxinu bakterie Bordetella pertussis (Cassan et al., 2006). Tito autofi poukazuji na sni-
zeni hladiny dominantni populace Treg (CD25 Foxp3") bunék ve slezinach mysi, kte-
rym byl podén tento toxin do ocasni zily. Snizeni hladiny Treg bun¢k ve slezindch mélo
docasny charakter, nejvyraznéjsi rozdil byl zaznamenam 3 dny po aplikaci toxinu, po 2-
4 tydnech byl tento rozdil téméf nulovy. Snizeni populace Foxp3+ T bunék ve sleziné
bylo v jejich pokusech spjato s preferenénim st¢hovanim téchto bunék do jater. Mecha-
nismus U¢inku snizeni Foxp3+ T bunék autofi pficitaji jeho ADP-ribosyla¢ni aktivité,
kterd by mohla inteferovat se signalizaci IL-2R v Treg burikdch. V naSich pokusech
jsme vzdy stanovovali hladinu Foxp3™ Treg bun&k 2 tydny po intranasalni aplikaci
EGFP-VLP ¢&astic, tudiz v nasledujich pokusech bychom se chtéli zamé¥it na kratsi Casy
po aplikaci. Prozatim nevime, zda ma ubytek CD25'Foxp3™ T bunék piimou souvislost
s vy$8i mirou proliferace CD8" T buné&k z imunizovanych mysi ve srovnani s CD8" T
burikami naivnich mysi viz obr. 5.17. Velice zajimavé bude v naSich experimentech
ovefit, zda samotny mySi polyomavirus navozujici perzistetni infekci nebude n&jakym
zplsobem ovliviiovat Treg populace podobné jako HIV-1. V pfipadé, Ze by se prokaza-
lo ovlivnéni téchto regulaénich T bunék v infikovanych mysich, vyvstaly by nové po-

hledy na patogenezi chorob vyvolanych lidskymi polyomaviry.

6.3  Produkce netoxické formy cholerového toxinu
v hmyzich bunikach

Je tomu jiz 25 let co Jobling a Holmes (1992) jako prvni ukézali na moznost vytvaret
chiméry odvozené od cholerového toxinu, ve kterych byla CTA2 podjednotka fusovana
s cizimi polypeptidy. Tyto chiméry byly velice stabilni, fusni protein perfektn& asocio-
val s CTB pentamerem a cely komplex se vazal na GM1 gangliosidy jako v pfipadé
intaktni makromolekuly cholerového toxinu. Od té doby cela fada autori pfipravila né-
kolik chimerickych komplexi odvozenych od cholerového toxinu ¢i teplotné€ labilniho
toxinu E. coli (Sultan et al., 1998; Lee et al., 2003). V poslednich letech vzrostl celosvé-
tové zdjem o tyto unikatni proteinové komplexy, zejména pro jejich potencionélni vyu-

Ziti jako nosice antigent ¢i jinych nizkomolekularnich latek do sav¢ich bunék, déle pro
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lé€bu autoimunitnich chorob &i alespori jako nastroje pro studium vnitrobunéénych
transportt.

Nase pracovni skupina se rovnéz zacala zajimat o tyto velmi slibné toxiny,
zejména jako potencianalni nosice polypeptidi. Pro tento ucel jsme si vybrali cholerovy
toxin. V na$i laboratofi mame Siroké zkuSenosti s expresi rekombinatnich proteint
v hmyzich burikach. Z tohoto divodu jsme se rozhodli pfipravit rekombinantni bakulo-
viry produkujici pfislu$né proteiny tohoto toxinu a ovéfit moznost jeho produkce
v hmyzich burikéch. Pripravili jsme expresni kazetu, kterd obsahovala jak gen pro CTB
podjednotku pod polyhedrinovym promotorem, tak gen pro CTA2 podjednotku pod
promotorem pl0. V dal§im kroku jsme jako modelovy antigen fusovali gen pro EGFP
protein k N-koncové ¢asti CTA2 podjednotky. Rekombinatni bakulovirus nesouci tuto
expresni kazetu skuteéné produkoval oba tyto proteiny. Pomoci imunochemické analy-
zy a fluorescenéni mikroskopie byla potvrzena produkce téchto proteinil. Z naslednych
analyz jsme zjistili, Ze nejvyssi obsah téhto proteinti je dosazen v intervalu 64-72 h po
infekci. VétSina autord popisujich produkci cholerového toxinu v nékterym
z heterolognich systému pouzivala pro jeho purifikaci afinitni chromatografii, kde se
tento toxin selektivné vychytava na imobilizovanou D-galaktosu (Tinker et al., 2005).
V naSich snahach izolovat tento toxin z hmyzich bun€k jsme rovnéz vyuzili tohoto sys-
tému. Bohuzel jsme se vSak setkali s velmi nizkymi vytezky purifikace. Pfi¢inou tohoto
nezdaru mizou byt strukturni zmény v misté vazby cholerového toxinu k D-galaktose
zpusobéné nékterymi posttranslaénimi modifikacemi. VéEtSina praci zabyvajici expresi
cholerového toxinu pracuje s bakterialnimi systémy, kde k t€émto pfipadnym modifika-
cim nedochazi. Pfi dalSich pokusech s purifikaci antigenniho nosi¢e odvozeného od
cholerového toxinu bychom chtéli vyuzit jinou strategii, napf. iontoméni¢ovou chroma-
tografii, ktera byla pouzita v praci Fingerut et al. (2005) pfi izolaci enterotoxinu E. coli.
Tito autofi vyuzili pro produkci této vakciny zaloZzené na bakteridlnim enterotoxinu
rovnéz eukaryotni expresni systém, konkrétn€ kvasinku Pichia pastoris.

Pomoci SDS-elektroforézy pti pouziti vzorkovych pufri bez redukéniho ¢inidla
(B-merkaptoetanolu) se nam podafilo prokazat, ze protein CTB v hmyzich burikéch
formuje pentamerni struktury. Produkované proteiny (CTB a EGFP-CTA?2) byly homo-
genné rozptyleny v hmyzich buiikach, nebyla pozorovana zadnd koncentrace do nékte-
rych bunénych kompartmentd. Netoxickou formu cholerového toxinu bychom radi,
kromé pripravy kandidatnich vakcin, pouzili i pro srovnavaci analyzy endocytickych

drah s polyomaviry (napf. virus SV40 rozeznava stejny receptor — GM1 gangliosid).
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Kapitola 7

SOUHRN

7.1

7.2

Interakce umélych polyomavirovych ¢astic s mysimi
dendritickymi bunikami

V hmyzich burikdach byly produkovany polyomavirové &astice slozené bud’
pouze z hlavniho strukturniho proteinu VP1 ¢&i chimerické pseudokapsidy se-
stavenené jak z proteinu VPI, tak i fasniho proteinu EGFP-tVP3. Castice byly
purifikovany ultracentrifugaci v hustotnich gradientech CsCl a sacharosy. Izo-
lované frakce tzv. "prazdnych" a "plnych" pseudokapsid byly nasledné detail-
né charakterizovany za pouziti elektronové mikroskopie, SDS-polyakrylami-
dové elektroforézy a imunochemické analyzy.

V in vitro analyzach byly sledovany fenotypové a funkéni znaky maturace
myeloidnich dendritickych bunék po jejich interakci s polyomavirovymi ¢asti-
cemi. Z naSich pokust vyplyva, ze pouze pti vysSich pomérech >10° VLP &as-
tic/DC dochézi ke zvyseni povrchové exprese MHCgp II a kostimula¢nich mo-
lekul CD80 a CD86. V pokusech nebyl pozorovan rozdil mezi tzv. "prazdny-
mi" a "plnymi" polyomavirovymi pseudokapsidami ve schopnosti indukovat
znaky maturace dendritickych buné€k. Ani kvalita purifikatniho procesu neo-
vlivnila miru aktivace dendritickych bunék.

Virové castice odvozené od mys$iho polyomaviru stimuluji dendritické buriky
ke specifické produkci cytokinu IL-12. V pokusech byla pozorovana pozitivni
korelace mezi mnozstvim VLP ¢astic/DC a produkci tohoto kli¢ového proza-
nétlivého cytokinu polarizujiciho imunitni odpovédi ve sméru Th1l.

Inhibiéni pokusy naznalily, Ze zpracovani a presentace antigennich peptidi
odvozenych od polyomavirovych ¢astic je zavisla na kyselém pH endo-
lysosomalnich kompartmentii a proteosomalni aktivité.

Chovani "zelenych' polyomavirovych ¢astic v télech
imunizovanych mysi

Pfi intranasélni aplikaci "zelenych" polyomavirovych ¢astic dochazi k produ-
kci neutralizaénich protilatek proti proteinu VP1. V sérech imunizovanych

myS$i nebyla prokazana pfitomnost protilatek proti prenaSenému antigenu —
EGFP proteinu.
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Pfi ex vivo proliferacich bylo zjisténo, ze v imunizovanych mysich vznikaji jak
VP1, tak i EGFP specifické CD4" i CD8" T lymfocyty. Rovn&z byl prokézan
imunoadjuvatni charakter polyomavirovych ¢astic ve srovnani s restimulaci T
lymfocytd samotnym rekombinatnim EGFP proteinem. Byla prokazéna pro-
dukce IL-2 a INF-y EGFP-VLP specifickymi T lymfocyty.

Ve slezindch imunizovanych mysi byl zaznamenén mirny pokles regulacnich
CD4'CD25" T bunék oproti s kontrolnim mysim. Nejvétsi pokles (A = ~2 %)
byl zjistén u CD25 Foxp3" Treg bun&k. V lymfatickych uzlinich tento ubytek
pozorovéany nebyl. Tyto pilotni pokusy naznacuji, Ze polyomavirové Castice
néjakym zpisobem redistribuji populace Treg bunék v té€le svého hostitele.

Zavedli jsme neradioaktivni in vivo cytotoxicky test, ktery prokazal pritomnost
efektorovych cytotoxickych CD8" T bunék v imunizovanych mysich. Pozoro-
vali jsme i nepfedpokladané zabijeni cilovych bun€k v neimunizo-vanych my-
Sich. Pri¢inu tohoto efektu prozatim nezname. Uginnost specifického vybijeni
cilovych bunék byla nizkd. V nasledujich pokusech budeme imunizovat mysi

*xr

podkozni aplikaci, kterd vyvolava intenzivnéj$i imunitni odpovéd.

Priprava expresni kazety pro simultanni produkci VP1
a t-VP3 proteini mysiho polyomaviru

Pro ucely produkce chimerickych polyomavirovych ¢astic nesoucich cizi anti-
geny jako fusni protein s C-koncovou doménou VP3 proteinu byla ptipravena
ptislusna expresni kazeta. Do donorového plasmidu pFastBac DUAL (Bac-to-
Bac expression system) byly vlozeny nukleotidové sekvence pro VP1 protein a
zkracenou verzi proteinu VP3 (t-VP3). Gen pro VPI protein byl vlozen pod
silny polyhedrinovy promotor, zatimco gen pro t-VP3 byl umistén pod dalsi
silny promotor p10. Tento vektor jiz poslouzil jako vychozi konstrukt pro pfi-
pravu chimerickych polyomavirovych ¢&astic nesoucich antigeny chronické
myeloidni leukémie (Mgr. V. Bohacova).

Byl ptipraven vektor pFastBac DUAL-insVP1, kde byl vloZzen mutovany gen
pro VP1 protein myS$iho polyomaviru pod polyhedrinovy promotor. Tento vek-
tor by mél slouZit pro ptipravu polyomavirovych &astic nesoucich cizi epitopy
v HI smy¢ce VPI proteinu. V pripadé vloZeni genu t-VP3 pod p10 promotor
do tohoto vektoru bude mozné vytvaret polyomavirové ¢astice nesouci cizi an-
tigeny jak v HI smyc&ce VPI proteinu, tak i jako fusni protein s C-koncovou
¢asti proteinu VP3.

Exprese a charakterizace netoxické ''zelené formy"
cholerového toxinu v hmyzich buiikach

S cilem pfipravit nosi¢ antigenii odvozeny od cholerového toxinu bylo vytvo-
feno nékolik expresnich vektord na bazi plasmidu pFastBac DUAL (Bac-to-
Bac expression system). Pod polyhedrinovy promotor tohoto vektoru byl klo-
novan gen pro B podjednotku cholerového toxinu. Pod protilehly promotor
p10 byla vloZzena modifikovana sekvence pro CTA2 podjednotku cholerového
toxinu. Do zavedeného klonovaciho mista na 5°-konci genu pro CTA2 byla
vloZena nukleotidova sekvence pro modelovy antigen — EGFP protein.
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Na zékladé pripravenych donorovych plasmidii byly vytvofeny rekombinatni
bakuloviry: rBac-CTB+mCTA2 a rBac-CTB+EGFP-CTA2. Pomoci fluo-
resceni a imunofluorescecni mikroskopie byla prokézana produkce téchto
proteind v hmyzich burikdch. Produkce CTB a EGFP-CTA2 proteint byla
rovnéZz potvrzena z pouziti SDS-elektroforézy a imunochemické analyzy.
S vyuzitim SDS-elektroforézy v neptitomnosti redukéniho €inidla (B-merkap-
toetanolu) bylo prokazano, ze protein CTB vytvari v hmyzich burikdch penta-
merni Gtvary.

Pro purifikaci komplexu cholerového toxinu byla pouzita afinitni chromato-
grafie. Nicméné jsme se setkali s nizkou vazbou cholerového toxinu k naplni
kolony (D-galaktose), ktera byla zfejmé pficinou netspéchu purifikaéniho po-
stupu. V soucasné dob€ hleddme vhodnou alternativni metodu pro izolaci ne-
toxické formy cholerového toxinu.
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Abstract A vector for preparation of mouse polyomavirus cap-
sid-like particles for transfer of foreign peptides or proteins into
cells was constructed. Model pseudocapsids carrying EGFP
fused with the C-terminal part of the VP3 minor protein
(EGFP-VLPs) have been prepared and analysed for their ability
to be internalised and processed by mouse cells and to activate
mouse and human dendritic cells (DC) in vitro. EGFP-VLPs en-
tered mouse epithelial cells, fibroblasts and human and mouse
DC efficiently and were processed by both, lysosomes and pro-
teasomes. Surprisingly, they did not induce upregulation of DC
co-stimulation molecules or maturation markers in vitro; how-
ever, they did induce interleukin 12 secretion.

© 2005 Federation of European Biochemical Societies. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Mouse polyomavirus; Empty artificial virus-like
particle: Dendritic cell activation; Vector for peptide transfer

1. Introduction

Viral coats were sclected by evolution for efficient entry of
viruses through the plasma membrane into cells and for deliv-
ery of genetic information into the cell nucleus or other cell
compartments for virus gene expression. Viruses thus represent
natural, highly specialised transfer vehicles.

"Corresponding author. Fax: +420 221 951 729.
E-mail address: jitkaft natur.cuni.cz (J. Forstova).

Abbreviations: AcNPV. Autographa californica nuclear polyhedrosis
virus; BMDC, bone marrow-derived dendritic cells; CFSE. carboxy-
fluorescein diacetate succinimidyl ester: CM. complete culture med-
ium; DC, immature human monocyte-derived dendritic cells; EEAI.
early endosomal antigen: EGFP, enhanced green fluorescent protein:
FCS. foetal calf serum: FSC and SSC, forward and side scatter char-
acteristics; EM, electron microscopy: GM-CSF. granulocyte macro-
phage-colony stimulating factor: LAMP2. lysosomal associated
membrane protein: LPS, lipopolysaccharide; NMuMG. normal mur-
ine mammary gland cells; p.a.. post adsorption: p.i.. post infection:
PFU. plaque forming unit: poly(I:C). inosine-cytosine dsRNA poly-
nucleotide; PyV, mouse polyomavirus; t-VP3, truncated, C-terminus of
VP3 minor capsid protein; VLPs, empty artificial virus-like particles:
VPI-VLPs. pseudocapsids composed of VPl major capsid protein:
EGFP-VLPs, pseudocapsids composed of VP1 major capsid protein
and EGFP-t-VP3 fusion protein

Polyomaviruses, small non-enveloped DNA viruses, have a
wide range of hosts, including human and different pathogenic
responses in the infected organisms. Despite this variation.
these viruses share similar virion structure. The icosahedral
capsid formed by three structural proteins, VP1, VP2 and
VP3, is arranged around the nucleocore consisting of 5.3 kbp
circular genomic DNA, cellular histones (except HI) and
VP1 protein. The crystal structure of two polyomaviruses
(mouse polyomavirus (PyV) and Simian virus 40 (SV40)) has
been determined. The capsid shell is composed of 72 capso-
meres - pentamers of VP1 molecule. The major structural pro-
tein, VP1, of the PyV is formed by a sandwich core of B-sheets
with several outfacing loops [1.2], it is able to self-assemble
into capsid-like particles and is responsible for interaction with
sialic acid of ganglioside receptor [2.3]. VP1 non-specific
DNA-binding activity [4] suggests its role in the nucleocore
assembly. Neither VP2 nor VP3. which seem to interconnect
the VP1-surface lattice and the nucleohistone core [5], are re-
quired for the capsid-like structure assembly and their func-
tions are still unclear. Nevertheless. PyV with the genome
mutated in the ATG codon for either VP2 or VP3 is not infec-
tious. Also, the absence of myristyl moicty on the N-terminal
amino acid of VP2 results in a substantial decrease of polyo-
mavirus infectivity [6.7]. On the basis of the unique properties
of VP1 (ability of spontaneous self-assembly, receptor recogni-
tion, nuclear localisation signal, DNA non-specific binding
activity), studies have been performed with the aim to use
empty artificial murine polyomaviral virus-like particles (VLPs
or VPI pseudocapsids) for gene transfer [8 10]. VLPs derived
from mouse PyV (PyV-VLPs) can cross the outer membrane of
a variety of cell types - including cells of human origin [9.11].
Studies in vivo demonstrated: (i) the ability of PyV-VLPs to
target many organs/tissues of mouse and (ii) the possibility
to introduce them into experimental animals by different
routes, including intranasally. VLPs were shown to be able
to cross the blood-brain barrier since gene expression of the
delivered gene in the brain was observed [12]. Several studies
were performed to follow humoral and cellular immune re-
sponses to PyV VPI pseudocapsids. They showed that such
VLPs provoked a strong cellular T helper 1 (Th1) and humoral
response and could protect mice against polyomavirus infec-
tion [13 15). High immunogenicity of VLPs offers an exploita-
tion of virus structures for development of vaccines based on
VLPs as carriers for the delivery of other disease antigens.

In this study, we have focused on development of chimeric
polyomavirus capsid structures for the transfer of epitopes
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and other therapeutic peptides into mammalian cells. As a
model protein to be transferred via PyV VLPs, we have chosen
the enhanced green fluorescent protein (EGFP). We examined
the ability of “green” VLPs to enter cells and followed their
fate in the cells. Finally, we examined the effects of “‘green™
particles on activation of dendritic cells.

2. Materials and methods

2.1. Plasmid construction

Sequences encoding the C-terminal fragment of protein VP3 (AA
105-204. nucleotides # 4345-4659) were amplified by PCR using
primers: forward: 5-CATCAGCGAGCTCAGGGTACTC-3', reverse:
5'-TTAGAGGATCCTTAGAGACGCCGCTT-3'. and the plasmid
pMIG (containing the whole PyV genome open in the unique EcoR1 site:
kindly provided by B.E. Griffin) as a template. The PCR fragment as well
as the plasmid pEGFP-C2 (Clontech, Palo Alto. CA) were cut with Sacl/
BamHI and ligated to generate the plasmid pEGFP-t-VP3. where EGFP
sequences were fused in frame with truncated VP3 (1-VP3). To generate
baculovirus transfer plasmid pAcDB3/VPI/EGFP-t-VP3, sequences
encoding the fusion protein EGFP-t-VP3 were amplified by PCR using
primers: forward: 5'-~AGATAGGATCCACCATGGTGAGCAAG-3',
reverse: 5-TTAGAGGATCCTTAGAGACGCCGCTT-3', and the
pEGFP-t-VP3 as a template. The PCR product was cut with Bg/l1l/Bam-
HI and inserted into the plasmid pAcDB3/VPI (with the gene for the ma-
jor structural protein VP1 under the control of late p10 promoter: kind
gift of T. Ramqvist and T. Dalianis) into the Bg/ll position under the
control of a second p10 promoter.

2.2, Cell cultures and viruses

Spodoptera frugiperda (Sf9) cells were grown as monolayer cultures
at 27 °C in standard TNF-FK medium containing 10% foetal calf ser-
um (FCS) as described by Hink [16]. Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus (AcNPV) and recombinant baculoviruses were
propagated as described by O'Reilly et al. [17]. Recombinant baculovi-
rus AcDB3/VP1/EGFP-t-VP3 was prepared by in vivo allelic exchange
between AcNPV DNA and recombinant transfer plasmid pAcDB3/
VPI/EGFP-t-VP3. and purified by plaque assays as previously
described [17].

Normal murine mammary gland (NMuMG) epithelial cells pur-
chased from the American Type Culture Collection (no. CRL-1636)
were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium suplemented with
10% FCS (Sigma).

2.3. Human and mouse dendritic cell generation

Complete culture medium (CM) was used for the culture of
human lymphocytes and dendritic cells and consisted of RPMI
(BioWhittaker, Berkshire, England) supplemented with 10% heat-
inactivated FCS (BioWhittaker), 2 mM L-glutamine, and 1% penicil-
lin/streptomycin (BioWhittaker). Cells were cultured at 37 °C in a 5%
CO- atmosphere. Immature human monocyte-derived dendritic cells
(DC) were generated as described previously [18]. Briefly, peripheral
blood mononuclear cells were obtained from buffy coats of healthy
donors and monocytes were separated by 2h adhesion in 75cm’
culture flasks. Adherent monocytes were cultured for 5 days in
CM in the presence of granulocyte macrophage-colony stimulating
factor (GM-CSF) (Leukine®) and 15 ng/ml of IL-4 (Peprotech).
When indicated, immature DC were activated by the addition of
either inosine-cytosine dsRNA polynucleotide (poly(I:C)) 50 pg/ml
or lipopolysaccharide (LPS) 10 pg/ml. For generation of mouse bone
marrow dendritic cells (BMDC), bone marrow was flushed from fe-
murs of C57BL/10Sn mice. Cells were plated for 5 days in 6 well
plates (5x 10° cells/ml) in 4 ml RPMI 1640 medium supplemented
with 10% heat-inactivated FCS. 50 uM 2-mercaptoethanol. 10 mM
HEPES, penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml) and 5% Ag
hybridoma culture supernatant as a source of GM-CSF [19]. Every
second day the cultures were fed by aspirating 50% of medium
and adding fresh medium with GM-CSF. Mature DC were gener-
ated by incubating BMDC with GM-CSF plus 1 pg/ml LPS for
the last 18 h.
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2.4. Interaction of DC with polyomarirus capsid-like particles

On day S, immature DC (human or mouse) were seeded in 24-well
plates at 5 x 10° cells/ml in CM and cultured with artificial polyomavi-
rus capsid-like particles at the DC:VLPs ratios of 1:10%, 1:10*. 1:10°
and 1:10°. Functional and phenotypic consequences of DC interaction
with VLPs were investigated after 24 h.

2.5. Antibodies

Following primary antibodies were used for cell immunostaining:
anti-PyVP1 A mouse monoclonal [8] or mouse or rabbit polyclonal
antibody (prepared in our laboratory) against polyomavirus VPI:
anti-PyVP2/3A mouse monoclonal antibody against the common re-
gion of VP2 and VP3 [R]: goat anti-EEA1 (Santa Cruz) against early
endosome antigen EEA1, mixture of mouse anti-x and anti-f tubulin
(Exbio) for microtubule staining: mouse monoclonal anti-ubiquitin
antibody (Santa Cruz Biotechnology): rabbit polyclonal anti-GFP
antibody for EGFP staining (AbCam antibodies): rabbit anti-BiP
purified antiserum (Alexis) against the BiP (GRP78) marker of
endoplasmic reticulum: rat monoclonal anti-LAMP-2  antibody
(Developmental Studies Hybridoma Bank. The University of lowa,
Towa City) against lysosomal associated membrane protein (LAMP2).
Secondary antibodies: Alexa Fluor-546 (red) goat anti-mouse. anti-
rabbit or anti-rat antibody (Molecular Probes). Alexa Fluor-546
(red) donkey anti-goat antibody (Molecular Probes) or the Alexa
Fluor-488 (green) goat anti-mouse or anti-rabbit antibody (Molecular
Probes) were used for fluorescence staining. For immunoelectron
microscopy. goat anti-mouse IgG antibody conjugated with 5 nm col-
loidal gold was used (British Biocell Int.). DNA was stained by DAPL
For flow cytometry. FITC or PE-conjugated monoclonal antibodies
(mAbs: PharMingen. San Diego. CA) against following molecules
were used: CD80. CD83. CD86. CDIllc, CD40. CDllc. CDA40.
HLA-ABC. HLA-DR for human dendritic cells and CD80. CD86.
CDI1c and MHC class 11 I-A” for mouse cells.

2.6. Flow cytometry

DC were stained with antibodies for 30 min at 4 °C. washed twice in
PBS + 0.1 bovine serum albumin (BSA) and analyzed in FACS Cal-
ibur (Becton Dickinson) using Cell Quest software. DC were gated
according to their FSC and SSC properties and dead cells were ex-
cluded by TO-PRO3 (Molecular Probes) staining. Appropriate isotype
controls were always included and 5 x 107 viable DC were obtained in
each experiment.

2.7. FITC-dextran endocytosis

DC (2 x 10% cells) were incubated with 1 mg/ml of FITC-dextran
(40000 mw, Sigma). After | h. cold medium was added to stop the
experiment. Cells were washed three times with ice-cold PBS and ana-
lyzed in FACS Calibur.

2.8 Cyrokine detection

After the interaction with polyomavirus capsid-like particles. 1L-12
p70 production by human DC and IL-12 p40 production by mouse
DC was analyzed in culture supernatants by a standard ELISA kit
(Immunotech).

2.9. Induction of lymphocyie proliferation

CD4+ T cells were positively selected using CD4 microbeads (Milt-
enyi Biotech. Bergisch Gladbach. Germany). The purity of CD4 pop-
ulation used for further studies always exceeded 95%. CD4+ T cells
were subsequently labelled by 2 pM carboxyfluorescein diacetate succ-
inimidy! ester (CFSE. Molecular Probes) [20]). DC (10 cells) activated
by Poly(I:C), LPS or DC that interacted with VP particles were cul-
tured with allogeneic CFSE-labelled CD4+ T cells ( 10° cells) for 4 days
and the induction of T-cell differentiation was evaluated by gradual
CFSE dilution in dividing T cells by flow cytometry.

2.10. Chemotaxis

DC (5 x 107 cells) in 100 pl of CM were plated in the upper chamber
of 24-well transwell plate with 5 um porous inserts (Corning Costar).
Lower chambers contained 600 ul of medium or medium with 50 ng/
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ml of chemokine MIP-3f. After 2 h incubation at 37 °C. inserts were
lifted and the cells migrated to the lower surface were washed into
the lower chamber and counted.

2.11. Isolation of capsid-like particles from insect cells

Insect cells were infected with recombinant baculovirus (10 PFU/per
cell). Cells were harvested 72 h post infection (p.i.), lysed. and VLPs
were purified by CsCl and sucrose gradients as described previously [&].

2.12. Immunofluorescence of cells
VLPs were applied to cells grown on coverslips. At the indicated
times post adsorption (p.a.), the cells were washed with PBS, fixed with
/o paraformaldehyde in PBS (15 min at 4 °C) and permeabilised with
0.5% Triton X-100 (Sigma) in PBS (5 min). Fixed cells were washed
with PBS and blocked in 0.25% BSA (Sigma) and 0.25% porcine skin
gelatine (Sigma) in PBS. Incubation with primary and secondary anti-
bodies was carried out for 1.5 and 0.5 h, respectively. with extensive
washing with PBS after each of incubations. Coverslips were mounted
on droplets of glycerol with or without DAPI and samples were ob-
served in a Leica TCS SP2 confocal microscope.

2.13. Electron and immunoclectron microscopy

Mouse 3T6 or NMuMG cells grown on coverslips were infected
with pseudocapsids composed of VPl major caysid protein and
EGFP-t-VP3 fusion protein (EGFP-VLPs) 10* 10 particles/cell). At
appropriate times p.a.. cells were processed for transmission electron
microscopy. Briefly. the infected cells were washed in PBS, fixed with
/o glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, post-fixed with 1%
osmium tetroxide, dehydrated through increasing ethanol series (includ-
ing 30 min contrasting in 1.5% uranylacetate in 70% ethanol) and pro-
pylenoxide, infiltrated. and flat embedded in Agar 100 resin (Gropl.
Tulln, Austria). Ultrathin sections were contrasted with a saturated
uranyl acetate solution and Reynold’s lead citrate. Isolated VLPs (or
capsomeres) were immunostained against VP1 and EGFP by the direct
immunoelectron microscopy technique. VLPs were adsorbed on car-
bon-coated parlodion membrane on electron microscopy (EM) grids.
activated with glow discharge. Grids were then incubated on drops
of primary antibodies, washed intensively in PBS and exposed to col-
loidal gold-conjugated secondary antibodies. Grids were washed again
in PBS and redistilled H,O. contrasted on a drop of 2% phosphotung-
stic acid (pH 7.0) and dried. Samples were observed in a JEOL 1200EX
electron microscope operating at 60 kV.

3. Resuits

3.1. Construction of a baculovirus for the production of mouse
polvomarirus EGFP-VLPs and their characterisation
The construction has been designed to introduce EGFP as a
fusion protein with the sequence of PyV minor capsid proteins
responsible for their interaction with the central cavity of poly-
omavirus VPI pentameric capsomeres (Fig. 1(a)). EGFP fused

6551

with the C-terminal VP3 sequence was cloned into the Bg/ll
site (under the baculovirus late promoter pl10) in baculoviral
transfer plasmid pAcDB3 carrying the VP1 gene (in the Smal
site, under the second pl0 promoter). Isolated recombinant
baculovirus obtained by recombination in Sf9 insect cells gave
green plaques (Fig. 1(b)) and cell lysates were positive for both,
VPI1 and fusion protein composed of EGFP and t-VP3 (not
shown). Confocal microscopy showed nuclear localisation of
the EGFP-t-VP3 product (Fig. 1(c)). We have observed previ-
ously that neither VP2 nor VP3 protein have nuclear localisa-
tion in insect cells when expressed separately. VP3 remained
spread in the cytoplasm and its nuclear localisation appeared
only in cells co-expressing the VPI gene. This suggests that
VP3 and apparently also EGFP-t-VP3 were transported into
the cell nucleus as a complex with the major structural protein,
VPI [3].

When lysate of cells containing VP1 and EGFP-t-VP3 pro-
teins was analysed by CsCl or sucrose gradient ultracentrifuga-
tion, we observed the green coloured band to co-purify with
the VP1 band as proved by gradient fractionation and immu-
no-dotblot (not shown). EM analysis (Fig. 2) proved that this
fraction contains high concentration of capsid-like particles.
Particles isolated from cell lysates containing VP1 only are pre-
sented for comparison (Fig. 2, third panel).

In agreement with our assumption that EGFP-t-VP3 should
be situated inside the capsid-like particle, antibody against
GFP (5 nm gold) was observed mainly in connection with sin-
gle capsomeres, or with partially disassembled but, not with in-
tact VLPs (Fig. 2, left panel), while antibody against VPI
decorated particles with a high efficiency (Fig. 2, middle panel).
Often imperfectly assembled “green” VLPs were of irregular
shape in comparison to pseudocapsids formed by VPI only.
Nevertheless, green particles were stable during gradient cen-
trifugations, dialysis and during (at least) 1 month storage at
4°C.

3.2. EGFP-VLPs enter mammalian cells efficiently

Green particles were adsorbed efficiently on the surface of
mouse NMuMG epithelial cells and became internalised by
tightly fitted smooth invaginations (Fig. 3). Thirty minutes
p.a., fusions of vesicles carrying particles into endosomes con-
taining more then one particle could be observed by EM
(Fig. 4A). However, these membrane structures could also rep-
resent one multivesicular body of inter-connected membrane
cisternae. At the same time (30 min p.a.), confocal fluorescence
microscopy showed co-localisation of particles with the early

Fig. 1. Design. production and detection of EGFP-VLPs. Schematic view of constructed EGFP-VLP (a). Plaque of the recombinant baculovirus
producing the EGFP-t-VP3 and VP, selectable on the basis of its green fluorescence (b). The fusion protein EGFP localised in the nucleus of insect
S cells (confocal section of a live cell) infected with recombinant baculovirus Ac-VPI-EGFP-1-VP3 60 h p.i. (c).
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Fig. 2. Direct immunoelectron microscopy of EGFP-VLPs. Isolated “green™ VLPs adsorbed on EM grids and immunostained by rabbit anti-GFP
and rabbit anti-VP1 polyclonal serum. respectively. followed by goat anti-rabbit immunoglobulin antibody conjugated with 5 nm gold particles.
VP1-VLPs were used as EGFP negative control. Lower panel represents detailed enlargements.

endosome antigen (EEA1) (Fig. 4B) and later (3h p.a.), the
signal of particles merged partially with BiP-marker of endo-
plasmic reticulum (ER) (Fig. 5). To enhance green EGFP sig-
nal of VLPs, VPI protein of VLPs was immunostained using
Alexa Fluor-488 (green) secondary antibody (with the excep-
tion of Fig. 7).

3.3. VLPs are degraded by both lysosomes and proteasonmies
Before the signal of EGFP pseudocapsids began to cumulate

in perinuclear space (90 min p.a.), co-localisation of VLPs and

LAMP2 marker of lysosomes (Fig. 6(b) and (c)) was observed,

suggesting that a subpopulation of VLPs became degraded in
lysosomal compartments. EM of ultrathin cell sections also
confirmed fusion of vesicles carrying VLPs with lysosomes
(Fig. 6(a)).

Later, 6 h p.a.. the majority of the VP1 and EGFP-t-VP3
was cumulated in perinuclear space. partly still in the co-local-
ising pattern (Fig. 7, upper pancl). At the same time, fluores-
cent signals of VPI (red) and EGFP-t-VP3 (green) began to
translocate from perinuclear space into the cell periphery and
were separated from each other suggesting previous dissasem-
bly of “‘green” VLPs (Fig. 7, lower pancl). At that time. no in-

Fig. 3. EGFP-VLPs are efficiently internalised by NMuMG cells. After binding to the cell surface. EGFP-VLPs enter the cytoplasm in smooth
membrane invaginations. Electron microscopy of ultrathin sections. Adsorption performed with multiplicity of 10% particles per cell: Cells were fixed

20 min p.a.
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Fig. 4. Monopinocytic vesicles carrying EGFP-VLPs fuse with early
endosomes. (A) Electron microscopy of 3T6 (a) and NMuMG (b) cells
30 min p.a. Adsorption performed with multiplicity of 10* particles per
cell. Enlarged details of ultrathin sections (on the right). (B) Co-
localisation of VLPs (green) with EEA] marker of early endosomes
(red). Merged image of a confocal section of the NMuMG cell fixed
30 min p.a. Adsorption performed with multiplicity of 10° particles per
cell (a) with enlarged details (b).

10 um

Fig. 5. Co-localisation of EGFP-VLPs with the Bip marker of ER.
NMuMG cells fixed 3 h p.a. Adsorption performed with multiplicity of
10° particles per cell. (EGFP-t-VP3 + VPI - green. Bip - red). Sections
of different cells. merged images.

tact virus particles were detected by EM on ultrathin sections
(not shown). Massive co-localisation of ubiquitin and EGFP-
VLP signal was observed at 8 h p.a.. when the majority of
VLP signal appeared back in the cytoplasm (Fig. §).
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3.4. EGFP particles enter mouse and human dendritic cells

The important point in exploitation of artificial mouse VLPs
carrying specific epitopes as vaccines is whether these particles
are able to adsorb on, enter and activate professional antigen
presenting cells (APCs). Therefore, we followed (in vitro) entry
and trafficking of green VLPs into human and mouse dendritic
cells and examined markers of their activation. Confocal and
EM revealed that VLPs enter both mouse and human DC effi-
ciently. The endocytic pathway of VLPs in DC resembled that
observed in NMuMG cells. The VLP signal (EGFP signal en-
hanced by ‘‘green” immunostaining of VP1) moved via early
endosomes into perinuclear space and later (from 6 h p.a.).
the VLP signal moved back into the cytoplasm. Finally, 24 h
p.a., it could be observed near to and on the surface of den-
dritic cells (Fig. 9). At that time, substantial co-localisation
of VLP signal with ubiquitin was observed (not shown).

3.5. Mouse polyvomatirus VLPs induce production of 1L-12 by
DC but do not activate other DC markers in vitro

Untreated human DC produced already relatively high lev-
els of CD80 and especially CDllc, but low levels of CD83
and 86. When inoculated with pseudocapsids composed of
VPI major capsid protein (VP1-VLP) or VPI/EGFP-t-VP3
VLPs for 24 h, no substantial upregulation of CD80, CD83,
CD86 and HLA-DR markers was observed (Fig. 10). Also,
analysis of functional characteristics: (i) phagocytic capacity.
(i1) migratory capacity of DC in response to MIP-3f and (i)
T-cell allostimulatory capacity of DC did not demonstrate
convincing activation of human DC by polyomavirus VLPs
(Fig. 11a, b and c). On the other hand, secretion of interleukin
12 (p70 IL-12 heterodimer) was induced by incubation of hu-
man DC with EGFP-VLPs (Fig. 11d).

Similar to human DC, no substantial upregulation of CD80,
CD86 or MHCII molecules was observed in mouse DC 24 h
p.a. of VLPs composed of the VPI only or VLPs carrying
EGFP-t-VP3 fusion proteins (not shown). The induction of
(p40) IL-12 secretion in mouse DC was achieved by high con-
centrations of VP1-VLPs or EGFP-VLPs (10°-10’ per cell;
Fig. 11e). Nevertheless, the same protein concentrations of bo-
vine serum albumin added to DC did not induce I1L-12 produc-
tion (not shown). There was a different correlation between
production of human and mouse DC and a total dose of VLPs
used for activation of cells. Production of I1L-12 by human cells
increased with higher VLPs concentration up to 10* VLPs/cell
but. decreased when higher dose was used (10> VLPs/cell). On
the other hand, IL-12 production by mouse DC increased with
higher doses of VLPs up to 107 VLPs/cell. This observation
can be a result of different sensitivity of human and mouse
DC to the presence of PyV VLPs. However, in contrast to flow
cytometry. in these experiments. no correction for numbers of
dead cells was performed.

4. Discussion

Virus-like particles of many viruses were found to be potent
inducers of immune responses against viral capsid proteins
without the need for adjuvans [21 23]. Immunisation with
papillomavirus L1 VLPs can induce high titres of neutralising
antibodies that confer protection against experimental papillo-
mavirus challenge in animal papillomavirus models [24 26].
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Fig. 6. Subpopulation of EGFP-VLPs is degraded in lysosomes. Electron microscopy of ultrathin section (a): white arrows show fusion of VLP-
containing vesicles with the lysosome. Co-localisation of LAMP2 (red) and EGFP-t-VP3 +VP1 (green) on confocal sections of two different cells.
merged images (b.c). NMuMG cells fixed 90 min p.a. Adsorption performed with multiplicity of 10° particles per cell.

Fig. 7. Co-localisation of EGFP-t-VP3 (green) and VP1 (red) in NMuMG cell 6 h p.a. The majority of the VLPs in the perinuclear space and their
EGFP-t-VP3 and VP1 signals in partial co-localisation (upper panel). Separation of VPI and EGFP-t-VP3 signals in the cytoplasm of the same cell.
shown in different confocal section (lower panel).

Fig. 8. Co-localisation of EGFP signal with ubiquitin. EGFP-t-
VP3 + VPI green (a), ubiquitin - red (b), merged images of cell
section (¢) and Nomarski contrast (d). Cells were fixed 8 h p.a.
(multiplicity 10° VLPs per cell).

Also in human, an efficacy trial has shown that systemic vacci-
nation with L1 VLPs induced high serum antibody titres and A ‘
can protect against persistent HPV 16 infection [27]. The VLPs Fig. 9. EGFP-VLPs in human and mouse dendritic cells. Mouse (a.b)

e . . . . . . and human (c.d) dendnm cells 3 h (a.c) and 24 h (b.d) p.a. of EGFP-
can also be engineered to carry exogenous epitopes for induc VLPs (mulnphuty 10* VLPs/cell). Confocal sections of different cells,

tion of specific immune responses [28.29]. Chimeric VLPs merged images: EGFP-1-VP3 + VPI green. tubulin red and nucleus
based on murine polyomaviruses can be prepared by inserting (DAPI) blue.
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Fig. 10. Activation of human dendritic cells: Flow cytometry of immature DC (iDC) and of DC activated by the treatment with LPS, poly(I:C). VP1-
VLPs and EGFP-VLPs. DC were gated according to their morphological properties and only viable cells (propidium iodide negative) were included
in the final analysis. The thick lines represent the specific expression of investigated molecules, whereas the thin line represents the isotype control
staining. The representative profiles of three independent experiments with DC generated from different donors are shown.

exogenous sequences into one of the surface loops of VPI
structural protein [30.31]. However, this approach has to over-
come the restriction given by the requirement of VLP assem-
bly. VLPs with insertion in the HI loop are unstable (our
unpublished observation) and, morcover, they cannot be effi-
ciently internalised by cells as they loose the ability to bind sia-
lic acid moiety of a receptor molecule. Therefore, we exploited
the C-terminal part of minor structural proteins, responsible
for their interaction with VP1 pentamers, for the introduction
of foreign peptides into VLPs. We examined the feasibility of
introduction of an cxogenous protein (EGFP) into capsid pro-
tein coding sequences as a fusion tag with a truncated peptide
(99 amino acids) of the common C-terminus of VP2/VP3 min-
or structural proteins. The engineered construct was used to
study the possibility of artificial capsid formation in the nuclei
of insect cells infected by recombinant baculovirus carrying
both VP1 and EGFP-truncated VP3 (each under a strong late
baculovirus promoter).

Inserted protein should be exposed inside the particle, non-
covalently connected with the central cavity of VPI1 capso-
meres. Theoretically, 72 fusion proteins could be present in
one virus-like particle. Recently, such particles were assembled
in vitro from VP1 pentamers and fusion protein GFP-46 C-ter-
minal amino acids of VP2, both isolated from Escherichia coli
[32]. They achieved an average loading capacity of 64 GFP
molecules per particle. We showed that such particles can be
cfficiently assembled in nuclei of insect cells. The yield of VLPs
accumulating in the nuclei of baculovirus-infected insect cells
was particularly high and they could be easily purified by gra-
dient centrifugations.

To further exploit chimeric VLPs carrying the desired epi-
topes connected with t-VP3 instead of EGFP, we examined
the potential of EGFP-VLPs to induce maturation of DC
in vitro. Previously, VLPs derived from the mouse polyomavi-
rus major structural protein, VP1, were analysed for the stabil-
ity and immunogenicity following intranasal administration
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Fig. 11. Functional characteristics of DC after the interaction with EGFP-VPLs. FITC-dextran uptake (a) DC were pulsed with FITC-dextran
(1 mg/ml) and analyzed by FACS. Values represent relative endocytic activity of DC compared to the immature DC. Representative result of three
independent experiments with different DC preparations is shown. Migratory capacity of DC in response to MIP-3: (b) white bars represent the
number of DC seeded in the upper wells. Black bars show the number of cells that migrated into the lower wells of the transwell chamber. T-cell
allostimulatory capacity of DC: (c¢) DC that interacted with EGFP-VLPs were used as stimulators of CFSE-labelled CD4 T lymphocytes. Activation
capacity is expressed as a percentage of proliferating T cells on day 5. Secretion of IL-12 by DC interacting with EGFP-VLPs: (d.e) the quantity of
biologically active p70 IL-12 heterodimer was analyzed in supernatants from cultures of human DC 24 h p.a. of EGFP-VLPs (d) and p40 IL-12
production by mouse DC was analysed from culture supernatants 24 h p.a. of VP1-VLPs or EGFP-VLPs (¢). Experiments were done three times for
each experiment with DC cultured for 5 days before addition of particles. Results of one representative experiment are shown.

without adjuvans into mice [14.15). Strong humoral and cel-
lular Thl responses were observed after the first dose of
VLPs and were efficiently boosted after a second dose [135].
Mechanism of immune system induction by PyV-VLPs re-
mains unclear. Dendritic cells are recognised as the most po-
tent professional APCs, which interact with naive T cells
and thus initiate primary immune responses. Exogenous
antigens need to be internalised and processed in the
endo-lysosomal compartments of APCs to be presented to
T cells in complex with MHC II molecules. Recently,
increasing evidence appeared that in DC, internalised exoge-
nous antigens, including VLPs. can also access the MHC
class I presentation pathway (cross-presentation). After
being captured by endocytosis, some exogenous non-cyto-
solic antigens (immune complexes, heat shock proteins,
apoptotic cells and also VLPs) can gain access to the
MHC class 1 pathway of antigen presenting cells by cross-
presentation through several alternative processing pathways
[33.34]. Two main routes of cross-presentation have been
proposed: one of them involves the escape of antigens from
endosomes to the cytosol following further the cytosolic
pathway used by endogenous antigens [23.35] and in the sec-
ond one, antigens are fully processed inside the endosomes
binding to recycling MHC class I molecules [36.37]. It was
shown that VLPs of hepatitis C virus [38], SHIV VLPs
[39] and also porcine parvovirus VLPs [23] entered DC effi-
ciently and the uptake was followed by DC activation,
which indicates that the uptake led to antigen processing.
Also non-enveloped human or bovine papillomaviruses were
reported to induce maturation of dendritic cells in vitro by

upregulating MHC class 1 and II molecules, CD80. CD86.
CD40. CD54. and to induce production of IL-12 p70 [40].
In the same study. human polyomaviruses BK and JC failed
to induce maturation of DC cells in vitro [40]. We showed
that neither mouse polyomavirus chimeric EGFP-VLPs nor
VLPs derived solely from the VPI structural protein did
upregulate CD80, CD83, CD86 of human or mouse DC.
Also, in in vitro experiments, PyV-derived VLPs did not
change (i) the migratory capacity of human DC in response
to MIP-3p, (ii) the competence to stimulate T-cell prolifera-
tion and (iii) the ability of phagocytosis. Notwithstanding,
EGFP-VLPs had adsorbed on human and mouse DC and
were internalised efficiently. We did not observe differences
in VLP trafficking in fibroblasts and epithelial and dendritic
cells. The endocytic pathway used by mouse polyomavirus
and VLPs is not completely understood. In the cell types
used, PyV-VLPs were internalised via a sialysed receptor
into smooth monopinocytic vesicles. which fused particularly
with early endosomes and later appeared further in recycling
endosomes and in ER cisternae compartments. Substantial
fraction of monopinocytic vesicles was also positive for cave-
olin-1 immunostaining [41]. Nevertheless, the question how
VLPs or other antigens enter the cross-presentation pathway
is currently not fully clucidated.

In contrast, as mentioned above, in vivo experiments
proved the ability of mouse polyomavirus VLPs to induce
strong humoral and cellular responses in experimental ani-
mals [13 15]. Differences in behaviour between in vitro and
in vivo treated cells may exist. One possible explanation for
induction of cellular immunity in vivo can be concealed in
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a recently described novel alternative mechanism of cross-pre-
sentation by gap-junction-mediated immunological coupling
[42]. Neijssen ct al. [42] showed that peptides generated by
proteosomal degradation in one cell could diffuse from the
cytoplasm through gap junctions to the neighbour cells.
The authors also showed that monocytes can use coupling
through gap junctions to load its own MHCI molecules with
viral peptides derived from adjacent infected cell. We ob-
served that a subpopulation of mouse PyV-VLPs appeared
in lysosomes after internalisation by DC and other cell types.
Later. the majority of VLPs entered endoplasmic reticulum
and were dispatched to the cytoplasm for degradation in pro-
teasomes. However, the signal of VPI1 protein moving in the
direction to the cell periphery could be still seen 24 h p.i.
(Fig. 9). Further experiments are required to test whether
gap-junction-mediated immunological coupling plays a role
in the induction of strong immune responses to PyV-VLPs
in experimental animals. Interestingly, production of IL-12,
one of the major DC derived factors regulating T and B cell
activation was induced by mouse PyV VLPs in human and
also in mouse DC. IL-12 is a heterodimeric pro-inflammatory
cytokine that induces the production of interferon-y, favours
the differentiation of Thl cells and forms a link between in-
nate resistance and adaptive immunity. IL-12 might feed back
to regulate APC in in vivo conditions. Both macrophages and
DC express functional IL-12 receptors [43].

In conclusion, we constructed VLPs derived from mouse
polyomavirus that contain forcign protein (EGFP) fused to
C-terminal sequences of minor antigens, responsible for their
interaction with the central cavity of VP1 capsomeres. These
chimeric VLPs were assembled in the nuclei of insect cells in-
fected by recombinant baculovirus and efficiently purified by
gradient centrifugations. Pscudocapsids were irregular in size
and often imperfectly assembled, apparently due to steric stress
caused by the presence of fusion proteins. Despite their dis-
turbed shape, they delivered foreign protein into host cells
and were efficiently internalised and processed also by human
and mouse dendritic cells. Neither VLPs composed of VPI
only. nor EGFP-VLPs upregulated co-stimulation molecules
and other markers of DC maturation in vitro. On the other
hand. they did induced production of the IL-12. Despite exten-
sive research. more detailed studies. both in vitro and in vivo.
will be necessary for recasonable designing of protective
vaccines.
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