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Abstrakt

L1 a L2 kapsidové proteiny papilomavirl se vyznacuji schopnosti samoskladani do podoby
virovych kapsid, které je mozné rozdélit dle vnitfniho obsahu na pseudoviriony a virim
podobné castice. Mimo fakt, Ze takto pripravené Ccastice mohou slouZit jako
,hanokontejnery” pro diagnostické a terapeutické latky, bylo také prokdazano, zZe
papilomaviry, at uz pfirozené se vyskytujici, pseudoviriony nebo virdm podobné ¢astice
maiji vyssi afinitu k nddorovym burikam oproti burikdm nenadorovym.

Tato prace se zabyva relativné nové objevenym (2011) mysim papilomavirem a od néj
odvozenych nanoddastic. Tento papilomavirus byl vybran pro své klady, mezi které mimo
jiné patfti snadna priprava virdm podobnych ¢astic a pseudovirionl a dostupny modelovy
organismus pro pripadné testovani. Dale v sobé skryva potencidl pro pouZiti pfi genové
terapii a/nebo diagnostice nadorovych onemocnéni, nebot vici mysimu papilomaviru
neexistuje v lidské populaci imunitni odpovéd. Cilem této prace bylo pfipravit expresni
systému pro produkci pseudoviriont a virdm podobnych ¢astic v dostate¢né kvalité a
mnozZstvi. Dale byla snaha o charakterizaci téchto ¢astic a ovéreni dosavadnich faktd
tykajicich se vyssi afinity papilomavird k nadorovym bunkam a také ovéreni, zda je stejny
efekt pozorovan i u mysiho papilomaviru.

Ve vysledcich této prace je mozné pozorovat trend ukazujici na preferenéni vazbu PsVs
a VLPs na nadorové bunécné linie, a také zvySenou miru internalizace téchto castic

nadorovymi burikami.
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Abstract

The L1 and L2 capsid proteins of papillomaviruses are characterized by the ability to
self-assemble into viral capsids, which can be divided into pseudovirions (PsVs) and virus-
like particles (VLPs) by inner content. In addition to the fact that such particles can serve
as "nano-containers" for diagnostic and therapeutic agents, it has also been shown that
papillomaviruses, whether wild, PsVs or VLPs have a higher affinity for tumor tissue than
non-tumor tissue. This thesis deals with relatively newly discovered (2011) mouse
papillomavirus (MusPV) and nanoparticles derived from this virus. This papillomavirus has
been chosen for its positives, including easy preparation of VLPs and PsVs, as well as an
available model organism for possible testing. Furthermore, MusPV has the potential for
use in gene therapy and cancer diagnosis, because there is no immune response in the
human population. The aim of this diploma thesis is to prepare an expression system for
the production of PsVs and VLPs. In additional it will also look at the quality and quantity
of PsVs and VLPs, characterization of these particles and verification of existing postulates
regarding higher affinity of papillomaviruses for tumor cells. Finally, it will also to verify
whether the same effect is observed in MusPV.

In the results of this thesis we can observe a trend indicating preferential binding of
PsVs and VLPs to tumor cell lines, as well as an increased degree of internalization of

these particles.
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1 Uvod

Mysi papilomavirus je jednim zrelativné nedavno (2011) objevenych zvifecich
papilomavirl a je prvnim mysim papilomavirem, ktery pfirozené infikuje imunodeficientni
mysi, a zdroven u néj byla prokdzana schopnost prenosu z téchto imunodeficientnich mysi
na imunokompetentni jedince stejného druhu. Obecné jsou papilomaviry malé neobalené
viry obsahujici dvouvldknovou virovou DNA. Kapsida téchto virG je slozena ze dvou
proteind, a to majoritniho proteinu L1 a minoritniho proteinu L2. L1 resp. komplex L1/L2
proteinll se vyznacuje schopnosti ,samoskladani“, ¢ehoz je mozné vyuzit pti produkci
nanocdstic odvozenych od papilomavird tzv. pseudoviriontd (PsVs) a virim podobnych
Castic (VLPs).

Dnes je znamo vice nez 200 druh( lidskych papilomavird. Papilomaviry, které u svého
hostitele zplsobuji onemocnéni, je mozné rozdélit na méné nebo vysoce rizikové. Méné
rizikové papilomaviry svym hostitelim zpUsobuji rlizné typy bradavic a koZnich novotvard.
U vysoce rizikovych papilomavirl je znam jejich onkogenni potencial a byla prokazana
kauzalita mezi jejich pfitomnosti v hostiteli a rizikem vzniku novotvari vedoucich
k nddorovému bujeni. Mezi rakovinna onemocnéni, ktera jsou zplsobovana papilomaviry
patfi mimo jiné karcinom délozniho Cipku nebo zhoubné nadory krku a hlavy. Diky svym
vlastnostem je mysi papilomavirus vhodnym modelem pro studium papilomavirovych
onemocnéni.

Roku 2016 byla publikovana studie zabyvajici se vztahem mezi papilomaviry a
nadorovymi burikami (Kines et al., 2016), ve které potvrdili, Ze nanocastice odvozené od
lidského papilomaviru preferenéné vaiou nadorové buriky. Tato diplomova prace
CasteCné navazuje na jejich snaieni a zkouma interakce mezi virovymi c¢asticemi
odvozenymi od mysiho papilomaviru — PsVs a VLPs — a vybranymi nddorovymi a
nenadorovymi bunéénymi liniemi.

Snahou této prace je potvrdit jiz znamé skutecnosti platici pro lidské papilomaviry i pro
mysi papilomavirus a tudiz poskytnout moznost pro dalsi badani, které by mohlo vést
k tvorbé terapeutického nebo diagnostického systému pro lécbu nékterych nadorovych

onemocnéni, zaloZzeného na podstaté PsVs a VLPs odvozenych od MusPV.



2 Literarni prehled

2.1 Papilomaviry

Papilomaviry jsou malé neobalené viry patfici do celedi Papillomaviridae a dle
Baltimorovy klasifikace se fadi do 1. tfidy sdruZujici DNA viry s dvouvlaknovym genomem
(de Villiers et al., 2004; Bernard et al., 2010). Primarné infikuji bazalni epitelidlni buriky, a
to predevsim savcll, ale v pribéhu let byla prokazana pritomnost téchto virQ i u jinych
obratlovcl. Mimo jiné byly nalezeny u nékterych druhl ptakd (Fringilla coelebs
papillomavirus 1 (FPV, FcPV) - Osterhaus et al., 1977; Psittacus erithacus papillomavirus
(PePV) Tachezy et al., 2002; Psittacus erithacus papilomavirus (PePV), Francolinus
leucoscepus papillomavirus 5 (FIPV5) - Pérez-Tris et al., 2011; Truchado et al., 2018),
ryb (Sparus aurata papillomavirus 1 (SaPV1) Lépez-Bueno et al., 2016) a plaz( (Drury et
al., 1998; Chelonia mydas papillomavirus 1 (CmPV1), Caretta caretta papillomavirus 1
(CcPV1) - Herbst et al., 2008; Morelia spilota spilota papillomavirus 1 (MsPV1) - Lange et
al., 2011).

VSeobecné papilomavirové ¢astice vykazuji ikosahedrdlni symetrii kapsidy s primérem
od 50 nm do 60 nm. Virova kapsida (Obr. ¢. 1) se skladd ze dvou virovych proteinl —
majoritni kapsidovy protein L1 a minoritni kapsidovy protein L2. Tyto proteiny se skladaji
do 72 pentamer(, kdy jedna kapsomera je tvorena péti majoritnimi kapsidovymi proteiny
L1 a jednim minoritnim proteinem L2
nachazejicim se uvnitf pentameru, cozZ bylo
prokdzano u lidského papilomaviru typu 16
(HPV16) (Modis et al.,, 2002; Buck et al.,
2013; Wang & Roden, 2013). Uvnitf kapsidy
se nachazi virovy genom skladajici se
z dvouvlaknové DNA o velikosti v rozmezi 7
az 8 tisich pard bazi. Genom je v kapsidé
v kondenzované  formé. u lidského

papilomaviru (HPV) a bovinniho

Obr. €. 1 - Strukturni model kapsidy lidského papilomaviru typu 16
Virova kapsida skladajici se z pentamerd (modfe) majoritniho proteinu L1.
Pfevzato a upraveno: Hahn & Spach, 2018



papilomaviru (BPV) bylo prokazano, Ze tomuto usporadani napomahaji bunécné histony,
které jsou ziskavany zinfikovanych hostitelskych bunék (Favre et al., 1977). Genom
papilomavird kéduje ¢asné (E, z angl. early) a pozdni geny (L, z angl. late). Casné geny
obsahuji sekvence pro regulacni proteiny, které reguluji transkripci a replikaci a mohou se
angazovat v regulaci transformacnich proces(i v burikdch. Pozdni geny oproti tomu kéduji
jiz zminéné strukturni proteiny L1 a L2, které jsou hlavnimi strukturnimi prvky virové
kapsidy (Tab. ¢. 1), (de Villiers et al. 2004; Buck et al., 2013; Wang & Roden, 2013).
Exprese jednotlivych genli papilomavirl Uzce souvisi s diferenciaci infikovanych
epitelidlnich bunék v ¢ase (Obr. €. 2).

Zivotni cyklus lidskych genitalnich papilomavir zaéind priichodem virovych €astic skrz
epitel. Zde diky prvotnimu poranéni pronikaji az k bazalnim epitelidlnim burikdm. Druhou
moznosti je infekce bunék transformacni zéony délozniho hrdla, kdy se virus dostava
k bunikdm bez predchoziho poranéni (Obr. €. 2), coz bylo prokdzano napfiklad u HPV16 ve
studii Doorbar et al., 2012 nebo u HPV16, 18, 31, 45 a 53 ve studii Siegler et al., 2017. Za
transformacni zénu délozniho hrdla se povaZuje oblast prfechodu mezi origindlnim a
cylindrickym epitelem. V této z6né je mozné rozeznavat rtzné stupné vyzravani bunék

(Havrankova & Ondrus, 2004)

Uvolnéni viru /
4 .‘ = = : = =

SloZeni a uvolnéni viru ﬁ g

Amplifikace genomu '

Proliferace bunék/
Udriovani genomu
viru v buiikach

Misto vstupu viru

E1. E2, E4,ES
Viral DNA

Udriovani genomu v
burikach

Transformacéni zéna

Obr. €. 2 - Schématické znazornéni vstupu viru HPV16 skrze poranéni, resp. vstup viru pfimym
kontaktem s bazalnimi epitelidlnimi bufikami v transformacni zéné
HPV16 se vaze na bazalni membranu nebo povrch bazalnich epitelidlnich bunék nachazejicich se

v transformacni zéné délozniho hrdla, v pribéhu diferenciace epitelidlnich bunék dochazi
k postupné expresi rliznych papilomavirovych genu, po vstupu virového genomu do jadra bunky
dochazi k pocatecni amplifikaci virového genomu a ndslednému udrzovani genomu v epizomalni
formé, prvnimi exprimovanymi virovymi geny jsou ¢asné geny E1 a E2, s postupem diferenciace
jsou dle potfeb viru exprimovany ostatni ¢asné geny E4, E5, E6, E7, ve findlni fazi diferenciace
dochazi k expresi pozdnich genl L1 a L2, coZz ma za nasledek skladani virové kapsidy a tvorbu
funkénich virovych casti, prevzato a upraveno: Doorbar et al., 2012



DalSim kritickym krokem je vazba &astic na heparansulfatové proteoglykany (HSPG),
které funguji jako primarni receptory pro vazbu na bazadlni membranu a/nebo
hostitelskou bunku, jak bylo prokdzano u HPV11 (Joyce et al., 1999), HPV16 a 33
(Giroglou et al., 2001), HPV5, 16, 31 (Johnson et al., 2009) a také u HPV16
(Abban & Meneses, 2010).

U virG HPV11 (Culp et al., 2006) a HPV11, 16, 18 a 45 (Broutian et al., 2010; Brendle &
Christensen, 2014) bylo prokazano, Ze vazba na bazalni membranu muizZe byt také
zprostfedkovdna lamininem-332 (dfive oznacovaném jako laminin-5). Vazba na HSPG
zpUsobuje konformacni zmény kapsidovych protein(, coZz umoZniuje ndslednou vazbu na
receptor zprostiedkovavajici vstup viru do hostitelské buriky. Tyto konformacéni zmény
jsou zprostfedkovany cyklofilinem B (CyPB) (Bienkowska-Haba et al., 2009). Prozatim
nejsou receptory zodpovédné za vstup viru do bunky dostatecné prozkoumdny a
charakterizovany. V prabéhu let v3ak vznikly studie, které do jisté miry pfisuzuji tuto
funkci napfiklad integrinu as jako ve studii Evander et al., 1997, ve které byl integrin ae
zkouman pfti pouziti virlm podobnych ¢astic (VLPs) viru HPV6b. Integrinem ae se také
zabyvali ve své studii i Yoon et al., 2001, kteti pracovali s VLPs viru HPV16 a Abban &
Meneses, 2010, kteti vyuzili pseudoviriony (PsVs) téhoz viru, tedy HPV16. DalSimi
kandidaty na post sekundarniho receptoru pro vstup viru do bunky jsou: tetraspanin
CD151, jenz bylo zkouman ve studiich Spoden et al., 2008 a Scheffer et al., 2013 za pouZiti
HPV16 PsVs, receptory pro rlistové faktory (EGFR) zkoumané ve studii Surviladze et al.,
2012 vypracované na PsVs virll HPV16 a HPV31, a nebo heterotetramer annexinu 2 (A2t),
jenz byl zkouman ve studii Woodham et al., 2012 na PsVs i VLPs viru HPV16 a studii
Dziduszko & Ozbun, 2013, ktefi pouzili PsVs viru HPV16 (Obr. €. 3). Ve své studii vyuzivajici
PsVs viru HPV16 Spoden et al., 2008 rovnéz predlozili fakt, Ze papilomaviry vstupuji do
nediferencovanych bazalnich bunék prostfednictvim endocytézy nezavislé na klatrinu,
kaveolinu, flotilinu, cholesterolu a dynaminu.

Po vstupu viru do hostitelské buriky dochazi k umisténi virové ¢astice do bunééného
endozomu. Pfi maturaci endozomu dochazi ke snizovani endozomalniho pH. Zména pH je
klicova pro Stépeni minoritniho kapsidového proteinu L2 za uacasti furinu, coz je
endoproteaza vyskytujici se v bunéénych kompartmentech (Gary, 2007). To bylo

testovano ve studii Richards et al., 2006 na PsVs odvozenych od HPV5, 6, 16, 18, 31 a ve



studii Smith et al., 2008 vyuZzivajici HPV31. Nasledné dochazi k v¢lenéni sestfizeného L2
proteinu do endozomdlni membrany za Ucasti bunécné y-sekretazy, jak dokazuji ve své
studii Inoue et al., 2018 pfi pouziti PsVs viru HPV5 a HPV16 a také vclenéni penetrujici
peptidové domény (CPPs, z angl. cell-penetrating peptides) nachdazejici se na C-konci L2
proteinu, coz prokdzali Zhanget al., 2018 u PsVs viru HPV5 a HPV16. Takto umistény
protein vy¢nivd z endozomu do cytosolu svym C-koncem a interaguje s retromerem, ktery
je zodpovédny za retrogradni transport viru k trans Golgiho aparatu (TGN, z angl. trans-
Gogli network), coz bylo prokdzano u PsVs HPV16 skupinou Lipovsky et al., 2013 a Popa et
al., 2015. Retrogradni transport je zavrSen fuzi endozomalniho vacku s TGN a uvolnénim
virového genomu v komplexu s proteinem L2 (vDNA/L2).

Vstup virové DNA (vVDNA) do jadra je pfimo zavisly na bunééném cyklu, resp. probihajici
mitéze hostitelské bunky. Zastaveni bunécného cyklu vede kakumulaci komplexu
vDNA/L2 vTGN. Pouze v pripadech, kdy hostitelska bunka prekona kontrolni bod
bunécéného cyklu mezi G2 fazi a mitotickou fazi, dochazi k transportu vDNA/L2 do jadra,
jak to prezentovali Pyeon et al., 2009 a Caltonetal., 2017 na viru HPV16 a od néj
odvozenych PsVs.

V jadfe bunky dochdzi k pocatecni amplifikaci virového genomu a jeho udrzovani
v epizomalni formé (Doorbar, 2005). Tento fakt byl prokdzdn mimo jiné u PsVs viru HPV16
ve studii Pyeon et al., 2009. Nasledna diferenciace vede k expresi jednotlivych virovych
genll, at uz casnych (E) od pocatecnich fazi nebo pozdnich (L) ve findIni fazi v jiz
termindlnich keratinocytech. Po expresi L1 a L2 proteinu dochazi k samoskladani do
podoby virové kapsidy, do které je umistén virovy genom. Tento fakt byl prokazan ve
studii Hagensee et al., 1993 vyuzivajici expresni vektory viru vakcinie obsahujici geny pro
L1 a L2 kapsidové proteiny viru HPV1. Takto vznikla funkéni ¢astice je uvolfiovana
z hostitelskych bunék. Papilomaviry z pravidla nelyzuji hostitelské buriky a k jejich
uvolnéni dochazi pfirozenym odumiranim a rozpadem svrchni vrstvy keratinocytd,
popfipadé se mlze angaZovat virovy protein E4, ktery vaZze cytokeratinovd vldkna a
zaroven je destruuje, coz napomaha rozpadu bunék (Doorbar, 2013). Organizace genomu

a funkce jednotlivych produktt virovych genli HPV16 jsou shrnuty v Tab. €. 1.
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Obr. €. 3 - Schématické znazornéni vazby HPV16 na bazalni membranu, resp. bazalni epitelidlni
buriku a vstup viru do buriky

HPV16 se vaze na bazalni membranu (basement membrane) nebo povrch bazalnich epitelidlnich
bunék (basal epithelial cell) skrze heparansulfatové proteoglykany (HSPG) a/nebo laminin-332.
Procesu vazby se mohou Ucastnit také epitelidlni nebo keratinocytové rlstové faktory (grow
factors), jez se, vtakovém pfipadé, vyskytuji vkomplexu sHSPG a mohou iniciovat
vnitrobunécné signaini kaskady, napt. aktivaci fosfatidylinositol-3-kindzové drahy. Po vazbé na
HSPG dochazi ke konformacnim zménam kapsidy, jez jsou umoznény diky cyklofilinu B (CyPB).
Tyto konformacni zmény L1 a L2 kapsidovych proteint maji za nasledek odhaleni vétsi ¢asti N
konce proteinu L2. Poté dochazi k oslabeni vazby mezi virovou ¢astici a HSPG a vazbé na
sekundarni receptory, které se podili na vstupu ¢astice do buriky. Za tyto sekundarni receptory
jsou dnes povaZzovany integrin as, heterotetramer annexinu 2 (A2t), tetraspanin a receptory pro
rastové faktory (grow factor receptor). Virus vstupuje do hostitelské buriky pomoci endocytdzy
nezavislé na klatrinu, kaveolinu, flotilinu, cholesterolu a dynaminu. Prevzato a upraveno: Raff et
al., 2013



Tab. ¢ .1 - Organizace genomu viru HPV16 a funkce jednotlivych virovych proteinl
Pfevzato a upraveno: Harden & Munger, 2017
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transkripci . .
vstupu a transportu viru v burice

2.2 Papilomaviry a jimi zplisobovana onemocnéni

V dnesni dobé je znamo vice nez 200 typl papilomavir(l, jejichz hostitelem je clovék
(Graham, 2017). Papilomaviry se prendsi blizkym stykem sliznic nebo pokozky a poté
vstupuji do hostitele skrze drobné poranéni nebo v oblasti transformacni zény (Doorbar et
al., 2012). Velka vétsina téchto virl je v lidské populaci béZna a vSudypritomna a ve svych
hostitelich se vyskytuji bez viditelnych priznak(, popfipadé mize dochazet k tvorbé méné
¢i vice zavaznych benignich bradavic. Papilomaviry, které se takto projevuji, oznacujeme
za méné rizikové (HPV6 a HPV11). V nékterych pfipadech dochazi k tvorbé novotvaru
vedouci ke vzniku karcinomd, mimo jiné karcinomu délozniho Cipku nebo zhoubnym
nadordm hlavy a krku. Tyto papilomaviry jsou oznacovany jako vysoce rizikové a patfi
mezi né napriklad sexualné prenosny HPV16 nebo HPV18 (Siegler et al., 2017).
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V soucasné dobé jsou v Ceské republice dostupné tfi funkéni vakciny proti HPV,
a to Cervarix, Gardasil a Gardasil 9.

Vakcina Cervarix je ucinnd proti HPV16 a HPV18. Jedna se o rekombinantni vakcinu
obsahujici mimo jiné virdm podobné castice (VLPs) sloZzené z kapsidového proteinu L1.
Tyto c&astice jsou vyrabény rekombinantni DNA technologii s vyuzitim bakulovirového
expresniho systému 1.

Vakcina Gardasil je ucinna proti HPV6, HPV11, HPV16 a HPV18. Jedna se o
rekombinantni vakcinu obsahujici mimo jiné virdm podobné (astice ziskané
rekombinantni DNA technologii ve kvasinkach Saccharomyces cerevisiae 2.

Vakcina Gardasil 9 je u¢inna proti HPV6, HPV11, HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPVA4S5,
HPV52 a HPV58. Jedna se o rekombinantni vakcinu vyrdbénou rekombinantni DNA

technologii ve kvasinkach Saccharomyces cerevisiae 3.

1 https://www.ema.europa.eu/documents/product-information/cervarix-epar-product-information cs.pdf

2 https://www.ema.europa.eu/documents/product-information/gardasil-epar-product-information cs.pdf

3 https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/gardasil-9-epar-product-information cs.pdf
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2.3 Mysi papilomavirus

Zviteci papilomaviry jsou hojné vyuzivanymi laboratornimi modely pfi vyzkumu rdznych
aspektl spojenych s infekcemi zplisobovanymi lidskymi papilomaviry, a to jednak kvli
bezpecnosti a také snadnéjsi manipulaci. Papilomaviry byly objevovany pribéiné u
rozlicnych druhd savcl, ptakd, ryb a plaz(. Byla také objevena celd rfada papilomavir(
specializujici se na hlodavce, mezi které se ftadi napfiklad Micromys minutus
papilomavirus 1, Phodopus sungorus papilomavirus 1, Mastomys natalensis papilomavirus
1 ajiné (Uberoi & Lambert, 2017).

Vroce 2011 Ingle et al. objevili novy zvifeci papilomavirus — Mus musculus
papilomavirus 1 (MusPV, nékdy téZ MmuPV1), ktery se vyskytl v kolonii laboratornich
mysi domacich (Mus musculus, kmen NMRI-Foxn1™/ Foxn1™). Nové objeveny MusPV se
od ostatnich papilomavir(i napadajicich druh Mus musculus lisi mimo jiné tim, Ze se jedna
o prvni mysi papilomavirus, ktery pfirozené infikuje imunodeficientni mysi, ale byl u néj
zaroven prokazan prenos z téchto imunodeficientnich mysi na imunokompetentni jedince
stejného druhu (Ingle et al.,, 2011). Tento objev znaéné ovlivnil budouci vyzkum
papilomavirl, nebot umozZnuje pozorovani viru v kontrolovanych laboratornich
podminkdch na dobfe dostupném a
popsaném modelovém organismu, jakym
je pravé Mus musculus
(Uberoy et al., 2018).

U zminéného mysiho kmenu MusPV
zpUsobuje léze na hranici mezi koZznim a
slizniénim epitelem voblasti tlamy a
¢enichu. Tyto léze nepfechdzeji do slizni¢ni

oblasti a jsou zbarvovany do bilé, misty az

hnédé barvy o velikosti od tfi milimetr(

Vv praméru a Vyénfvaji jeden ai dva Obr. . 4 - Tlama a cenich laboratorni mY§|
(Mus musculus, NMRI-Foxn1™/ Foxn1")

milimetry nad povrch kOZe. Vlastni |¢ze na rozhrani koiniho a slizni¢niho

epitelu, prevzato a upraveno: Ingle et al.,

vyrlstky pak dosahuji délky od deseti do 5011

dvanacti milimetrd (Obr. ¢. 4)

(Ingle et al., 2011).
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2.4 Pseudoviriony a virdm podobné ¢astice

Kapsidové proteiny nejen papilomavir(i se vyznacuji specifickou vlastnosti, kdy za urcitych
podminek dochazi k samoskladani jednotlivych proteinli do podoby castic, které jsou
podobné ¢&asticim divokého viru. Nomenklatura oznaceni téchto castic je v literature
nejednotna. Casto jsou tyto ¢astice oznacovany jako pseudoviriony nebo viriim podobné
Castice (VLPs, z angl. virus-like particles) (Hagensee et al., 1993, Kirnbauer et al., 1993) .
V posledni dobé se ustalil konsensus, Ze za pseudoviriony jsou povazovany cdstice
obsahujici specificky reportérovy gen ve formé plasmidu, zatimco VLPs jsou prazdné
virové kapsidy (Conway & Meyers, 2009).

Roku 2016 Cerqueira et al. publikovali studii zabyvajici se rozkladem a samoskladanim
kapsid HPV16 v bezbunééném in vitro systému, za pfitomnosti bunécnych nuklearnich
extraktl a ATP. V této studii prokazali, Ze pokud je uskute¢néno samoskladani virovych
kapsid v pfitomnosti DNA, dochazi k jejimu vkladani do noveé vznikajicich ¢astic. Mimo jiné
popsali mechanismus, kdy se virové ¢astice snazi pojmout DNA do svého nitra, a to tak, ze
neustdle zkouseji rlizné molekuly DNA o rGznych délkach, ale jediné DNA nepresahujici
délku prirozeného virového genomu — pfiblizné 8 tisic pb, mlzZe byt ¢astici pojmuta. Také
bylo zjisténo, Ze jiz sloZzené VLPs ¢astice neobsahujici DNA, vloZzené do popsaného in vitro
systému dokazi pohlcovat molekuly DNA ze svého prostiedi, tedy Ze dochazi
k destabilizaci kapsidy, umozniujici vstup DNA do jejiho nitra. Toto zjisténi je moziné
dat do kontrastu s faktem, Ze pokud byly pouZzity ¢astice jiz obsahujici DNA, nedochazelo
k vyméné obsahu kapsidy za DNA vyskytujici se v jejich okoli. Z toho vyplyva, ze pokud
virova Castice jiz obsahuje DNA ve svém nitru, tato DNA d¢astici stabilizuje, a tedy
neumoznuje enzymum nachazejicim se v nukledrnim extraktu svou destabilizaci
(Cerqueira et al., 2016).

Castice odvozené od papilomavirG by mohly byt vyuZity jak k diagnostickym, tak k
terapeutickym ucéeldm. V prvnim pripadé je mozné na takto vzniklou c¢astici navazat
specifickou znacku a/nebo vyuZit reportérovy gen pritomny uvnitf Castice, coz dale
umozni mimo jiné vizualizovat buriky s nadorovym charakterem. V druhém pfipadé, je
mozné ,zabalit” do takovychto castic specifické geny slouzici k terapii poskozenych casti
genomu nebo ptimo k likvidaci nadorovych bunék — sebevrazedné geny (Zarogoulidis et

al., 2013).
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Na VLPs je dnes také zaloZena celd fada vakcin, vyuZzivajici bud" odvozené VLPs od
daného patogenu, nebo rekombinantni VLPs, které na svém povrchu nesou
imunomodominantni epitopy typické pro jiné viry, poptipadé znaky charakterizujici

nadorové buriky.

2.4.1 Savci expresni systém pro pfipravu papilomavirovych PsVs

Savéi expresni systém je expresni systém vyuzivajici savéi bunééné linie schopné
produkovat rekombinantni proteiny a je vyuzivan zejména diky moZnosti pfirozeného
prostorového usporadani proteinu a jeho posttranslaénim modifikacim, které jsou velmi
podobné lidskym. Na druhou stranu se savéi expresni systém vyznacuje vysokou cenou
rastovych médii, €asovou ndrocnosti, ztizenou moZznosti kontroly pribéhu N-glykosilace, a
v neposledni fadé také rizikem Siteni virovych nebo prionovych ndkaz (Sethuraman &
Stadheim, 2006).

Roku 2004 Buck et al. publikovali studii zabyvajici se pfipravou PsVs v savcim
expresnim systému, ktery oproti predchozim variantdm vynikd svou efektivnosti a
jednoduchosti. V této studii se zamérili na produkci PsVs BPV1 a HPV16. K dosazeni co
mozZnd nejvyssi miry koexprese L1 a L2 proteinu, vytvofili bicistronni L1/L2 plasmid
obsahujici vnitfni misto pro vstup ribozomu (IRES, z angl. internal ribosome entry site) pro

virus mysi encefalomyokarditidy (Buck et al., 2004).
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2.4.2 Bakulovirovy expresni systém pro pfipravu VLPs

Bakulovirovy expresni systém je expresni systém vyZzadujici pfipravu rekombinantniho
bakuloviru, ktery disponuje silnymi promotory a umoZzniuje vysokou produkci genu naseho
zajmu v hmyzich bunkdach. Pro pfipravu papilomavirovych VLPs lze svyhodou vyuzit
komercéné dostupny systém Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System, ktery slouzi pro
rychlou pfipravu rekombinantniho bakuloviru a Ize s jeho pomoci produkovat proteiny L1
i L2 (Obr. &. 5).

Pti produkci L1 proteinu pomoci bakulovirového expresniho systému bylo zjisténo, ze
tento systém produkuje 3 velikosti L1 proteinu. Velikost se odviji dle pouZitého start
kodonu (kodon pro methionin (Met)) — jsou tedy produkovany 3 typy L1 protein( o
velikostech 60,6 kDa (2. kodon pro Met), 57,6 kDa (28. kodon pro Met) a 57,4 kDa (30.
kodon pro Met), (Joh et al., 2014). Pro experimentalni ¢ast této prace byl pouzivdn gen

s 28. kodonem pro Met (predikce velikosti L1 proteinu je tedy 57,6 kDa.
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Obr. €. 5 - Schéma bakulovirového expresniho systémtu

K pripravé rekombinantniho bakuloviru je pouzivdn donorovy vektor napt. pFastBac Dual. Donorovy
vektor pFastBac Dual obsahuje 2 promotory — polyhedrinovy a p10 promotor, pod které je mozné
klonovat geny naseho zdjmu. Takto pfipraveny plasmid je transfekovan do DH10Bac bakterii, které
obsahuji kyvadlovy a pomocny plasmid. Diky tomu dochazi v DH10Bac bakteriich k mistné specifické
rekombinaci, jejimz produktem je rekombinantni plasmid obsahujici rezistenci k vybranym
antibiotikim: gentamicin, kanamycin a tetracyklin, a zaroven obsahuje preruseny LacZa gen

Na selekénim médiu obsahujicim X-Gal a IPTG je mozné odliSit monokolonie DH10Bac bakterii, které
obsahuji gen naSeho zajmu, jenZ se zbarvuji na selekénim médiu bile, zatimco monokolonie u
kterych nedoslo k uchyceni genu naseho zajmu, se zbarvuji modie dalsim krokem je izolace
bakmidové DNA z bile zbarvenych kolonii, ktera je transfekovana do Sf9 bunék, v téchto burikach
dochazi k produkci rekombinantniho bakuloviru, ktery se uvolfiuje do média, to je mozné vyuzit
jakoZto inokulum pro opétovnou infekci, proteiny naseho zajmu jsou produkovany v Sf9 burikach ze
kterych jsou izolovany

Pfevzato: Invitrogen, Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System, User guide

2.5 Aplikacni potencial virovych Castic odvozenych od papilomavird
Nové pristupy v nanomediciné vedou k rozvoji postupll, které pro diagnostiku a terapii
vybranych nadorovych onemocnéni experimentdlné vyuZzivaji VLPs a PsVs. Virové Castice s
radioaktivnim nebo fluorescenénim znacenim mohou byt vyuzity k detekci nadorovych
bunék jiz v pocatecnich stadiich rakovinného bujeni. Také je mozné vyuZiti téchto ¢astic
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pfi doruc¢ovani terapeutickych latek (napf. sebevrazednych gent) majicich za ukol likvidaci
nadorovych bunék bez vétsich vedlejsich nasledkud pro pacienta (Ma et al., 2011).

Stranou pozornosti nestoji ani papilomavirové castice (Xu et al., 2006). Roku 2016
Kines et al. publikovali studii zabyvajici se preferen¢ni vazbou papilomavirovych ¢astic —
pseudovirion (PsVs) a virdm podobnych ¢astic (VLPs) — na nékteré typy nadorovych
bunék. Na zdkladé jejich zjisténi dosli k zavéru, Ze VLPs a PsVs odvozené od lidského
papilomaviru by mohly byt potenciondlné vyuzitelné pfi diagnostice a terapii nékterych
nadorovych onemocnéni, jako jsou napfiklad rakovina vaje¢nikd nebo rakovina plic. Ackoli
se tyto druhy rakoviny fadi mezi 10 nejcastéjSich onemocnéni, které maji na svédomi
nejvice umrti, je dnesni |éCba téchto onemocnéni nedostatecna a soustfedéna prevainé
na chirurgické odstrafiovani nddorové tkané, radioterapii a chemoterapii. Pfi poufZiti
téchto lé¢ebnych postupl dochazi neztidka k vzniku rezistenci vici pouzitym lécivim a
Castym opakovanym manifestacim onemocnéni. Dalsim hlavnim problémem zUlstava
neschopnost identifikovat rakovinné onemocnéni v nejranéjsich stadiich, kdy je také
nejvyssi pravdépodobnost vyléceni (Reck et al., 2013; Webb & Jordan, 2017). Na préci
Kines et al. (Kines et al., 2016) navazal roku 2018 Bayer et al. (Bayer et al., 2018), ktefi
otestovali ucinnost prenosu genl pomoci PsVs odvozenych od 10-ti druhl zvitecich
papilomavird s kladnym vysledkem (CcPV, CgPV1, PtPV1, CcrPV1, MfPV6, MfPV11, PIPV1,
PcPV1, MmPV1 a RaPV1).

Vyuziti VLPs a PsVs umoziuje také fakt, Ze v nékterych nadorovych bunkach dochazi

k nadmérné expresi, mutacim a zméndam HSPG, jako je napfiklad odstranéni sulfatu
z kysliku v pozici 6, za pomoci extraceluldrnich enzym( - sulfataz (Sanderson et al., 2005;
Hammond et al., 2014). Tyto zmény napodobuji vzor HSPG na bazalni membrané, jejichz
funkci je napfiklad bunécna signalizace, podpora angiogeneze, vazba rlistovych faktor( a
chemokinl (Tumova et al., 2000; Liu et al., 2002; Fuster & Wang, 2010).
Pfitomnost modifikovanych HSPG u naddorovych bunék funguje jako selekéni znacéka, kterd
vede k vazbé virovych ¢astic a infekci pouze téchto bunék, zatimco zdravé buriky, které na
svém povrchu nevystavuji zminéné pozménéné HSPG, zUstavaji bez povsSimnuti (Kines et
al., 2016).

Pro pfipadné klinické vyuZiti VLPs jako nosi¢li diagnostickych a terapeutickych latek je

vyhodné vyuzivat VLPs odvozené od zvifecich vir(i, protozZe v lidské populaci neexistuji
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proti témto virGm/VLPs protilatky. Laboratof Virologie PfF UK se dlouhodobé vénuje
vyzkumu aplika¢niho potencidlu VLPs odvozenych od mysiho polyomaviru a jejich
modifikacim, které by zarucily preferenc¢ni vazbu a vstup téchto virt do nddorovych bunék
(Boura et al., 2005, Hruskova et al., 2009, Suchanova et al., 2015, Fraiberk et al., 2017).
Zjisténi, ze VLPs odvozené od papilomavirll mohou pfirozené preferovat pro vazbu a
vstup pravé nadorové bunky (Kines et al., 2016, Bayer et al., 2018) a fakt, Ze castice
odvozené od MusPV dosud nebyly v tomto ohledu blize charakterizovany vedly k zadani
této diplomové prace. Jejim cilem bylo ovéfit hypotézu, Ze nanocastice odvozené od
MusPV interaguji s (nékterymi) nadorovymi bunkami ochotnéji neZ s bunkami
nenadorovymi a ovéfit, Zze lze MusPV VLPs vyprodukovat v dostate¢ném mnozstvi a

kvalité pro pfipadné srovnavaci studie s VLPs odvozenymi od mysiho polyomaviru.
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3 Cile prace
Cilem této diplomové price je zjistit, zda se nanocastice odvozené od mysiho

papilomaviru preferencné vazi na nddorové buriky nebo do nich preferenéné vstupuiji.

Dilci cile pti zpracovavani diplomové prace byly nasledujici:

1. V sav€im expresnim systému vyprodukovat a nasledné charakterizovat MusPV
PsVs nesouci reportérové geny.

2. Pripravit rekombinantni bakuloviry nesouci L1 nebo L1/L2 geny MusPV pro
produkci VLPs v bakulovirovém expresnim systému; optimalizovat izolaci VLPs a
nasledné VLPs charakterizovat.

3. Pripravit dostatecné mnozstvi fluorescencéné znacenych MusPV VLPs pro analyzu
vazebnych interakci s burikami,

4. Analyzovat interakce fluorescencéné znacenych MusPV VLPs (analyza vazby na
buriky) a MusPV PsVs nesoucich reportérovy gen (analyza transfekéni Ucinnosti)

s vybranymi nddorovymi a nenddorovymi bunécénymi liniemi.
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4  Material a metody
4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny

Bakteridlni kmen Escherichia coli DH10Bac: bakteridlni kmen pouZity pro
elektroporaci

Bakterialni kmen Escherichia coli TOP10: bakteridlni kmen pouZzity pro elektroporaci

4.1.2 Bunécné linie

Bunécna linie LNCaP: linie lidskych nddorovych bunék odvozenych od karcinomu
prostaty

Bunécna linie Hela: linie lidskych nadorovych bunék odvozenych od adenokarcinomu
délozniho ¢ipku

Bunécnd linie HEK-293: linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék
transformovanad virovou DNA adenoviru typu 5

Bunécna linie U20S: linie lidskych nadorovych bunék odvozenych od osteosarkomu
Bunécna linie PC3: linie lidskych nadorovych bunék odvozenych od adenokarcinomu
prostaty

Bunécna linie NDHF: linie normalnich lidskych fibroblast(

Bunécna linie Jurkat: imortalizovana lidska linie bunéénych T-lymfocyt(

Bunécna linie 3T6: linie mysich fibroblastu

Bunécna linie 293TT: linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék transformovana
DNA adenoviru typu 5 a polyomavirem SV40

Bunécna linie Sf9: linie hmyzich bunék odvozena z ovaridlni tkané motyla Spodoptera

frugiperda

4.1.3 Viry a od nich odvozené ¢astice

PsVs mysiho papilomaviru typu 1 (MusPV1)
PsVs lidského papilomaviru typu 16 (HPV16)

PsVs bovinniho papilomavirus typu 1 (BPV1)
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4.1.4 Primarni protilatky

e Krdli¢i polyklondlni sérum — RbaMusPV-N (proti nativnim kapsidovym proteiniim
mysiho papilomaviru, fedéni 1:500)
e Krdli¢i polyklonalni sérum — RbaMusPV-D (proti denaturovanym kapsidovym

proteinlm mysiho papilomaviru, fedéni 1:500)

4.1.5 Sekundarni protilatky

o  GaRb-PX — kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinlm konjugovana s kifenovou

peroxidazou (fedéni 1:1000)

4.1.6 Markery molekulovych vah

e DNA marker molekulovych vah: GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific), (Obr. €. 6)
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Obr. €. 6 - DNA Marker molekulovych vah
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder pouZivany pro

0.5 pg/lane, 8 cm length gel, DNA elektroforézu
1XTAE, 7 V/ecm, 45 min

1% agarose
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e Marker pro SDS-PAGE: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific), (Obr. €. 7)

kDa
— ~260—
AN

- ~100 -
T

—~40—.-‘
— ~35 —| -
i -

— ~15 —| w— Obr. €. 7 - Marker molekulovych vah pro SDS-PAGE
i Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
Gel Blot pouzivany pro proteinovou elektroforézu

4.1.7 Roztoky a chemikalie

e 1x PufrB

o 10 mM Tris-HCI (Serva), pH 7,4

o 150 mM NacCl (Lachner)

o 0,01 mM CaCl; (Sigma-Aldrich)
e 1x PBS

o 137 mM NaCl (Lachner)

o 2,7 mM KCl (Lachema)

o 10 mM NazHPO4 (Penta)

o 1,8 mM KH;PO4 (Lachner)

o upraveno pomoci HCl (Lachner) na pH 7,4
e 1x FoFr pufr

o 10 mM Tris (Serva), pH 7,4

o 150 mM NacCl (Lachner)

o 25 mM Hepes (Sigma), pH 7,4

o 0,01 mM CacCl; (Sigma)
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1x Tris-acetatovy pufr (TAE)
o 40 mM Tris (Serva)
o 20 mM kyselina octova (CH3COOH)
o 1 mM EDTA-NaOH, pH 8,0 (Serva)
0,5x Tris-boratovy pufr (TBE)
o  45mM Tris (Serva)
o 45 mM kyselina borita (H3sBOs3)
o 1 mM EDTA-NaOH, pH 8,0 (Serva)
5x koncentrovany Laemliho pufr
o 1,25% SDS (w/v) (Sigma)
o 50mM Tris — HCI (Serva), pH 6,8
o 25% R-merkaptoethanol (Serva)
o 50% (v/v) glycerol (Lachema)
o 0,005% bromfenolova modr (Lachema)
1x Running buffer
o 25 mM Tris (Serva)
o 192 mM glycin (Sigma)
o 0,1% SDS (w/v), (Sigma), pH 8,3
1x Blotting buffer
o 25 mM Tris (Serva)
o 195 mM glycin (Sigma)
o 20% (v/v) methanol (Lachema), pH 8,3
Blokovaci roztok
o 5% (w/v) odtucnéné susené mléko v 1x PBS
Vyvoldvaci roztoky pro detekci chemiluminiscence - smés roztoku 1 a 2 v poméru 1:1
o Roztok 1
= 0,1 M Tris-HCl (Sigma), pH 8,5
= 250 mM Luminol (Sigma)
= 90 mM kyselina p-kumarova (Sigma) v dH.0



O

Roztok 2
= 0,1 M Tris-HCI (Sigma), pH 8,5
- 0,02% (V/V) H,0, v dH»0

Hmyzi médium se sérem

O

©)

TNM — FH hmyzi medium (Sigma)

10% FBS - fetalni sérum z telete (Sigma)

Hmyzi médium bez séra

o

TNM — FH hmyzi medium (Sigma)

DMEM médium se sérem

o

o

o

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), (Sigma)
10% (v/v) FBS -fetdIni sérum z telete (Sigma)

2mM L-glutamin (Gibco)

DMEM médium bez séra

o

o

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), (Sigma)
2mM L-glutamin (Gibco)

IMDM médium se sérem

o IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium), (Sigma)
o 10% (v/v) FBS - fetalni sérum z telete (Sigma)

o 2mM L-glutamin (Gibco)

SOC médium

o 2% (w/v) pepton pro bakteriologii (Imuna)

o 0,5% (w/v) extrakt z kvasinek (Imuna)

o 10 mM NacCl (Sigma)

o 2,5 mM KCl (Lachema)

o 20 mM glukdza (Serva)

o 10 mM MgCl; (Sigma)

o 10 mM MgSO4 (Sigma)

o Roztoky chloridu hotecnatého a siranu horec¢natého pfipraveny v koncentraci

100 mM, sterilizovany zvlast a do média pridany tésné pred pouzitim.
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Antibiotika

O

Ampicilin (Biomedica), koncentrace 100 pg/ml, pro
monokolonii
Kanamycin (Biomedica), koncentrace 50 pg/ml, pro
monokolonii
Gentamicin (Biomedica), koncentrace 7 upg/ml, pro
monokolonii
Tetracyklin (Biomedica), koncentrace 10 upg/ml, pro

monokolonii

selekci

selekci

selekci

selekci

bakterialnich

bakterialnich

bakterialnich

bakterialnich

Zeocin (InvivoGen), koncentrace 50 pug/ml, pro selekci bakterialnich monokolonii

Smés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma, Gibco), zasobni roztok je 100x

koncentrovan, v 1 ml je obsazeno 10 000 jednotek penicilinu, 10 mg

streptomycinu a 25 mg amphotericinu B

4.1.8 Komer¢ni soupravy

GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) pro izolaci plasmidu z bakterialnich

kultur

JetStar 2.0 Endotoxin-free Maxiprep Kit (Genomed) pro izolaci plasmidu z bakterialnich

kultur pro vytézek 300 — 500 pg plasmidové DNA

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

Pierce™ Rapid Gold BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) pro stanoveni

koncentrace protein(

Qubit® Protein Assay Kit (Invitrogen) pro stanoveni koncentrace protein(

4.1.9 Agarové plotny

e Agarové plotny obsahujici LB médium (Luria-Bertani medium) a agar: 1,5% agar

(Imuna), 1% (w/v) pepton (Imuna), 1% (w/v) NaCl (Sigma), 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt

(Imuna)
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4.1.10 Primery pro polymerazovou retézovou reakci (PCR)

Vsechny primery byly pfipraveny firmou IDT - Integrated DNA Technologies.

e Primery pro amplifikaci sekvence MusPV L1 a L2 (Tab. ¢. 2)

Tab. ¢ . 2 - Primery pro amplifikaci sekvence MusPV L1 a L2

Popis Urceni Sekvence primeru Teplota tani
MusPV L1,
EcoRl forward 5-GCATCGAATTCACCTCCATAGAAGACACCG-3/ 63,1°C
MusPV L1,
HindllI reverse 5-GTACAACCCCAGAGCTGTTT-3/ 55,0 °C
MusPV L2,
Smal forward 5“ACTGTCCCGGGGGGTGTCCGTGTTTCCTTTT-3¢ 68,9 °C
MusPV L2,
Pael reverse 5-GCTCGGCATGCTGGGTGCTAGCTCAGTAG-3* 67,0 °C

e Primery pro kontrolu klonovani pod polyhedrinovy (pPH) a p10 promotor do vektoru

pFastBac Dual (Tab. ¢. 3)

Tab. €. 3 - Primery pro kontrolu klonovani pod pPH a p10 promotory do vektoru pFastBac Dual

Popis Urceni Sekvence primeru Teplota tani
pl0 forward 5-ACTCGACGAAGACTTGATCACC-3’ 58,0 °C
pl0 reverse 5‘-GAACAAACGACCCAACACC-3* 56,0 °C
pPH forward 5‘-ATTCATACCGTCCCACCATCG-3' 59,0 °C
pPH reverse 5-TGTGAAATTTGTGATGCTATTGC-3' 54,0°C
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4.1.11 Pfistroje

Aparatura pro horizontdlni agarézovou elektroforézu multiSub Mini (Cleaver)
Aparatura pro SDS-PAGE (BioRad, Hoefer)

Aparatura pro Western Blot (BioRad)

Centrifuga 3K30 (Sigma)

Centrifuga GS—15R (Beckman)

Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraus Sepatech)

Centrifuga Microfuge (Beckman)

CO; termostat (Forma Scientific)

DeepFreeze MDF-U53V(Sanyo)

Elektronovy mikroskop JEOL JEM 1200EX

Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad)

Fluorescen¢ni mikroskop BX-60 (Olympus)

Konfokalni mikroskop Leica TCS-sp

Kultivacni tfepacky Orbital Shaker (Forma Scientific), Orbi-Safe TS (Gallenkamp)
Laminarni box (Forma Scientific)

Magneticka michacka IKA® Big Squid

Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge (Beckman)
Minicentrifuga Centrifuge C1200 (Labnet)

Molecular Imager FX Pro Plus multiimager system (Bio-Rad)

NanoDrop Spectrofotometr ND-1000 (NanoDrop Technologies)

PCR cykler Mastercycler EP gradient S (Eppendorf)

pH metr LANGE H138 miniLab™ (Hach)

pH metr S20 SevenEasy (Mettler Toledo)

Ptistroj pro méreni luciferazové aktivity MICROLITE-TLX2 (Promega) 48
Qubit® fluorometer (Invitrogen)

Refraktometr ABBE (Carl Zeiss Jena)

Rozebirac gradient’ (Beckman)

Sonikator Soniprep 150 (Schoeller Pharmacia Praha)

Sonikator QSonica (Q500)
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e Termostat TCH100C (Biosan)

e Trepacka Duomax 1030 (Heidolph)

e Trepacka Shaker 30 (Labnet)

e Ultracentrifuga Optima TM L-90K, rotory SW28, SW41, SW55 (Beckman)

e UV transluminator (BioLum)

e UV transluminator Electronic EAC-20 Dual Light Translluminator (Ultra Lum)
e Vilber Fusion Fx (BioConsult Laboratories)

e Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

4.1.12 Software

e |magel

e NanoDrop

e SnapGene (GSL Biotech)
e PyMol

e GraphPad

4.1.13 Vektory

e pFastBac Dual — bakulovirovy vektor pro klonovani genl pro kapsidové proteiny
MusPV (Invitrogen)

e pMushell — plasmid nesouci geny pro L1 a L2 kapsidové proteiny MusPV, L1+L2 pod
cytomegalovirovym (CMV) promotorem (John Schiller; Addgene plasmid # 47023)

e pCLucf — plasmid nesouci gen pro luciferdzu (CMV promotor) a GFP (SV40 promotor),

(John Schiller; Addgene plasmid #37328)
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4.2 Metody
4.2.1 Sterilizace

Vybrané roztoky a jednordzové plastové mikrozkumavky, Spicky pro mikropipety a dalsi
byly sterilizovany v autokldvu. Dle protokolu pro sterilizaci byly sterilizovany 30 minut pfi
teploté 127 °C a tlaku 120 kPa. Laboratorni sklo bylo sterilizovano horkym vzduchem dle
protokolu pti 180 °C po dobu 180 minut. Ndastroje pro praci s bakterialnimi kulturami, tj.
mikrobiologické hokejky pinzety a dalsi, byly Zihdny v plamenu za pouZiti 96 % (v/v)
ethanolu. Roztoky, které nebylo mozné sterilizovat v autoklavu, byly filtrovany skrze filtry

s poréznosti 0,22 a 0,45 pm.

4.2.2 Priprava krali¢ich sér pro imunologickou detekci protein(

Krali¢i séra (RbaMusPV-N a RbaMusPV-D) byly ptipraveny cilenou imunizaci kralika, kterd
byla provddéna pomoci MusPV PsVs, jenz byly bud vnativni formé, nebo byly

denaturovény varem. Na pfipravé sér se podilela J. Za¢kova Suchanova.

4.2.3 Prace s bakterialnimi kulturami

4.2.3.1 Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany na plotndch obsahujicich LB agar v termostatu s teplotou 37 °C
po dobu 16-18 hodin nebo v tekutém LB médiu ve tfepacce s teplotou 37 °C po dobu 16-
18 hodin a 250 rpm. Do agaru a do média bylo pfidavano antibiotikum pro selekci
kultivovanych bakteridlnich monokolonii. Druh pfidaného antibiotika zavisel na typu

rezistence, kterou bakteriim poskytoval vneseny plasmid.

4.2.3.2 Priprava kompetentnich bakterii pro elektroporaci

Bakterie TOP10 byly zaockovany do 20 ml TPN média a inkubovany po dobu 16 hodin pfi
37 °C a 200 rpm. Byla zmérena opticka hustota (OD, z angl. optical density) smési pfi
vinové délce A=560 nm (ODsgp) a smés byla zaockovdna do 400 ml TPN média na
vyslednou OD 0,1. Smés byla inkubovéna na tfepacce pfi 37 °C a 200 rpm. Ze smési byly
pravidelné odebirdny vzorky, u kterych byla méfena OD, dokud hodnota OD nebyla
vrozmezi 0,5-0,7. Smés byla rozdélena do 8 centrifugacnich zkumavek typu Falcon o

objemu 50 ml a centrifugovdna pfi 3000 x g, 4 °C po dobu 10 minut. Centrifugaci byl
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vytvoren pelet obsahujici bakterie, nad kterym se nachazel supernatant. Supernatant byl
slit a bakteridlni pelet byl resuspendovan v 50 ml vychlazené sterilni ddH,0. Smés byla
centrifugovana pfi 3000 x g, 4 °C po dobu 10 minut. Vznikly supernatant byl opét slit a
zbyly pelet byl resuspendovan v 25 ml vychlazené sterilni ddH,0. Takto pfipravend smés
byla vidy po dvou spojena do celkem 4 centrifugacnich zkumavek typu Falcon o objemu
50 ml. Smés byla centrifugovana pfi 3 000 x g, 4 °C po dobu 10 minut. Vznikly supernatant
byl slit a zbyly bakterialni pelet byl resuspendovan v 2 ml 10% (v/v) glycerolu. Smés byla
opét po 2 spojena do celkem 2 centrifugaénich zkumavek typu Falcon o objemu 50 ml.
Smés byla centrifugovana pfi 3000 x g, 4 °C po dobu 10 minut. Vznikly pelet byl
resuspendovan v 1 ml 10% (v/v) glycerolu a smés byla rozdélena do 1,5ml mikrozkumavek
po 50 ul, 100 pl a 150 pl. Mikrozkumavky obsahujici bakteridlni smés byly okamzité
umistény do tekutého dusiku, kde doslo k prudkému zmrazeni bakterii a ty byly umistény

do -80 °C.

4.2.3.3 Priprava bakterialnich konzerv

LB médium bylo zaockovano bakteridlni kulturou, ktera byla inkubovdna na trfepacce pfi
37 °C, 200 rpm po dobu 16 hodin. Bakteridlni suspenze byla misena se sterilnim
glycerolem tak, aby vysledna koncentrace byla 20 % (v/v). Takto pfipravené bakteridlni

konzervy byly umistény do -80 °C.

4.2.3.4 Elektroporace

Bakterie byly skladovany pfi -80 °C. Pro potfebu elektroporace byly rozmrazeny na ledu a
byla pfipravena smés bakterii (45 pl) s plasmidem (1 ul). Takto pfipravena smés byla
inkubovana po dobu 60 sekund na ledu. Na ledu byly pfedem vychlazeny sterilni
elektroporacni kyvety (vzdalenost elektrod 2 mm), do kterych byla po odbéhnuti doby
inkubace prevedena smés bakterii s plasmidem. Smés byla sklepnuta na dno kyvety kvali
odstranéni pripadnych vzduchovych bublin, které by mohly vést ke zkratu v
elektroporacni kyveté. Naplnénd kyveta byla osusena a umisténa do elektroporatoru
Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad). V nastaveni elektropordtoru byl vybran prednastaveny
protokol pro bakterie a kyvetu se vzdalenosti elektrod 2 mm a silou impulzu 2,5 kV. Na
zakladé tohoto protokolu byla reakéni smés vystavena elektrickému pulzu 25uF, 2,5 kV,
200 Q o délce 4,9 ms. Ke smési bylo neprodlené pfidano 1000 pl SOC média. Smés byla
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v médiu resuspendovdna a prevedena do 100 ml Erlenmayerovy bariky. Smés byla
inkubovana v tfepacce 60 minut pfi 37 °C a 250 rpm. Po uplynuti inkubacni doby byla
smeés vyseta na agarové plotny, obsahujici selekéni antibiotikum a inkubovdna po dobu

16-18 hodin pfi 37 °C v termostatu bez CO; atmosféry.

4.2.4 Prace s DNA

4.2.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerdzova retézova reakce byla pouZita pro amplifikaci gen pro L1 a L2 kapsidové
proteiny MusPV z plasmidu pMushelL (John Schiller; Addgene plasmid #47023), (Obr. .

8).

MusPV L1 Fw, EcoRI

CMV promoten

CMV enhancen
AmpR promoter

AmpE) MusPV L1 Ry, HindIII

MusPV L2 Fw, Smal
«

pMushellL

CAP binding site
10 969 bp

lac promoter

SV40 poly(A) signal
BleoR

MusPV L2 Rv, Pael (Sphl)

bGH poly(A) signal

(f1 ori

Obr. €. 8 — Plasmid pMushelLL nesouci gen pro kapsidovy protein L1 a kapsidovy protein L2
viru MusPV

Pro PCR MusPV L1 genu (Cerveny) byly navrieny primery (zobrazeny fialové) MusPV L1 Fw a
MusPV L1 Rv, primer MusPV L1 Fw byl navrien s vlozenym restrikénim mistem (RM) pro
restrikéni enzym EcoRlI, primer MusPV L1 Rv byl navrZen bez RM, protoZze v tésné blizkosti
komplementdarni sekvence pro tento primer se nachdazelo restrikéni misto pro enzym Hindlll,
pro gen MusPV L2 (modry) byly navrzeny primery MusPV L2 Fw nesouci RM pro enzym Smal a
primer MusPV L2 Rv, nesouci RM pro enzym Pael (téZ znaceno Sphl)
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Primery pro PCR by navrZeny s pomoci programu SnapGene a byly pfipraveny firmou
IDT. Kdodanym primerim byla pfiddana ddH,O kdosaZzeni vysledné koncentrace
zasobniho roztoku 100 puM. Primery ze zdsobnich roztok( byly fedény na pracovni
koncentraci 10 uM. PCR reakce byla pfipravena dle Tab. ¢. 4 a cyklus byl nastaven dle Tab.
¢. 5.

4.2.4.2 PCR zbakteridlnich kolonii (Genotypovani bakteridlnich

kolonii)
Do mikrozkumavek byla vlaminarnim boxu napipetovana sterilni ddH0. Z vybranych
monokolonii vyrostlych na selekénich agarovych plotnach byla vidy odebrdna ¢ast
monokolonie sterilnim pardtkem, presunuta do mikrozkumavky a povarena
v termoblocku pfi 96 °C po dobu 5 minut. Jakmile mikrozkumavky vychladly, byly
centrifugovany na stolni centrifuze pfi 15 000 x g po dobu 5 minut. Supernatant ziskany
pfi centrifugaci byl pouZit jako templatovd DNA pro PCR reakci. SloZzeni PCR reakce viz

Tab. €. 6 a nastaveni PCR cyklu viz Tab. €. 5.

Tab. ¢. 4 - Slozky PCR reakce

Jednotlivé slozky pro reakci o objemu 50 pl Objem dané slozky

Pufr 5ul

smés dNTP (10 mM) 1ul

Primer Fw (10 uM) 2,5 ul

Primer Rv (10 uM) 2,5 ul

templatova DNA 10 ng

DNA polymerdza 0,5 ul

ddH,0 doplnit do objemu 50 pl

32



Tab. €. 5 - Nastaveni PCR cyklu

Faze cyklu, pocet Teplota Trvani
Prvotni denaturace, 1x 95 °C 3 minuty
Denaturace, 30x 95 °C 30 sekund
Nasedani primert, 30x dle Tm primer( 30 sekund
Syntéza DNA, 30x 72 °C 2 minuty
Finalni syntéza DNA, 1x 72 °C 5 minut

Tab. . 6 - Slozky smési pro genotypovani bakterialnich kolonii

Jednotlivé slozky pro reakci o objemu 20 pl Objem dané slozky
Pufr 2 ul

smés dNTP (10 mM) 0,4 ul

Primer Fw (10 uM) 0,6 ul

Primer Rv (10 uM) 0,6 ul

supernatant (templatovd DNA) 2,5 ul

DNA polymeraza 0,5 ul

ddH0 11,7 pl

1% (v/v) Triton X-100 2 ul

4.2.4.3 Méreni koncentrace DNA

Pro méreni DNA byly pouzity dva pfistroje: fluorometr Qubit® (Invitrogen) a NanoDrop

ND-1000. Méreni probihalo dle manuall pro tyto pfistroje.

4.2.4.4 Izolace plasmidu

Po elektroporaci plasmidové DNA do bakterialni kultury byly bakterie vysety na selekéni
agarové plotny. Po inkubaci byly vybrany narostlé kolonie a pfesunuty pomoci sterilniho
paratka do smési LB média a antibiotika (typ zavisel na rezistenci nesené vnesenym

plasmidem). Smés byla inkubovéna na tfepacce pti 37 °C, 250 rpm po dobu 16-18 hodin.
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Po inkubaci byla smés bakterii podrobena centrifugaci pfi 4 800 x g, 4 °C po dobu 20
minut. Supernatant byl slit a zbyly pelet byl pouZit pro izolaci plasmidové DNA. Pro izolaci
byly pouzity komercéni soupravy. Dle objemu bakteridlniho peletu byly pouzity tyto
soupravy: GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) a JetStar 2.0 Endotoxin-free
Maxiprep Kit (Genomed). I1zolace plasmidové DNA byla provedena dle manual(, které byly

soucasti souprav.

4.2.4.5 Horizontalni agarézova elektroforéza

Agardzova elektroforéza byla vyuZivana pro rozdélovani molekul DNA v elektrickém poli
na zakladé jejich velikosti (délky), a také k precistovani restrikénich smési po restrikénim
Stépeni. Za ucelem rozdéleni molekul DNA byly pfipraveny 1% (w/v) agardzové gely v 0,5x
koncentrovaném Tris-boratovém pufru (TBE pufr), do nichZ byl pfiddn 1 000x fedény
ethidium bromid (Serva) o findlni koncentraci 0,5 pg/ml pro detekci DNA. Takto
pfipravend smés byla v tekutém stavu nalita do pfipravené elektroforetické aparatury
s ptipravenym hfebenem, nutnym pro vytvoreni daného poctu jamek v gelu. Gel byl
ponechan 30 minut pti pokojové teploté k docileni dostate¢ného ztuhnuti gelu. Ztuhly gel
byl umistén do elektroforetické vany naplnéné 0,5x koncentrovanym TBE pufrem. Na gel
byl nanesen DNA marker GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
v objemu 3 ul, a také vzorky smichané s 6x koncentrovanou nanaseci barvou (Thermo
Fisher Scientific) v poméru 5:1 (vzorek:nanaseci barva). Elektroforetickda vana byla
pripojena ke zdroji elektrického napéti a gel byl ponechan 40-50 minut pfi napéti 5 V/cm.
Po doputovani nandseci barvy k spodnimu okraji gelu byl gel pfesunut do transluminatoru
Electronic EAC-20 Dual Light Translluminator (Ultra Lum) nebo do Vilber Fusion Fx
(BioConsult Laboratories), osvicen UV zarenim a vyfotografovan.

Za Ucelem precisténi restrikénich smési byly pfipraveny 1% (w/v) gely z agardzy
(Amresco) a agarodzy s nizkym bodem tani (NuSieve) v poméru 1:1 v 1x koncentrovaném

Tris-acetatovém pufru.
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4.2.4.6 Restrik¢ni Stépeni

Restrikéni Stépeni bylo vyuZito pro Stépeni PCR produktl a vektoru pFastBac Dual (Obr. €.
9). Také bylo vyuZito pro kontrolu pfipravenych plasmidd. Za ucelem Stépeni PCR
produktl a vektoru pFastBac Dual byla namichdna restrikéni smés (RS) dle Tab. ¢. 7. Pro

Stépeni byly vyuzity enzymy EcoRl, Hindlll, Pael (Sphl) a Smal.

SV40 poly(A) signal Tn7L
(4865 .. 4887) pPH-Rv

(4699)
(4628)

(4580 .. 4600) pPH-Fw

AmpR promoter

polyhedrin promoter
p10 promoter
(4323 .. 4344) pl10-F

(4321)
(4284)

HSV TK poly(A) signal
(4161 .. 4179) p1l0-Rv

AmpR

pFastBacDual
5238 bp

Pc promoten

Tn7R

Obr. ¢. 9 — Mapa plasmidu pFastBac Dual obsahujiciho dva silné promotory — polyhedrinovy (pPH) a
p10

Pod promotory pPh a p10 byly vloZeny geny pro kapsidové proteiny MusPV L1 a L2, na plasmidu jsou
vyznacena RM, ktera byla vyuZita pro klonovani L1 (EcoRl a Hindlll) a L2 (Smal, Pael - téz znacen jako
Sphl) genq, zaroven jsou na plasmidu vyznacend mista nasedani primer( pPH (Fw a Rv) a p10 (Fw a
Rv), které byly pouZity pro ovéreni pfitomnosti zaklonovaného genu v plasmidu pfi genotypovani
bakterialnich kolonii (viz kapitola 5.1)

RS byla inkubovana pti 37 °C po dobu 2 hodin. Byla provedena kontrola Stépeni za
pouziti horizontalni gelové elektroforézy, v pripadé nedostatecného Stépeni smési byl
pridan 1 pl restrikéniho enzymu (RE) a smés byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 2 hodin. V
restrikéni smési PCR produktl byly inaktivovany RE pfi 65 °C po dobu 20 minut.

K restrikéni smési obsahujici vektor pFastBac Dual byla pfidana alkalicka fosfatdza a smés
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byla inkubovana po dobu 10 minut. RS byla podrobena inaktivaci pfi 75 °C po dobu 20
minut, vtomto kroku byly inaktivovany jak RE, tak alkalickd fosfatdza. RS byly

kontrolovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy.

Tab. ¢. 7 - Slozky restrikéni smési

Restrikéni smés PCR produktu Restrikéni smés plasmidu
celkovy objem restrikéni smési = 100 pl
10x R pufr 10l 10x R pufr 10l
PCR smés 40 ul plasmid 2 ul
Restrikéni enzym 1 3ul Restrikéni enzym 1 3ul
Restrikéni enzym 2 3ul Restrikéni enzym 2 3ul
ddH,0 doplnit do 100 ul ddH,0 doplnit do 100 ul

4.2.3.7 DNA extrakce z agarézového gelu

Po purifikaci restrikénich smési agarézovou elektroforézou byla smés vyfiznuta z gelu.
Z tohoto fragmentu byla extrahovana pfitomna DNA pomoci komeréni soupravy
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) a dle pfilozeného protokolu pro

tuto soupravu.

4.2.3.8 Fenol-chloroformova extrakce DNA

Pro fenol-chloroformovou extrakci byly vzorky po ligaci doplnény do objemu 400 ul a bylo
k nim pridano 400 pl fenolu. Vzorek byl protifepan a centrifugovan pfi 14 000 x g po dobu
3 minut. Ve vzorku se ustanovily dvé faze. Dolni faze obsahujici organickou fazi fenolu. A
horni vodna faze obsahujici DNA, kterd byla presunuta do nové mikrozkumavky a bylo k ni
pfidano 400 pl smési fenolu a chloroformu v poméru 1:1. Smés byla protfepana a
centrifugovana pti 14 000 x g po dobu 3 minut. Vodna faze byla presunuta do nové
mikrozkumavky a bylo kni pfiddno 400 ul chloroformu. Vzorek byl protfepan a
centrifugovan pfi 14 000 x g po dobu 3 minut. Horni vodna faze byla presunuta do nové
mikrozkumavky a bylo k ni pfidano 0,1x objem vzorku octanu sodného a 2,5x objem
vzorku 96% (v/v) ethanolu (-18 °C). Vzorek byl protfepan a ponechan v mrazaku

12-14 hodin. Vzorek byl centrifugovan pfi 14 000 x g, 4 °C po dobu 20 minut. Supernatant
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byl odstranén a vznikly pelet byl resuspendovan v70% (v/v) ethanolu. Vzorek byl
centrifugovan pfi 14 000 x g, 4 °C po dobu 20 minut. Supernatant byl odebran a pelet byl
ponechdn pfi pokojové teploté, aby doslo k vypareni zbylého ethanolu. V poslednim kroku

byl pelet resuspendovan v 30 ul ddH0.

4.2.3.9 Ligace DNA do vektoru

Dle protokolu DNA Insert Ligation (sticky-end and blunt-end) into Vector DNA (Thermo
Fisher Scientific) byla pfipravena liga¢ni smés pro ligaci fragment( s presahujicimi konci
(sticky-end ligation). Byly ptipraveny ligaéni smési o rliznych pomérech linearizovaného

DNA vektoru a DNA inzertu; 1:1, 1:3, 1:5 (vektor:inzert), viz Tab. €. 8.

Tab. €. 8 - Slozky liga¢ni smési 1:1 1:3
Linearizovany DNA vektor 0,5 ul 0,5 ul

DNA inzert 0,5 ul 1,5 ul

10x koncentrovany T4 DNA Ligdzovy pufr 2 ul 2 ul
Thermo Scientific T4 DNA Ligdza 0,5 ul (1U) 0,5 ul (1U)
ddH,0 doplinéno do 20 ul

4.2.3.10 Sekvenace DNA

Vybrané plasmidy a PCR produkty byly kontrolovdany pomoci sekvenace. Pro sekvenaci
byly pfipraveny sekvenacni reakce, které obsahovaly potfebné primery, DNA fragment a
byly doplnény do 8 pl ddH;0, viz Tab. ¢. 9. Pouzité primery viz kapitola 4.1.9 Primery pro
PCR.
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Tab. €. 9 - SloZeni reakéni smési pro sekvenaci DNA

Slozky reakce Objem slozek

plasmidova DNA nebo PCR produkt 3 ng/100 parl bazi nebo 5 ng/100 paru bazi
primery (10 uM) 0,5 ul

ddH0 doplnit do 8 pl

4.2.3.11 Priprava rekombinantniho bakmidu

Rekombinantni bakmid byl pfipraven na zdkladé homologni rekombinace mezi vektorem
pFastBac Dual, nesoucim zaklonovany inzert a bakmidovou DNA obsazenou v bunkach
DH10Bac. Vektorovy plasmid pFastBac Dual se zaklonovanym inzertem byl vyizolovan z
bunék TOP10 a byl elektroporovan do bunék DH10Bac. Po provedené elektroporaci byla
smés bunék resuspendovdna v 1 ml SOC média a presunuta do tfepacky pti 37 °C a 250
rom po dobu 3-4 hodin. Smés byla vyseta na selekéni plotny a inkubovéna pfi 37 °C po
dobu 36-40 hodin. Na zakladé rezistenci kdédovanych bakmidem - tetracyklin a
kanamycin, vnesenych vektorem — gentamicin a porusenim genu pro produkci B-
galaktosidazy bylo mozné selektivné vybrat monokolonie nesouci rekombinantni bakmid.
Bilé monokolonie obsahovaly vytvoreny bakmid a byly presunuty sterilnim paratkem na
novou selekéni plotnu a byly kultivovany pfi 37 °C pres noc. Bile zbarvené kolonie byly
vybrany a presunuty do Erlenmayerovy barikky s 5 ml LB média, 5 pl tetracyklinu, 5 pl
kanamycinu a 3,5 pl gentamicinu a tfepany pfi 37 °C dokud nedosahly stacionarni faze.
Z téchto kolonii byly ptipraveny bakteridlni konzervy. Zbyly material byl pouzit pro izolaci
rekombinantni bakulovirové DNA dle protokolu Isolating Recombinant Bacmid DNA
Protocol. Transformace hmyzich bunék probihala dle protokolu Cellfectin™ Reagent

Protocol.
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4.2.4 Prace s tkafovymi kulturami

4.2.4.1 Pasazovani sav€ich bunécnych linii

Pro potreby této diplomové prace byly péstovany nasledujici sav¢i bunécéné linie: LNCaP,
Hela, HEK-293, U20S, PC3, 293TT, NDHF, 3T6. Bunécné linie Hela, HEK-293, U20S, PC3,
NDHF a 3T6 byly pasazovany v DMEM médiu se sérem (10 % (v/v)) na Petriho miskdch o
priméru 6 cm. Bunécnad linie 293TT byla pasazovana v DMEM médiu se sérem
a antibiotiky na Petriho miskach o priméru 10 cm. Bunécna linie LNCaP byla pasaZovana
v IMDM médiu se sérem (10 % (v/v)) a pro kazdou pasaz byla polovina nového IMDM
média nahrazena starym médiem obsahujicim metabolity bunék. Buriky byly uchovavany
v termostatu s 5% CO, atmosférou pfi 37 °C. Jakmile bunky konfluentné porostly dno
Petriho misky, bylo z misky odsato staré médium, resp. u bunék LNCaP ho byla cast
pfesunuta na novou Petriho misku. Dale byly buriky oplachnuty 1 ml versenu a prokyvany.
Versen byl odsat a bylo pfidano 500 ul trypsinu. Takto osSetfené buriky byly presunuty do
termostatu na 5-10 minut (dle bunécéné linie). Po té bylo k burikdm pfidano predehraté
médium. Buniky byly resuspendovdny a vysety na predem pfipravené Petriho misky o
priméru 6 cm obsahujici nové rlstové médium, resp. staré a nové médium v poméru 1:1
u bunék LNCaP. Bunky byly vysévany v pomérech 1:4 az 1:30 dle typu bunécné linie a
rychlosti rlstu. Pasdzovani bylo opakovadno v rozmezi 3 az 7 dnu dle hustoty bunécné

linie.

4.2.4.2 Pasazovani hmyzich bunécnych linii

Hmyzi bunééna linie Sf9 byla pasazovana v médiu TNM-FH se sérem (10 % (v/v)) na
Petriho miskach o priméru 6 cm pfi 27 °C. Jakmile buriky konfluentné porostly dno
Petriho misky, byly manualné seskrabany, resuspendovany protazenim skrze pipetu ve
starém médiu a rozdéleny na nové, predem pripravené Petriho misky o priiméru 6 cm

v poméru 1:4. Pasadzovani bylo opakovano v rozmezi 3-4 dn( dle hustoty bunécné linie.
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4.2.4.3 Transfekce 293TT pomoci TurboFect™ Transfection Reagent

Konfluentné narostlé bunky 293TT byly transfekovany dle protokolu pro TurboFect™
Transfection Reagent pro adherentni burnky. Pro transfekci jedné Petriho misky o
priméru 6 cm byla pfipravena reakéni smés obsahujici 3 pg plasmidu pMushell a 3 pg
plasmidu pCLucf (Obr. €. 10) v 600 pul DMEM média bez séra. Do smési bylo pfidano 12 ul
TurboFect™ Transfection Reagent. Smés byla inkubovana 15-20 minut pfi pokojové
teploté. Smés o objemu 600 ul byla pfiddna na 1 Petriho misku s buikami 293TT. Po
mirném kyvani, zaru€ujicim rovnomeérné rozprostireni smési, byla Petriho miska s bufikami
umisténa do termostatu s CO, atmosférou a teplotou 37 °C po dobu 48 hodin. Po uplynuti
48 hodin byly buniky zkontrolovany na fluorescenénim mikroskopu na pfitomnost
zeleného signalu, nebot plasmid pCLucf nesl gen pro zeleny fluorescenéni protein. Po
kontrole byly buriky seskrabany do média a presunuty do centrifugacni zkumavky typu
Falcon o objemu 50 ml a centrifugovany pfi 1500 x g po dobu 7 minut. Vznikly
supernatant byl odebran a pelet byl resuspendovan v 5 ml DPBS (Ca, Mg) a centrifugovan
pfi 1 500 x g po dobu 7 minut. Ziskany pelet byl resuspendovan v 0,5 ml DPBS, presunut
do 1,5 ml mikrozkumavky a opét centrifugovan pfi 1 500 x g po dobu 5 minut. Vznikly
supernatant byl odstranén, bunéény pelet byl zamrazen pfi -20 °C a pouzit pro izolaci

PsVs.

4.2.4.4 |Infekce Sf9 rekombinantnim bakulovirem

Konfluentné narostlé hmyzi bunky Sf9 byly seskrabany z Petriho misek o priméru 6 cm a
byly pfesunuty na Petriho misky o priméru 15 cm s 5 ml TNM-FH médiem bez séra tak, ze
na jednu 15cm Petriho misku byly presunuty tfi 6cm Petriho misky. Petriho misky o
prGméru 15 cm byly ponechany v klidu pfi pokojové teploté 15-20 minut kvdli
rovhomérnému prisednuti bunék k podkladu. Po uplynuti této doby bylo médium odsato
a byly bunky infikovany pfiddnim 3 ml inokula obsahujiciho rekombinantni bakulovirus.
Petriho misky o priméru 15 cm obsahujici inokulum byly kyvany pfi pokojové teploté po
dobu 1 hodiny. Po uplynuti této doby bylo k burikdam pfidano 25 ml média se sérem (10%
(v/v)). Buriky byly inkubovany 72 hodin pfi 27 °C v termostatu bez CO, atmosféry. Po
ubéhnuti inkubacni doby byly hmyzi bunky zkontrolovany za pouziti optického

mikroskopu, zda se u nich projevil cytopaticky efekt. Po té byly bunky seSkrabany do
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média a prevedeny do centrifugacéni zkumavky typu Falcon o objemu 50 ml a
centrifugovany pfi 2 000 x g po dobu 5 minut. Vznikly supernatant — inokulum — byl slit do
nové centrifugacni zkumavky, skladovan pfi 4 °C a pouzit pro dalsi infekce. Zbyly bunécny
pelet byl resuspendovédn v 10 ml DPBS a centrifugovdn pfi 2 000 x g po dobu 5 minut.

Pelet byl pouzit pro izolaci VLPs.

CMV enhancer;

CMV promoter

chimeric intro

T7 promoter

AmpR)

AmpR promoter

poly(A) signal

T3 promoter

SV40 promoter SV40 poly(A) signal

Obr. ¢. 10 - Plasmid pCLucf nesouci gen pro luciferazu pod cytomegalovirovym
promotorem a gen pro GFP pod promotorem SV40

Plasmid vytvofril John Schiller (Addgene plasmid # 37328; http://n2t.net/addgene:37328;
RRID:Addgene_37328)
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4.2.5 Prace s proteiny

4.2.5.1 Polyakrylamidova elektroforéza za pritomnosti SDS

(SDS-PAGE)

Do aparatury pro pfipravu gelll pro polyakrylamidovou elektroforézu (Bio-Rad, Hoefer)
byla vloZzena omytd skla a byla utésnéna. Kontrola tésnosti byla provedena nalitim dH,0
mezi skla. Po kontrole a vyliti dH,0 byl mezi skla nalit 10% spodni polyakrylamidovy gel a
prevrstven 1ml ddH.O kzajiSténi anoxického prostfedi, které je nezbytné pro
polymerizaci sloZek gelu. Tento gel byl pfipraven dle Tab. ¢. 10. Po 20-30 minutdch nality
gel zpolymeroval a bylo mozné nalit mezi skla 5% zaosttovaci gel, ktery byl pfipraven dle
Tab. €. 11. Pro zajisténi anoxickych podminek, a také kv(li vytvoreni jamek pro vzorky, byl

mezi skla vlozen hieben.

Tab. €. 10 - Rozpis jednotlivych sloZek pro pripravu spodniho gelu pro SDS-PAGE

Spodni gel o koncentraci 10 %

Slozky gelu Objem slozek, celkem 12 ml
30% akrylamid (Serva) 4 ml

1M Tris-HCI, pH 8,8 (Sigma) 4,5 ml

10% (w/v) SDS (Sigma) 120 pl

ddH>0 3,5ml

10% (w/v) peroxodisiran amonny 90 pul

TEMED 8,5 pl
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Tab. €. 11 - Rozpis jednotlivych sloZek pro pfipravu zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE

Zaostfovaci gel o koncentraci 5 %

Slozky gelu Objem slozek, celkem 3 ml
30% akrylamid (Serva) 500 ul

1M Tris-HCl, pH 6,8 (Sigma) 374 ul

10% (w/v) SDS (Sigma) 30 ul

ddH20 2,11 ml

10% (w/v) peroxodisiran amonny 20 ul

TEMED 5 pl

Po 20-30 minutach nality zaostfovaci gel zpolymeroval a bylo moZné pfipraveny gel
pfesunout do aparatury pro proteinovou elektroforézu (Bio-Rad, Hoefer).

Pro lepsi rozdéleni byl pouzit i komeréné dostupny gradientovy gel 4-15% Mini-
PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 15-well.

Z gelu byl vyjmut hieben a gel byl zalit ,Running” pufrem. Jamky byly pufrem
proplachnuty zdlvodu odstranéni  pfipadnych  zbytki  nezpolymerovaného
polyakrylamidového gelu. Vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny doplnénim objemu
vzorku do 20 ul 1x koncentrovanym pufrem B a pfidanim 5x koncentrovaného Laemliho
pufru v poméru 1:4. Dale byly vzorky promichany a vareny v termoblocku pfi 100 °C po
dobu 5 minut. Po vyjmuti z termoblocku byly vzorky zcentrifugovany. Do jamek byly
naneseny vzorky a marker Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific).

Elektroforetické rozdélovani proteinl probihalo nejprve 30 minut pfi napéti 80 V. Po
uplynuti 30 minutového intervalu byla hodnota napéti zvySena na 140 V a rozdélovani
probihalo po dobu 90 minut. Ziskany gel byl vyjmut z aparatury a byl pouZit pro barveni
dle protokolu pro Imperial™ Protein Stain (Thermo Fisher Scientific) nebo byl pouzit pro

metodu Wester Blot.
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4.2.5.2 Western Blot

Western Blot je metoda umoZiujici prenos proteinl z polyakrylamidového gelu na
nitrocelulézovou membrdnu NC-45 (Serva). Polyakrylamidovy gel s rozdélenymi proteiny
byl vloZzen do blotovaciho sendvice, ktery se sestdval z (od spodu) plastové mfizky,
plastové houbicky o vysoké poréznosti, 4 filtracnich papirli nebo 1 filtracni papir s vyssi
gramazi (Whatman), polyakrylamidového gelu obsahujiciho rozdélené vzorky,
nitrocelulézové membrany, 4 filtracnich papirl nebo 1 filtracni papir s vyssi gramazi
(Whatman), plastové houbicky o vysoké poréznosti a plastové mfizky. Sendvi¢ byl
pfipravovan v nddobé obsahujici 1x koncentrovany ,Blotting” pufr a pfi pfipravé bylo
dbano na zamezeni tvorby vzduchovych bublin mezi jednotlivymi vrstvami. Zavieny
sendvi¢ byl presunut do blotovaci aparatury (Bio-Rad) a zalit 1x ,Blotting” pufrem. Do
aparatury byl vloZen chladici blo¢ek a magnetickd michaci ty¢inka (magnetické michatko)
pro zajiSténi spravné teploty a cirkulace ,Blotting” pufru v aparature. Proteiny byly
prenaseny v elektrickém poli z polyakrylamidového gely na nitrocelulézovou membranu
po dobu 3 hodin pfi 250 mA. Nitrocelulézovda membrana byla pouzita pro detekci protein(
pomoci protilatek. Zbyly polyakrylamidovy gel byl barven dle protokolu pro Imperial™
Protein Stain (Thermo Fisher Scientific) pro kontrolu kvality pfenosu proteind na

membranu.

4.2.5.3 Imunologicka detekce protein na zakladé

chemiluminiscence

Nitrocelulézovda membrana, na kterou byly pfeneseny proteiny byla blokovana v 5% (w/v)
roztoku odtu¢néného suseného mléka v 1x koncentrovaném PBS po dobu minimalné 30
minut. Membrana byla promyta v 1x PBS. K membrané byla pridana primarni protilatka
fedénd v 5% (w/v) odtu¢néném mléce. Membrana byla inkubovana s primarni protilatkou
po dobu 1 hodiny. Membrana byla 3 x promyta v 1x PBS po dobu 10 minut (celkem 30
minut) a poté inkubovdna se sekundarni protildtkou, konjugovanou s kifenovou
peroxidazou po dobu 30 minut. Po inkubaci byla membrana 3 x promyta v 1x PS po dobu
10 minut.

Pro vizualizaci navdzanych protilatek byly pfipraveny 2 vyvolavaci roztoky. Roztoky 1 a

2 byly smichany, promiseny a nality na nitroceluldzovou membranu se vzorky.
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Po 30 sekunddch byla membrana vyjmuta zroztoku, osuSena o bunicitou vatu a
presunuta do fotografickych desek, kde byl k membrané priklddan RTG film po dobu 5-30
sekund. Film byl vyvolan v roztocich vyvojky a ustalovace.

V pribéhu experimentalni ¢asti této prace byla uprednostnéna detekce
chemiluminiscence v pfistroji Vilber Fusion Fx (BioConsult Laboratories), kde byla

chemiluminiscence detekovana kamerou a membrana focena.

4.2.5.4 Imuno Dot Blot

Vzorky v mnoiZstvi od 2 do 5 ul byly naneseny na nitrocelulézovou membranu NC-45
(Serva). Po mirném zaschnuti vzorkd byla membrana podrobena detekci

chemiluminiscence za pouZiti protilatek.

4.2.5.5 Ultracentrifugace v gradientu chloridu cesného

Ultracentrifugace v gradientu chloridu cesného byla provddéna za ucelem izolace virovych
¢astic namnoZenych v hmyzich bunkach. Zmrazeny pelet infikovanych hmyzich bunék byl
resuspendovan v2 ml 1x koncentrovaného pufru B a sonikovan pomoci stolniho
sonikatoru Qsonica (Q500) na ledu 4 x 30 sekund pfi 40% amplitudé. Mezi jednotlivymi
sonikacnimi bloky byl vidy vzorek ponechdn 45 sekund bez zasahu, aby doslo k jeho
opétovnému ochlazeni, nebot pfi sonikaci se vzorek zahfival, coZz mohlo vést k ni¢eni
vzorku. Sonikovany vzorek byl centrifugovédn pfi 4 800 rpm po dobu 10 minut. Vznikly
supernatant byl presunut do ultracentrifugacni kyvety (pro rotor SW-41), pelet byl
resuspendovan v 1 ml 1x pufru B a preveden do mikrozkumavky. Resuspendovany pelet
byl centrifugovan pfi 13 000 rpm po dobu 3 minut. Vznikly supernatant byl pfesunut do
ultracentrifugacni kyvety. Supernatant byl doplnén 1x pufrem B do hmotnosti 8 g. Do
kyvety bylo ptidano 3,65 g chloridu cesného a obsah byl promichan prevracenim kyvety.
Byl zméren refraktometricky index smési supernatantu a CsCl, ktery musel byt roven
1,3645 + 0,0005. Supernatant byl prevrstven parafinovym olejem Bayol F (Serva). Kyvety
byly vyvdZeny a presunuty do rotoru SW-41 a centrifugovany pfi 35 000 rpm, 18 °C po
dobu nejméné 20 hodin v ultracentrifuze Optima TM L-90K (Beckman). Po centrifugaci
byly kyvety vynddny a opticky zkontrolovdny na pfitomnost prouzku, naznacujiciho
pfitomnost virovych castic. Vzorek byl rozebran za pouziti rozebirace frakci na 16-18 frakci

o objemu pfiblizné 0,5 ml. U kazdé frakce byl zméren refraktometricky index a byl
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vyhotoven Imuno Dot Blot. Na zakladé naméfenych hodnot a Imuno Dot Blotu byly frakce
slouceny a dialyzovany do 1x koncentrovaného pufru B. Ddle byly vzorky charakterizovany
- byly pfipraveny sitky pro elektronovou mikroskopii a byla zméfena koncentrace protein(

ve vzorku.

v

4.2.5.6 Centrifugace pres prazdnou vrstvu - sacharézovy polstar

Pro zvySeni koncentrace vzorku virovych ¢astic byla pouZita metoda centrifugace pres
prazdnou vrstvu — sachardzovy polstar. Vzorek byl podvrstven 1,5 cm silnou vrstvou 10%
nebo 20% (w/w) sacharézy (Serva) a byl doplnén do plného objemu kyvety pufrem, ve
kterém se nachdzely c¢astice. Vzorek byl centrifugovan v ultracentrifuze Optima TM L-90K
(Beckman) za poufZiti rotoru SW41 nebo SW28. Pfi pouziti rotoru SW41 byly vzorky
centrifugovany pfi 35000 rpm, 4 °C po dobu 3 hodin, a pfi pouZiti rotoru SW28 byly
vzorky centrifugovédny pfi 25000 rpm, 4 °C po dobu 3 hodin. Po centrifugaci byl
supernatant slit a z kyvety byla odstranéna zbyld sacharéza vytérem bunicitou vatou.

Vznikly pelet byl resuspendovan v 1x pufru B pfes noc pfi 4 °C.

4.2.5.7 Centrifugace v jodixanolovém gradientu — Optiprep™

Centrifugace v jodixanolovém gradientu byla vyuZita pro izolaci pseudovirioni z bunék
293TT. Zmrazeny pelet po transfekci (viz kapitola 4.2.4.3) byl resuspendovan v DPBS.
Pelet byl lyzovan a po precisténi byl supernatant obsahujici pseudoviriony pfesunut do
centrifugacni kyvety pro rotor SW-55. Vzorek byl podvrstvovan jodixanolem -
koncentrace jodixanolu: 27% (v/v), 33% (v/v) a 39% (v/v) tak, Ze od vrchu dold se
koncentrace zvySovala. Kyvety byly vyvadZeny, presunuty do rotoru SW-55 a
centrifugovany za poufziti ultracentrifugy Optima TM L-90K (Beckman) pti 50 000 rpm,
16 °C po dobu 3,5 hodiny. Po centrifugaci byly kyvety opticky zkontrolovany na
pfitomnost prouzku, naznacujiciho pfitomnost virovych ¢&astic. Vzorek byl rozdélen do 11
frakci o objemu 0,5 ml. Ziskané vzorky byly pouzity pro tvorbu siték na elektronovou

mikroskopii, Imuno Dot Blotu a byly u nich zméreny koncentrace.

4.2.5.8 Zakoncentrovani vzorku pomoci PEG

Dialyzaéni stfeva obsahujici vzorky v 1x pufru B byly zakoncentrovdny za poutziti

polyethylenglykolu (PEG, 20 000 g/mol). Dialyzaéni stfeva byla poloZena na sklenénou
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Petriho misku a byla obalena v PEG. Diky PEGu dochazelo k prlichodu pufru B skrze pory
stfeva ven a tim byl vzorek zkoncentrovan. Jakmile vzorek dosahl poZzadovaného objemu,
byl PEG z dialyzaéniho stfeva omyt a vzorek byl presunut do ,low binding”

mikrozkumavky.

4.2.5.9 Elektronova mikroskopie a negativni barveni

Na parafilm byly naneseny vzorky, ddle pro kazdy vzorek 2x 100 pl ddH,0 a 2x 50 ul 2%
(v/v) kyseliny fosfowolframové (PTA, zangl. phosphotungstic acid). Mikroskopické
médéné sitky potazené parlodionovou pouhlikovanou membranou byly postupné
inkubovany se vzorkem po dobu 5 — 10 minut, dale byly sitky pfesunuty na ddH,0 a na
kazdé kapce byly inkubovany 30 sekund. Poté byly sitky presunuty na 2% PTA a na kazdé
kapce byly sitky ponechany 1 minutu a po inkubaci byla ze siték odsata prebytec¢na PTA
pomoci filtraéniho papiru a sitky byly umistény na filtracni papir kvili doschnuti.
Negativné barvené vzorky byly vizualizovany za vyuziti elektronového mikroskopu JEOL
JEM 1200EX a snimky byly pofizeny J. Za¢kovou Suchanovou Ph.D. a Mgr. et Mgr. A.

Hejtmankovou.

4.2.5.10 Dialyza vzork( po centrifugaci

Po centrifugaci vzork( v gradientu chloridu cesného nebo v gradientu sacharézy byly
jednotlivé frakce dle zmérenych refraktometrickych indext a vysledki Imuno Dot Blotu
spojeny a presunuty do dialyzacnich stfev, ktera byla uzaviena dialyzaéni svorkou. Streva
byla pfedem povarena pfi 100 °C vdH,0 po dobu 10 minut. Uzaviena stfeva byla
presunuta do kadinky s vychlazenym 1x koncentrovanym pufrem B o objemu 1,5 az 2 |. Po
30 minutach az 1 hodiné byl pufr B vyménén za cerstvy a kadinka byla pfesunuta do
chladové mistnosti s konstantni teplotou 4 °C, kde probihala dialyza pres noc za stalého
michani magnetickou michackou. Po dialyze byly vzorky bud’ zkoncentrovany PEGovanim
(kapitola 4.2.5.8) nebo byly centrifugovany pres prazdnou vrstvu — 10% nebo 20% (w/w)

sacharozovy polstar (kapitola 4.2.5.6).
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4.2.5.11 Méreni koncentrace proteinU

Koncentrace ziskanych protein(i byla mérena pomoci Qubit® fluorometer (Invitrogen) dle
navodu dodavaného vyrobcem pfistroje a s vyuZitim komeréni soupravy Qubit® Protein
Assay Kit (Invitrogen).

Koncentrace proteini znacenych fluorescentni barvou byly mérfeny pomoci ELISA
readeru pfi vinové délce 520 nm s vyuzitim komercni soupravy Pierce™ Rapid Gold BCA

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) a dle navodu dodavaného vyrobcem.

4.2.5.12 Znaceni PsVs pomoci NHS-Rhodamine

Lyzaty transfekovanych bunék 293TT byly znaceny pomoci NHS-Rhodamine (NHS-Rhod),
(10mg/ml v DMSO). Dle zmérenych koncentraci byl ke vzorkim pfiddan NHS-Rhod
v poméru 1:4 (PsVs:NHS-Rhod). Po pfidani byly vzorky promichany a inkubovény na ledu
po dobu 2 hodin dle protokolu pro NHS-Rhod. Castice byly precistény od prebyteéného
nenavazaného NHS-Rhod pomoci centrifugace v jodixanolovém gradientu — Optiprep™.
Po centrifugaci byl nakapan Dot Blot pro méreni fluorescence, ktery byl méfen na
Fluorometru Molecular Imager FX Pro Plus multiimager system (Bio-Rad). Vzorky byly
prevedeny z jodixanolu do 1x pufru B pomoci Microsep™ Centrifugal Devices 300K (Pall).

V tomto kroku doslo ke znaénym ztratam vzorkd.
4.2.5.13 Znaceni VLPs pomoci NHS-Rhod a Alexa Fluor™ 488 5-SDP

Ester

Pro vypocet mnoiZstvi barvy bylo uréeno molarni mnozstvi lyzinli nachazejicich se na
povrchu virové castice. VLPs (vyizolovany v kapitole 4.2.5.16) byly dialyzovdny pomoci
dialyzacnich strev (viz kapitola 4.2.5.10) do 1x koncentrovaného FoFr pufru a byly znaéeny
pomoci NHS-Rhod a Alexa Fluor™ 488 5-SDP Ester (Ax488-SDP).

NHS-Rhod v 10 nasobném moldrnim nadbytku byl pridan k ¢asticim, které byly poté
inkubovany 2 hodiny na ledu. Po inkubaci byly ¢astice presunuty do dialyzacnich strev a
dialyzovany v 1x pufru B o objemu 2 | (viz kapitola 4.2.5.10), kvlli inhibici reakce
NHS-Rhod s virovymi ¢asticemi. Vzorky byly z dialyzacnich stfev presunuty do kyvet pro
rotor SW-41 a centrifugovany pres 10% (w/w) sachardézovy polstar (viz kapitola 4.2.5.6).

Vysledny pelet byl resuspendovan v pufru B.
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VLPs (viz kapitola 4.2.5.16) byly kratce pfed znacenim Ax488-SDP sonikovany ve vodni
[azni po dobu 1 minuty. K VLPs byl pfidan 0,25 molarni ekvivalent Ax488-SDP a vzorky byly
umistény na rotacni michacku a presunuty do chladové mistnosti s konstantni teplotou
4 °C pres noc. Vzorky byly dialyzovany v(ci 1x pufru B. Po dialyze (viz kap. 4.2.5.10) byly
vzorky centrifugovany pfi 10 000 rpm, 4 °C po dobu 5 minut. Vznikly supernatant byl
odebran a presunut do ultracentrifugacni kyvety pro rotor SW-41, pelet byl
resuspendovan v 1 ml pufru B a ponechan v sonikacni Iazni po dobu 1 minuty. Vzorek byl
opét centrifugovan pfi 10 000 rpm, 4 °C po dobu 5 minut. Celkové byl tento postup
opakovan 4x a pfi kazdém kroku byl odebrany supernatant presunut do kyvety. Sesbirany
supernatant byl centrifugovan pfes 20% (w/w) sacharézovy polstar v rotoru SW-41 pfi
35 000 rpm, 4 °C po dobu 3 hodin (viz kapitola 4.2.5.6) Vysledny pelet po centrifugaci byl
resuspendovan v 1x pufru B. Pro vysledny material byla zmétfena koncentrace za poufziti
pfistroje Qubit® fluorometer (Invitrogen) dle navodu doddvaného vyrobcem pfistroje a
s vyuZzitim komercni soupravy Qubit® Protein Assay Kit (Invitrogen), (viz kapitola 4.2.5.11)

a vytvoreny sitky pro elektronovou mikroskopii (viz kapitola 4.2.5.9).

4.2.5.14 Méreni transduk¢ni aktivity MusPV PsVs u nadorovych a

nenddorovych bunéénych linii
Transdukéni aktivita byla méfena u nadorovych a nenadorovych bunéénych linii: LNCaP,
PC3, Hela, U20S, Jurkat, HEK-293, NHDF, 3T6 a 293TT. Konfluentné narostlé bunky
v prahlednych a/nebo bilych 96 jamkovych desti¢ckach byly inkubovany s MusPV PsVs po
dobu 72 hodin. Po inkubaci byly prihledné desky kontrolovany na invertovaném
fluorescenénim mikroskopu (Carl Zeiss) na ptritomnost zeleného signalu produkovaného
v infikovanych bunkach diky genu pro GFP neseného PsVs. Do kazdé jamky bylo pfidano
50 pl DPBS a desticky byly presunuty do mrazaku. Opakované zmrazeni a rozmrazeni
napomohlo lyzi bunék. Pfed vlastnim méfenim bylo do kaidé jamky pfiddno 50 pul
Bright-Glo™ Reagent. Méreni probihalo na zakladé reakce Bright-Glo™ Reagent
s luciferazou, jejiz gen byl nesen PsVs za pouziti pfistroje VarioScan (Thermo Fisher

Scientific).
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4.2.5.15 lzolace MusPV PsVs

MusPV PsVs byly pfipravovany na zdkladé protokolu, ktery byl zaveden pro produkci
papilomavirovych PsVs v bunécné linii 293TT v laboratofi buné¢né onkologie v National
Cancer Institute, Center for Cancer Research, Bethesda, Maryland, USA na zakladé
vyzkumU Buck et al. (Buck et al., 2004, Buck et al., 2005, Buck & Thompson, 2007) a
Cardone et al. (Cardone et al., 2014).

Po prvotni transfekci bunék pomoci TurboFect™ Transfection Reagent (viz kapitola
4.2.4.3) byly bunky sklizeny seskrabanim z Petriho misky, pfevedenim do centrifugacni
zkumavky typu Falcon o objemu 50 ml a centrifugovany pfi 1 500 rpm po dobu 7 minut.
Vznikly pelet byl resuspendovan a opét centrifugovan pfi stejnych podminkdach. Pelet byl
zmrazen a po rozmrznuti byl resuspendovan v 1,4x objemu peletu DPBS, ke smési byl
pfidan 1 ul aprotininu a vzorek byl kratce vortexovan. Smés byla inkubovana pfi 37 °C po
dobu 30 minut. Triton X-100 o objemu 1/20 smési byl ke vzorku pfidana tak, aby vysledna
koncentrace byla 0,5 %. Smés byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 24 hodin z divodu
maturace pseudovirion. Béhem prvnich 3 hodin byla smés nékolikrat promisena
obracenim mikrozkumavky. Lyzat byl pouZit pro barveni PsVs (viz kapitola 4.2.5.12) nebo
byl procistén pomoci centrifugace pfi 5000 x g, 4 °C po dobu 5 minut. Ze vzniklého
supernatantu byly izolovdny MusPV PsVs pomoci centrifugace v gradientu jodixanolu

(Optiprep™), (viz kapitola 4.2.5.7).

4.2.5.16 Méreni interakce znaCenych MusPV VLPs s nadorovymi a
nenddorovymi bunécnymi liniemi

Interakce znacenych VLPs ziskanych z peletl bunék Sf9 (viz kapitola 4.2.5.16) byla mérena
na nadorovych a nenadorovych bunécénych liniich HEK-293, Hela, Jurkat, LNCaP, PC3, 3T6,
293TT, NHDF a U20S.

Pro méreni vstupu viru do bunék byly jednotlivé bunééné linie pfipraveny tak, Ze
z konfluentné narostlych bunék na 12 jamkové desti¢ce bylo odsato médium se sérem
(10 % v/v). Buniky byly oplachnuty 1 ml bezsérového média a do kazdé jamky byl pfidano
500 pul MusPV VLPs v bezsérovém médiu. Pro infekci byly pouZity tyto c¢astice: VLPs L1/L2
znacené rhodaminem (Rhod) o koncentraci 0,5 pug na jamku, VLPs L1/L2 znacené Alexou

Fluor 488 (Ax488) o koncentraci 0,5 pg na jamku, VLPs L1 znacené Ax488 o koncentraci
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2,5 pug na jamku a VLPs L1/L2 znacené Ax488 o koncentraci 2,5 pug na jamku. Buriky byly se
smési VLPs a bezsérového média inkubovany pti 37 °C v termostatu s CO, atmosférou po
dobu 2 hodin. Po uplynuti inkubaéni doby byly buriky oplachnuty 1 ml verzenu a do kazdé
jamky bylo pfidano 500 pl trypsinu. Po uvolnéni bunék od podkladu bylo pfidano 500 ul
inhibitoru trypsinu a buriky byly pfesunuty do mikrozkumavek na ledu. Mikrozkumavky
byly centrifugovany pfi 4 000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran a pelet byl
resuspendovan v1 ml 1x PBS a centrifugovan pfi 4000 rpm po dobu 10 minut.
Supernatant byl odebran a k peletu bylo pfidano 350 ul PBS s 0,5% (v/v) BSA. Diky témto
promyvacim kroklm byly bunky zbaveny znacenych VLPs asociovanych s bunécnym
povrchem a bylo moziné méfit pouze ¢astice, které vstoupily do bunék. Vzorky byly
méFeny RNDr. Hanou Spanielovou Ph.D. na pritokovém cytometru.

Buriky pro méreni asociace VLPs s povrchem nadorovych a nenddorovych bunécénych
linii byly péstovany na Petriho miskach o priméru 6 cm. Pro potieby pokusu bylo z bunék
odsato médium a buriky byly oplachnuty 1 ml verzenu. Verzen byl odsat a k burikdm bylo
pridano 500 pl trypsinu, ktery zajistoval, aby se bunky pustily podkladu a bylo moziné je
resuspendovat. Po inkubaci s trypsinem bylo k buikdm pfiddno médium, byly pfesunuty
do centrifugaéni zkumavky typu Falcon o objemu 50 ml a uloZeny do termostatu s CO;
atmosférou pfi 37 °C. Po 60 minutdch byly bunky presunuty do zkumavek vhodnych pro
méreni na prltokovém cytometru. Tato doba byla nezbytné nutnd pro regeneraci
povrchovych receptorl na bunkach. Za pouziti pratokového cytometru byly bunky
spocitany. Dle zjisténych koncentraci byly burky dodateéné fedény pomoci 1x PBS s 0,5%
(v/v) BSA na koncentraci 1 000000 bunék na 1 ml. Ktakto nafedénym burikdm byla
pfidana smés MusPV VLPs znacenych pomoci Rhod o objemu 2,5 ul (178,7 ng). Vzorky

byly méFeny RNDr. Hanou Spanielovou Ph.D. na pritokovém cytometru.
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4.2.5.17 Izolace MusPV VLPs

Ze zmrazenych peletd bunék Sf9 byly izolovany MusPV VLPs. Bunécny pelet byl
rozmrazen, resuspendovan v 1,4x objemu peletu DPBS a kratce vortexovan. Byla pfidana
1/20 objemu smési Tritonu X-100 tak, aby vysledna koncentrace byla 0,5 %. Dale byla
pridana 0,1% Benzonaza (Sigma) a 0,1% Plasmid Safe (Epicentre). Poté byla pfidana 1/40
objemu smési 1 M siranu amonného, pH 9. Smés byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 24
hodin pro dostatec¢né lyzovani bunék. Béhem prvnich 3 hodin byla smés nékolikrat
promisena obracenim mikrozkumavky. Smés byla centrifugovana dle protokolu pro
centrifugaci v gradientu chloridu cesného (viz kapitola 4.2.5.5). Navzdory Upravam
protokolu se nepodafilo dosdhnout dostate¢ného vytézku.

Pro naslednou izolaci byl pouzit protokol pro izolaci VLPs na zdakladé
chloroform/n-buthanolové extrakce (CHCIs/C4H10O extrakce) vyvinuty Alzbétou
Hejtmankovou (za svobodna: Sekavova) pro izolaci VLPs viru SV40 (Sekavova, 2017).

Pelet bunék Sf9 byl rozmrazovan pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. K peletu bylo
pridano 5 ml 1x koncentrovaného pufru B a bunécny pelet byl resuspendovan. Déle bylo
pfidano 50 ul lyzacniho pufru namichaného dle protokolu: 500 pl 1x koncentrovaného
pufru B, 5 pul DNAzy | (Roche). Poté byl vzorek sonikovan na ledu ve 4 cyklech po dobu 30
sekund pfi 40% amplitudé. Mezi kaZzdou sonikaci byl vzorek ponechan bez zdsahu kvdli
zchladnuti. Smés byla centrifugovana pfi 4 800 rpm , 4 °C po dobu 30 minut v centrifuze
GS—-15R (Beckman). Vznikly supernatant byl presunut do centrifugacnich zkumavek typu
Falcon o objemu 50 ml a byla pfiddna smés chloroformu a n-buthanolu tak, Ze objem
supernatantu a chloroformu/n-butanolu byl 1:1. Smés chloroformu a n-butanolu byla
namichana 1:1. Smés byla dikladné promichdna a centrifugovana pfi 4 800 rpm, 4 °C po
dobu 15 minut v centrifuze GS—15R (Beckman). Ve smési se oddélila vodnd faze obsahuijici
VLPs a organickda faze. Vodna faze byla odebrana a presunuta do nové sterilni
centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml. Dale byl pfidan 2,4 M siran amonny (0,32 g/ml) a
chlorid sodny (11,5 g/l). Smés byla vortexovana a zkumavka byla umisténa do rotacni
michacky v chladové mistnosti s konstantni teplotou 4 °C po dobu 30 minut. Smés byla
centrifugovana pfi 4 800 rpm, 4 °C po dobu 15 minut v centrifuze GS—15R (Beckman).
Vznikly precipitdt byl resuspendovan v 1 ml 1x koncentrovaného pufru B a pfesunut do

»low binding” mikrozkumavky. Resuspendovany pelet byl centrifugovan pres sacharézovy
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gradient. Gradient byl sestaven ze sachardzy o nasledujicich koncentracich: 20 % (w/w),
40 % (w/w) a 55 % (w/w) v poméru 1:1:1,2. Nejprve byly do centrifugacni kyvety pro rotor
SW-41 naneseny 2 ml 20% sachardzy, ta byla podvrstvena 40% sacharézou a pod to byla
nanesena 55% sachardza. Na takto pfipraveny gradient byl shora nanesen promichany
vzorek. Vzorek byl centrifugovan pfi 35 000 rpm, 4 °C po dobu 3 hodin. Po centrifugaci
byl gradient rozebran rozebiracem frakci. Z rozdélenych frakci byl pfipraven Imuno Dot
Blot (4.2.5.4) a vytvoreny sitky pro elektronovou mikroskopii (viz kapitola 4.2.5.9). Dle
ziskanych dat byly frakce sjednoceny a dialyzovany proti 1x koncentrovanému pufru B o

objemu 1,5-21.
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5 Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit nanocastice — VLPs a PsVs, odvozené od mysiho
papilomaviru (MusPV) vsavéim a bakulovirovém expresnim systému a dostatecné je
charakterizovat. Takto pfipravené castice byly znaceny pomoci fluorescencénich barviv —
NHS-Rhod a Ax488-SDP. Znacené i neznacené ¢astice — PsVs nesouci reportérovy gen pro
GFP a luciferdzu, byly pouZity k méreni miry interakce svybranymi nadorovymi a
nenadorovymi bunécénymi liniemi. Pro pfipravu pseudovirion byl pouZit savéi expresni
systém vyuzivajici savéi bunécnou linii 293TT. Bunky byly transfekovany plasmidem
pMushell, nesoucim geny pro kapsidové proteiny L1 a L2 MusPV a plasmidem pClLucf,
nesoucim geny pro zeleny fluorescencni protein (GFP) a luciferdzu. Takto pfipravené PsVs
byly charakterizovany a poté pouzity pro pseudoinfekci nadorovych i nenddorovych
bunécénych linii a na zakladé plasmid(i obsaZenych v ¢asticich byla ucinnost pseudoinfekce
kontrolovana na fluorescenénim mikroskopu na pfitomnost zeleného signalu z GFP, tak za
pouziti luciferdzového reportérového testu. V prdaci byla ovéfovana hypotéza, Ze
papilomavirové Ccastice svys$si mirou ,infikuji“ nddorové buriky oproti bunkam
nenadorovym. Pro pfipravu virlm podobnych castic byl pouZit bakulovirovy expresni
systém vyuzivajici hmyzi bunéénou linii Sf9. Pro tento expresni systém byly vytvoreny
rekombinantni bakmidy — pro kapsidovy protein L1 a pro kapsidové proteiny L1 a L2, které
byly transfekovany do bunék Sf9. Vtéchto bunkach byly vtvoreny rekombinantni
bakuloviry exprimujici kapsidové proteiny MusPV. Exprese vedla k vytvoreni dvou typl
VLPs — jeden typ je tvoren pouze L1 kapsidovym proteinem a druhy je tvorfen jak L1 tak L2
kapsidovym proteinem. Takto vytvorené VLPs byly charakterizovany a znaceny pomoci
fluorescencnich barviv NHS-Rhod a Ax488-SDP. Po obarveni byly VLPs vyuZity k infekci
vybranych nddorovych a nenddorovych bunécnych linii a byla zkoumana jejich vzajemna
interakce. Pro zobracovani miry interakce byla vyuzita metoda pratokové cytometrie.
Bunécné linie byly vybrany na zakladé dostupnosti a s prihlédnutim k ¢astéji pouzivanym
liniim v laboratofi virologie, jako jsou napfriklad buniky odvozené od karcinomu prostaty,
které slouzi ke zkoumani interakci téchto bunécnych linii s VLPs mysiho polyomaviru,
napf. Suchanova, 2012. DalsSim kritériem byla potifeba nenadorovych bunék pro moind

srovnani s burikami nddorovymi.
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5.1 Produkce papilomavirovych VLPs

Pro produkci VLPs mysiho papilomaviru byl vyuzit bakulovirovy expresni systém. Aby bylo
mozné Uspésné produkovat VLPs v hmyzich burnkach bylo zapotfebi pfeklonovat geny pro
L1 a L2 kapsidové proteiny z plasmidu pMushellL (John Schiller; Addgene plasmid
#47023), (viz kapitola 4.2.4.1), ktery slouZi pro produkci L1 a L2 proteini v savcich

bunkach (viz schéma vkladani genli do vektroru pFastBac Dual, Obr. ¢. 11).
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Obr. €. 11 — Schéma klonovani genli pro kapsidové proteinu z plasmidu pMushelLL

Gen pro L1 protein byl klonovan pod pPH promotor a gen pro L2 protein byl klonovan pod
p10 promotor vektoru pFastBac Dual
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Z toho dUvodu byla provedena polymerazova fetézova reakce s primery pro amplifikaci
genu kapsidovych proteinu L1 a L2, které mély na svych 5° koncich specificky
nadefinovand restrikéni mista. Pro ovéreni Uspésné amplifikace byla pouzita metoda
horizontalni gelové elektroforézy. Dalsim krokem bylo restrikéni Stépeni fragmentu L1 a
plasmidu pFastBac Dual. Pro restrikéni Stépeni byly pouzity enzymy EcoRI a Hindlll. Cilem
restrikéniho Stépeni byla ptiprava linearizovaného vektoru s definovanymi konci pro
snadnéjsi vloZeni fragmentu L1. Restrikéni Stépeni bylo kontrolovano metodou
horizontalni agarézové elektroforézy. Fragmenty pfipravené restrikénim Stépenim byly
precistény pomoci horizontalni agarové elektroforézy za pouziti gelu obsahujiciho agardzu
s nizkym bodem tani. Po izolaci smési pomoci komercni soupravy byly fragment L1 a
linearizovany pFastBac Dual ligovany za vzniku kruhového plasmidu nesouciho pod
polyhedrinovym promotorem gen pro L1 kapsidovy protein. Vzhledem k nizkym vytézkim
bylo upusténo od metody precisténi pomoci horizontdlni agarézové elektroforézy a
restrikéni smési byly precistény pomoci Fenol-chloroformové extrakce. Ligovany vektor
pFastBac Dual nesouci gen pro L1 protein byl elektroporovdn do bakterii TOP10. Po
elektroporaci byly bakterie vysety na selekéni plotny obsahujici ampicilin. Pfitomnost
vektoru ve vyrostlych monokoloniich byla ovéfena pomoci metody Genotypovani
bakterialnich kolonii (,Colony PCR“) a horizontalni agarézové elektroforézy. Béhem
ovérovani doslo k problémidm s prokdzanim pritomnosti vektoru pFastBac Dual s genem
pro L1 protein. Po sérii opakovani bylo zjiSténo, Zze vzhledem k nadefinovani primerd pro
L1 gen, neni tyto primery moiné pouzit, nebot béhem restrikéniho stépeni dochazi
k odstépeni ¢asti sekvence fragmentu a tudiz neni mozné, aby jeden ze zvolenych primer(
komplementarné nasedal na fragment. Proto byla pouZita sada primerd pro sekvence pod
polyhedrinovym promotorem (pPH primery), (viz kapitol 4.2.4.3). Pfi pouZiti téchto
primerd byla ovérena pritomnost vektoru pFastBac Dual s genem pro L1 protein ve

vybranych bakteridlnich monokoloniich (Obr. ¢. 12).
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Obr. ¢. 12 - Genotypovani

M1 234 567 89101 bakteridlnich kolonii — gen
pro L1 protein
Genotypovani provedené

pomoci PCR sprimery pro
amplifikaci  sekvence pod
polyhedrinovym promotorem,
kolonie 4, 10, 12-18 byly
pozitivni na pfitomnost
vektoru pFastBac Dual
sgenem pro L1 protein, coz
bylo znazornéno prouzkem o
velikosti  kolem 1600 pb,
kolonie 1-3, 5-9, 11 a 19 byly
negativni, jako  kontrolni
plasmid (PK), ktery pod
M 12 13 14 15 16 17 18 19 PK NK pFB polyhedrinovym promotorem
nese kontrolni gen, byl pouzit
plasmid pFastBac Dual se
sekvenci pro VP1 protein viru
SV40 vytvoreny Mgr. et
Mgr. Alzbétou Hejtmankovou,
coz bylo znazornéno
prouzkem o velikosti pfiblizné
1090 pb, pFB oznaduje
prazdny pFastBac Dual, NK
oznacuje negativni kontrolu
pfipravenou pro genotypovani
a obsahujici pouze PCR smés
bez templatové DNA

Pozitivni kolonie byly podrobeny sekvenaci a dle dodanych dat byla ovéreno, zda byl gen
pro L1 kapsidovy protein spravné vloZen do plasmidu pFastBac Dual. Bakterie obsahujici
spravné vlozeny gen L1 byly kultivovdny a z narostlych kolonii byl izolovan plasmid. Cast
vyizolovaného plasmidu byla pouzita pro vkladani genu pro L2 kapsidovy protein za vzniku
plasmidu nesouciho oba kapsidové proteiny. Zbytek byl pouZit pro tvorbu
rekombinantniho bakulovirus pro infekci bunék Sf9. L2 gen byl vloZzen do vektoru jiz
obsahujiciho L1 gen stejnym zplsobem, jako tomu bylo u genu L1, jen s tim rozdilem, Ze
gen L2 byl vkladan pod promotor p10. Pfitomnost byla ovéfena pomoci Genotypovani

bakterialnich kolonii (Obr. ¢. 13).
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Obr. €. 13 — Genotypovani bakterialnich kolonii — gen pro L2 kapsidovy protein
Genotypovani provedené pomoci PCR s primery pro amplifikaci sekvence vlozené pod p10
promotorem (A) a s primery pro amplifikaci genu L2 proteinu (B). Dle prouzku o velikosti
priblizné 1 700 pb bylo usuzovdno, ze kolonie 16 a 19 byly pozitivni na pfitomnost vektoru
pFastBac Dual s genem pro L1 a L2 protein, kolonie 5-7 a 17-18 byly negativni, pFB oznacuje
plasmid pFastBac Dual, pM oznacuje plasmid pMushelLL, na obrdzku B je moZné vidét prouzek
u vzorku pM v rozmezi 1 500 pb a 2 000 pb, jenz by mél zobrazovat amplifikovany gen L2
pomoci forward primeru MusPV L2, Smal a reverse primeru MusPV L2, Pael, NK oznacuje
negativni kontrolu pfipravenou pro genotypovani a obsahujici pouze PCR smés bez
templatové DNA

A 14 L1* L1/L2 NK PsVs

( )

2l

NK PsVs

Obr. €. 14 — Imuno Dot Blot z lyzatd infikovanych bunék Sf9

Imuno Dot Blot byl vyvolan pomoci RbaMuPV-D a RbaMusPV-N a GaRb-PX, PsVs slouzily jako
pozitivni kontrola a jako negativni kontrola (NK) slouzil lyzat z neinfikované burky Sf9, bunécny
lyzat L1, L1° a L1/L2 byl pozitivni na pfitomnost kapsidového proteinu L1 a L2, dle vysledk
Imuno Dot Blotu bylo zjisténo, Ze jak RbaMusPV-D, tak RbaMusPV-D reaguje i s lyzatem
z neinfikovanych bunék Sf9
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Plasmidy pFastBac Dual nesouci gen pro L1 protein nebo pro L1/L2 proteiny byly
elektroporovany do bunék DH10Bac, které jiz obsahovaly bakulovirovy genom ve formé
bakmidu. Na zakladé homologni rekombinace mezi vektorem pFastBac Dual a bakmidem
doslo k zaklonovani genli pro L1 a L2 gen do rekombinantniho bakmidu. Kolonie
obsahujici rekombinantni bakmid byly vybrany diky rezistencim vaci selekénim
antibiotikim nesenych rekombinantnim bakmidem obsahujicim vloZené geny a na
zakladé poruseni genu pro produkci B-galaktosidazy, jez umoznovala tzv. modro-bilou
selekci. Vyrostlé bilé monokolonie byly pozitivni na pfitomnost rekombinantniho bakmidu
a byly dale kultivovany kvlli jeho izolaci. Vyizolovany bakmid byl transfekovan
transfekénim cinidlem Cellfectin™ 1l do hmyzich Sf9 bunék dle protokolu vyrobce. Po
uplynuti doby nezbytné pro pribéh transfekce bylo z Petriho misek odebrdno virové
inokulum obsahujici rekombinantni bakulovirus a bylo pouzito pro nasledné infekce. Po
provedeni druhé série infekce bunék Sf9 pomoci rekombinantniho bakuloviru byla
pfitomnost L1 a L2 proteinu ovéfena pomoci Imuno Dot Blotu (Obr. €. 14). Pomoci metod
SDS-PAGE a Western Blot byla snaha ovéfit produkci L1 a L2 proteinu v lyzatech hmyzich
bunék (data neuvedena). Na zakladé Imuno Dot Blotu bylo zjisténo, Ze RbaMusPV-D i
RbaMusPV-N zaroven reaguji i s bunéénymi proteiny, které se vyskytovaly v lyzatu. Tato
skutecnost ztéZovala mozné rozdéleni L1 a L2 protein, protoZe nebylo mozné jednoznacné

rozeznat virové proteiny od proteind bunéénych. Po nashromazdéni dostatecného
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Obr. €. 15 — Imuno Dot Blot frakci ziskanych rozebranim CsCl gradientu.

Imuno Dot Blot byl vyvolan pomoci RbaMusPV-D (A) a RbaMusPV-N (B) a GaRb-Px,

v gradientu L1/L2 ¢astic byly pozitivni frakce 6 az 17, v gradientu L1 ¢astic byly pozitivni
frakce 7 az 18
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mnozstvi infikovanych bunék Sf9 byly burnky podrobeny izolaci VLPs na zdakladé
centrifugace v gradientu chloridu cesného (viz kapitola 4.2.5.5).

Pfitomnost VLPs byla ovéfena pomoci Imuno Dot Blotu (Obr. €. 15) a u vybranych frakci

i pomoci elektronové mikroskopie (Obr. €. 16). Na zdakladé vysledk( elektronové
mikroskopie, kdy vétSina VLPs byla rozpadla, byl zménén protokol pro izolaci VLPs.
Plvodni protokol byl nahrazen protokolem CHCI3s/C4H10O extrakce pro izolaci VLPs ¢astic
(viz kapitola 4.2.5.17). Dle tohoto protokolu byly vyizolovany VLPs. Po izolaci za pouziti
sacharézového gradientu byly gradienty rozebrdny a z jednotlivych frakci byl pfipraven
Imuno Dot Blot k dokumentaci pfitomnosti kapsidovych protein( ve vzorcich (Obr. €. 17) a
dle vysledkl byly frakce slouceny dialyzovany proti pufru B. Z vybranych smési frakci byly
vytvoreny sitky pro elektronovou mikroskopii pro dokumentaci pritomnosti intaktnich
virovych castic (Obr. €. 18). Vyizolavané castice byly dale podrobeny analyze pomoci
metody SDS-PAGE a Western Blot (Obr. ¢. 19), s cilem prokazat, Ze L1/L2 VLPs opravdu
obsahuji kromé L1 také L2 protein.
Pfi pouziti metod SDS-PAGE resp. Western Blot bylo odekdvano bud rozdéleni
jednotlivych kapsidovych proteinti na zakladé odliSné mobility v gelu nebo alespon
kvalitativni navyseni proteinu v oblasti 60 kDa v ptipadé L1/L2 VLPs. Bohuzel, dle vysledk
metod SDS-PAGE resp. Western Blot, nebylo mozné od sebe odlisit L1 a L2 kapsidové
proteiny VLPs, nebot na vysledném gelu resp. membrané se zobrazuji jako pruh o
hodnoté priblizné 60 kDa. Jediny naznak toho, Ze je moZzné od sebe odlisit L1 a L1/L2 VLPs
pfines| polyakrylamidovy gel po SDS-PAGE barveny pomoci Imperial™ Protein Stain (Obr.
¢. 20). Na tomto gelu je patrné, Ze pfi stejné nanasce proteinu na gel je intenzita prouzku
zobrazujici L1/L2 VLPs vyssi, neZ intenzita prouzku zobrazujiciho L1 VLPs.

Pro odliseni L1 a L1/L2 VLPs byl pouzit komercni gradientovy gel (kapitola 5.3), avSak
ani na tomto gelu se nepodafrilo na zakladé odlisné mobility L1 a L2 proteinli oba druhy
rozliSit. MusPV VLPs ¢astice byly pouzity pro znaéeni pomoci NHS-Rhod a Ax488-SDP.
Zavérem lze konstatovat, Ze pomoci bakulovirového expresniho systému se podafilo
vytvorit MusPV VLPs castice, jez byly analyzovany pomoci metod SDS-PAGE a Western
Blot a jejichz morfologie byla ovéfena pomoci elektronové mikroskopie. Bohuzel nebylo

mozné rozlisit jednotlivé kapsidy o rtznych proteinovych sloZenich.
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Obr. €. 16 — Snimek z elektronového mikroskopu

Na snimku jsou zobrazeny MusPV VLPs (vlevo MusPV L1/L2, vpravo MusPV L1),
Castice dosahuji velikosti priblizné 55 nm, v okoli ¢astic je vyplnéno rozpadlym
virovym materidlem

Obr. €. 18 — Snimky z elektronového mikroskopu

Na snimku jsou zobrazeny MusPV VLPs slozené z L1/L2 protein( (vpravo) a L1 proteinu (vlevo),
izolované dle protokolu pro CHCl3/C4H100 extrakci
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Obr. €. 17 — Imuno Dot Blot po izolaci MusPV VLPs L1 a L1/L2

Frakce 1-20 gradientu A-F, vzorek A’ byl resuspendovany pelet, ktery se vytvofil
béhem centrifugace, Imuno Dot Blot byl vyvolan pomoci RbaMusPV-N a GaRb-PX,
vzorky A a B obsahovaly MusPV L1 protein a vzorky C-F obsahovaly MusPV L1/L2
proteiny



Obr. €. 19 — Western Blot MusPV VLPs sloZenych z L1 a L1/L2 kapsidovych proteini
1 - MusPV L1 VLPs 0,5 ug, 2-4 — MusPV L1 VLPs 2 pg, 5 - MusPV L1/L2 VLPs 0,5 pg,
6-8 — MusPV L1/L2VLPs 2 ug, M- marker, 10 — MusPV PsVs, 11 — MusPV PsVs od J.
Zatkové Suchanové Ph.D. (pouzity pro imunizace pii pfipravé polyklonalniho
kréli¢iho séra), vyvoldno pomoci RbaMusPV-D a GaRb-PX, L1 i L1/L2 VLPs se na
tomto gelu zobrazuji jako prouZek o velikosti pfiblizné 60 kDa
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Obr. €. 20 — Gel po SDS-PAGE rozbrazujici MusPV L1 a LI/L2 VLPs barveny pomoci Imperial™
Protein Stain

1 - MusPV L1 VLPs 0,5 pg, 2-4 — MusPV L1 VLPs 2 pg, 5 - MusPV L1/L2 VLPs 0,5 ug, 6-8 — MusPV
L1/L2VLPs 2 pug, M- marker, 10 — MusPV PsVs, 11 — MusPV PsVs od J. Za¢kové Suchanové Ph.D.
(poutity pro imunizace pfi pripravé polyklondlniho krélic¢iho séra), vyvolano pomoci RbaMusPV-D
a GaRb-PX, L1 i L1/L2 VLPs se na tomto gelu zobrazuji jako prouzek o velikosti pfiblizné 60 kDa, u
prouzku ve vzorku 6 (L1/L2) je mozné pozorovat vy$si intenzitu oproti vzorku 2 (L1) i pfes
shodnou nanasku rovnajici se 2ug pro oba vzorky - tato skutecnost by mohla byt zplsobena
pfitomnosti L2 proteinu ve vzorku 6
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5.2 Prfiprava znaCenych MusPV PsVs

Pro znaceni byly wvyuzity PsVs produkované v savéim expresnim systému a VLPs
produkované v bakulovirovém expresnim systému. PsVs byly pouZity pro pilotni pokus
znaceni virovych ¢astic pomoci fluorescencniho barviva NHS-Rhod. Toto znaceni probihalo
pred tim, nez bylo vyprodukovdno dostatecné mnoiZstvi VLPs, poté bylo od znaceni PsVs
upusténo a VLPs castice byly znaéeny pomoci NHS-Rhod a Ax488-SDP. Od PsVs ¢astic bylo
rovnéz upusténo z dlvodu nedostateéného vytézku znacenych dCastic. Izolace PsVs
probihala pomoci ultracentrifugace v gradientu jodixanolu (Optiprep™), (viz kapitola
4.2.5.7), ktery komplikuje nasledné stanoveni proteinové koncentrace a jeho odstranéni
vede k ohromnym ztratdm materidlu.

Pro vlastni znaCeni PsVs pomoci NHS-Rhod byl pouzit protokol doporucovany
vyrobcem pro znaceni protildtek (viz kapitola 4.2.5.12). Po ndsledném precisténi
centrifugaci v gradientu jodixanolu, byly ze vzorku vytvoreny sitky pro elektronovou
mikroskopii (Obr. €. 21). Byly pfipraveny 2 nitrocelulézové membrany. Jedna byla
vyvolana pomoci RbaMusPV-N a GaRb-PX pro prlikaz PsVs ve vzorku (Obr. ¢. 22) a druhd
byla méfena pomoci fluorometru Molecular Imager FX Pro Plus multiimager system (Bio-
Rad) pro prikaz fluorescencniho znaceni ¢astic (Obr. €. 23).

Dle vysledkli Imuno Dot Blotu a fluorometrického méreni byly vybrané frakce
(3.-9. frakce) jodixanolového gradientu spojeny a precistovany, aby byly jodixanolu
zbaveny. Tento krok se stal kritickym, nebot pfi pouZiti Microsep™ Centrifugal Devices
300K (Pall) nebylo mozné centrifugaci ziskat z kolonky materidl, protoze skrze membranu
kolonky neprotekl vzorek. Pfi tomto kroku doslo kvyraznym ztrdtam. Vzorek byl
z kolonky pfesunut do mikrozkumavky a kolonka byla vyplachnuta 100 pl 1x pufru B. Pro
ovéreni pritomnosti kapsidovych proteinl ve vzorcich ziskanych z kolonky byl proveden
Imuno Dot Blot (Obr. ¢. 24), ktery prokdzal, Ze vzorek obsahuje protejnovy material. Jeho
mnozstvi viak bylo velmi malé a koncentraci proteinli se nepodafilo vibec stanovit.

Zavérem lze konstatovat, Ze i kdyZ bylo pravdépodobné znaceni MusPV PsVs pomoci
rhodaminu Uspésné, je zjevné, Ze Setrnou izolaci virovych ¢astic v gradientu jodixanolu

(Optiprep™) nebude mozné pro ucely této prace pouzivat.
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Obr. €. 21 - Snimky z elektronové mikroskopie zna¢enych MusPV PsVs
Snimky zachycuji znacené MusPV L1/L2 PsVs s navazanym Rhod, vlevo snimek 4. frakce,
vpravo snimek 9. frakce, kolem ¢dstic je mozné vidét rozpadly material

#

Obr. €. 22 = Imuno Dot Blot jednotlivych frakci po Optiprepu™
Imuno Dot Blot pro prikaz protein L1 a L1/L2 v jednotlivych frakcich ziskanych

rozebranim gradientu po centrifugaci v Optiprepu™, Imuno Dot Blot byl vyvoldn
pomoci RbaMusPV-N a GaRb-PX
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Obr. €. 23 — Méfeni fluorescenéniho signalu znaéenych MusPV L1/L2 PsVs

Fluorescencéni Dot Blot jednotlivych frakci jodixanolového gradientu zméreny pomoci
fluorometru Molecular Imager FX Pro Plus multiimager system (Bio-Rad), 4. az 17. frakce
byly pozitivni na Rhod signal, silny signal poslednich frakci byl pravdépodobné zplsoben
velkym mnoZstvim nenavazaného barviva NHS-Rhod,

Obr. ¢. 24 — Dot Blot MusPV PsVs po precisténi
Microsep™ Centrifugal Devices 300K

Imuno Dot Blot 1x a 5x fedéného vzorku () ziskaného
z kolonky a vzorku ziskaného promytim kolonky 100 pl
1x pufru B (I), jako kontrola byly pouZity neznacené
MusPV PsVs

5.3 Pfiprava znacenych MusPV VLPs pomoci Rhod a Ax488

Po nashromazdéni dostate¢ného mnozstvi bunék infikovanych rekombinantnim
bakulovirem produkujicim MusPV L1 nebo MusPV L1/L2 VLPs byly ztéchto bunék
vyizolovany VLPs pomoci protokolu pro CHCIs/CsH10O extrakci a purifikovany
v tfistupriovém gradientu sachardézy (20%, 40% a 55% (w/w) gradient), (viz kapitoly
4.2.5.16 a 5.1). Vyizolované VLPs byly nejprve pouZity pro znaceni pomoci NHS-Rhod a
poté i Ax488-SDP.

Barveni MusPV VLPs pomoci NHS-Rhod probihalo dle stejného protokolu, jako tomu
bylo u MusPV PsVs, s tim rozdilem, Ze pro barveni bylo pouzito mensi mnoZzstvi barviva
(viz kapitola 4.2.5.13). Po obarveni byly VLPs ¢astice precisStény pomoci centrifugace pres
20% (w/w) sachardzovy polstar, resuspendovany v 1x pufru B, naneseny na sitky pro
elektronovou mikroskopii (Obr. €. 25) a byla zméfena koncentrace ¢astic pomoci Pierce™
Rapid Gold BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Barveni MusPV VLPs L1 a
L1/L2 pomoci Ax488-SDP probihalo dle protokolu pro dané barvivo. BEhem prvotni

izolace neznacenych VLPs se ve vzorcich vytvorila bila srazenina, kterou nebylo mozné
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resuspendovat, a po centrifugace se vidy usazoval materidl na dné. Z tohoto dlivodu bylo
barvivo pfiddno ke smési supernatantu a peletu vzorku a predpoklddalo se, Ze znacené
Castice budou posléze izolovany diferencidlni centrifugaci. Po obarveni byly castice
dialyzovany proti 1x pufru B. Pfi dialyze ¢astic MusPV L1/L2 VLPs doslo k prasknuti

dialyzacniho stfeva se smési frakci 5.—8., kde bylo ocCekavano nejvyssi zastoupeni

Obr. €. 25 — Snimky z elektronového mikroskopu — MusPV L1 a L1/L2 VLPs zna¢ené Rhod
MusPV VLPs skladajici se z kapsidového proteinu L1 (vlevo) a proteind L1/L2 (vpravo) znacené
pomoci Rhod

intaktnich VLPs (viz kapitola 5.1 — Obr. ¢. 17). Pro dalsi préci byla tedy pouzita smés frakci
9-12. Smés VLPs znacenych Ax488 byla opakované centrifugovana a vznikly pelet byl
resuspendovan a sonikovan. Po 4. resuspenovani srazeného materialu byl veskery ziskany
supernatant centrifugovan pres 20% (w/w) sachardzovy polstar a ze vzniklého peletu,
ktery byl resuspendovan v pufru B, byly vytvoreny sitky pro elektronovou mikroskopii
dokumentuijici stabilitu ¢astic po barveni (Obr. ¢. 26).

Znacené VLPs — jak Castice znacené Rhod, tak cdstice znacené pomoci Ax488 byly
rovnéz analyzovdany pomoci SDS-PAGE za pouZiti komeriniho gradientového
polyakrylamidového gelu s koncentracemi od 4 % po 15 %. Gradientovy gel byl zvolen
jako dal$i mozna alternativa k rozliSeni ¢astic obsahujicich L1/L2 kapsidové proteiny od
Castic sloZzenych pouze z L1 kapsidového proteinu. Gradientovy gel byl po rozdéleni vzorki
nejprve analyzovan za poutziti fluorometru Molecular Imager FX Pro Plus multiimager

system (Bio-Rad), diky kterému bylo mozné detekovat znacené castice (Obr. ¢. 27 A a B)
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PFi poutziti komercéniho gradientového gelu a fluorescencné znacenych castic bohuzel
nebylo mozné detekovat rozdily mezi L1 a L2 proteiny resp. L1 a L1/L2 ¢asticemi.

Zavérem lze konstatovat, Ze ackoli doSlo k neocekavanému vyskytu bilé srazeniny pfi
izolaci VLPs dle protokolu pro CHCl3/C4sH100 extrakci, nedoslo k vyraznému Gbytku VLPs ve
vzorcich a ackoli byla smés frakci 5.-8. MusPV L1/L2 ztracena, tak byla plnohodnotné
nahrazena smési frakci 9.-12. Znaceni MusPV VLPs probéhlo dle ziskanych vysledk
z fluorometru Uspésné a tedy bylo vyprodukovdno dostatecné mnozstvi VLPs znacenych
pomoci Rhod a Ax488. Zvysledkl metody SDS-PAGE za poutziti gradientového gelu
vyplyvd, Ze ani pfi pouZiti tohoto typu gelu nebylo mozné rozlisit L1 a L1/L2 ¢astice dle
jejich mobility vgelu. Znacené VLPs byly dale pouzity pro zkoumadni interakci

s nddorovymi a nenadorovymi burikami.

Obr. €. 26 — Snimky z elektronového mikroskopu - zna¢ené MusPV VLPs — Ax488
MusPV VLPs skladajici se z kapsidového proteinu L1 (vlevo) a protein( L1/L2 (vpravo), oboje
znacené pomoci Ax488
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Obr. €. 27 - Gradientovy gel s MusPV VLPs zna¢enymi Rhod a Ax488

Gel byl vizualizovany pomoci fluorometru Molecular Imager FX Pro Plus multiimager system
(Bio-Rad),

A — zaznamenano v kanalu pro Rhod, excitace pfi 532 nm, emise pfi 555 nm, 1 — L1 VLPs
znactené Rhod, nanaska 0,5 pg, 2 — L1/L2 VLPs znadené Rhod, nandska 0,5 ug, prouzek
s nejvyssi intenzitou signalu ve vzorcich 1 a 2 odpovida velikosti kolem 60 kDa, coz bylo
povaZzovano za dikaz pfitomnosti znaCenych proteind L1 a L1/L2 VLPs, L1 a L1/L2 ¢astice
nebylo moZné od sebe odlisit na zakladé jejich mobility v gelu, M - marker

B — zaznamendno v kanalu pro Ax488, excitace pfi 488 nm, emise pfi 530 nm, 3 — L1 VLPs
znacené Ax488, nanaska 0,5 ug, 4 — L1/L2 VLPs znacené Ax488, nanaska 0,5 ug, 5 — L1 VLPs
znacené Ax488, nanaska 2 pg, 6- L1/L2 VLPs znadené Ax488, nanaska 2 ug, prouzek s nejvyssi
intenzitou signalu ve vzorcich 3-6 odpovida velikosti kolem 60 kDa, coz bylo povaZovano za
dikaz pfitomnosti znadenych protein L1 a L1/L2 VLPs, L1 a L1/L2 ¢astice nebylo moZné od
sebe odlisit na zakladé jejich mobility v gelu, M - marker
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5.4 Kvantifikace po¢tu molekul barviva na VLPs

Pro kvantifikaci poctu molekul byla mérena absorbance pomoci ELISA readeru. Pro kazdy
typ Castice — L1 nebo L1/L2 — znacené pomoci Rhod nebo Ax488 bylo zjisténo absorpcni
spektrum v rozmezi 300 — 700 nm. Zaroven byla vytvorena kalibra¢ni krivka zavislosti
koncentrace barviva a absorbance pro NHS-Rhod a Ax488-SDP. Dle absorbance
jednotlivych ¢astic a kalibraénich kfivek byla uréena velikost absorbéniho ,,piku”. Celkové
mnozstvi molekul barviva ve vzorku bylo vypocteno jako podil velikosti absorbéniho
»piku” a kalibracniho koeficientu ziskaného z kalibracni kfivky pro dané barvivo. Pocet
molekul barviva na jednu &astici byl prepocten dle molarniho mnozstvi ¢astic ve vzorku.

Shrnuto v Tab. ¢. 12.

Tab. €. 12 — Tabulka s daty pro kvantifikaci po¢tu molekul barviva na VLPs

VLPs Ax488 VLPs Ax488 VLPs-Rhod VLP-Rhod

(L1) (L1/12) (L1) (L1/12)
objem vzorku v ml 0,06 0,06 0,05 0,05
hmotnost barviva
ve vzorku (ug) 0,005254989 0,005654102 0,056521739 0,099130435
molarni hmotnost
barviva 825,46 825,46 528 528
latkové mnozstvi
barviva (mol) 6,37E-12 6,85E-12 1,07E-10 1,88E-10
pocet molekul
barvicky 3,83369E+12 4,12485E+12 6,44648E+13 1,13061E+14
koncentrace
proteint (ug/ml) 173 175 35,739 70,7056
pocet VLP ve
vzorku 3,01x10% 2,52x10% 5,18x10% 8,48x10%°
pocet molekul
barviva na 1 ¢astici 12,73565163 16,36845979 1243,975841 1332,535481

5.5 Meéreni transdukcni aktivity MusPV PsVs u nadorovych a
nenadorovych bunécnych linii

Pro testovani hypotézy, Ze jsou MusPV Castice schopné s vyssi mirou dopravovat geny pro

expresi do nadorovych bunék nez do bunék nenadorovych, byly provedeny experimenty,

kdy vytipované bunécéné linie byly vystaveny pseudoinfekci pomoci MusPV PsVs ve

srovnani s HPV16 PsVs a byla mérena aktivita reportérového genu v testovanych burikach.

Pro méreni transdukcni aktivity byly pfipraveny (viz kapitola 4.2.4.3) a pouzity MusPV
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PsVs nesouci dva reportérové geny: reportérovy gen pro luciferdzu a GFP. Po 72 hodinové
inkubaci nadorovych a nenddorovych bunék byla mira transdukce genu GFP vizualizovana
pomoci invertovaného fluorescencéniho mikroskopu (Carl Zeiss) (Obr. €. 28, 29, 30, 31, 32).
Jednotlivé bunécné linie byly fotografovany a jednotlivé 96 jamkové desticky byly
zmrazeny pro dukladnou lyzi bunék pro luciferazovy reportérovy test (LRT). Po rozmrazeni
byl k bunkdm pfidan Bright-Glo™ Reagent zpUsobuijici lyzi jeSté nezlyzovanych bunék, a
ktery zaroven reagoval s luciferazou, coz zplUsobovalo svételnou emisi. Celkovd emise
jednotlivych  bunécénych liniich byla mérena na pfistroji VarioScan (Thermo Fisher
Scientific). Vystupem pak byla tabulka zobrazujici pocet zachycenych svételnych zableski
béhem 100ms méreni, kterd byla zpracovdna ve formé grafu.

Po sérii pilotnich experimentl (data neuvedena), probéhlo findlni méreni LRT ve dvou
biologickych opakovanich v kvadruplikatech a namérené hodnoty pro jednotlivé bunécné
linie byly pro tvorbu grafu primérovany. Pro testovani byly vytipovany nenddorové
bunécné linie 3T6, HEK-293 a NDHF a nadorové linie HelLa, LNCaP, PC3, Jurkat a U20S.
Jako kontrola slouZila bunécna linie 293TT, nebot se jednd o linii béZzné pouZivanou pro
transdukéni experimenty a titrace papilomavirovych PsVs (Pastrana et al., 2004, Buck et
al., 2005), a zaroven se tyto bunky pouzivaji pro produkci papilomavirli, coz umoziuje
jejich GUc¢innou transdukci. Je vSak treba zdlraznit, Ze reportérovy vektor (pCLucf)
obsahuje pocatek replikace (ori) odvozeny od polyomaviru SV40 a proto v liniich, které
produkuji replikacni protein viru SV40 — velky T antigen (LT) — dochazi k replikaci tohoto
vektoru a tedy i k amplifikaci reportérovych signall. Linie 293TT patfi mezi snadno
transfekovatelné linie a produkuje velké mnozstvi LT a proto jsme predpokladali, Ze v této
bunécné linii bude detekovdna nejvyssi mira aktivity luciferdzy a nejvyssi transdukéni
ucinnost hodnocena podle poctu GFP pozitivnich bunék. Plvodnim zdmérem bylo, vyuZit

linie 293TT pro standardizaci transdukénich experimentd.
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Obr. €. 28 — Snimky transdukovanych bunék zachycuijici signal GFP, foceno fluorescen¢nim
invertovanym mikroskopem

A — bunky 293TT transdukované HPV16 PsVs, B — buriky 293TT transdukované MusPV PsVs,
C — buniky 3T6 transdukované HPV16, D — buriky 3T6 transdukované MusPV PsVs
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Obr. €. 29 — Snimky transdukovanych bunék zachycuijici signal GFP, foceno fluorescenénim
invertovanym mikroskopem

E — buniky HEK-293 transdukované HPV16 PsVs, F — buniky HEK-293 transdukované MusPV
PsVs, G — buriky NHDF transdukované HPV16, H — buriky NHDF transdukované MusPV PsVs
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Obr. €. 30 — Snimky transdukovanych bunék zachycuijici signal GFP, foceno fluorescenénim
invertovanym mikroskopem

| — buriky Jurkat transdukované HPV16 PsVs, J — buriky Jurkat transdukované MusPV PsVs,
K — buriky LNCaP transdukované HPV16, L — buriky LNCaP transdukované MusPV PsVs
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Obr. €. 31 — Snimky transdukovanych bunék zachycuijici signal GFP, foceno fluorescenénim
invertovanym mikroskopem

M — bunky PC3 transdukované HPV16 PsVs, N — buriky PC3 transdukované MusPV PsVs, O —
buriky U20S transdukované HPV16, P — bunky U20S transdukované MusPV PsVs
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Obr. €. 32 — Snimky transdukovanych bunék zachycuijici signal GFP, foceno fluorescenénim
invertovanym mikroskopem

Q - bunky Hela transdukované HPV16 PsVs, R — bunky Hela transdukované MusPV PsVs

Vysledky pozorovani exprese GFP v jednotlivych bunécnych liniich slouzily k potvrzeni
probéhnuvsi transdukce nadorovych a nenddorovych bunéénych linii. Na zakladé
fotografického materidlu byly jednotlivé linie a pouzité PsVs vzdjemné porovnavany.
Nejvyssi mira signalu GFP byla pozorovatelna v linii 293TT pfi transdukci pomoci MusPV
PsVs, ¢emuZ nasvédcoval jiz vySe zminény fakt souvisejici s produkci genu LT SV40, a ze
tento gen muizZe ovliviiovat expresi vektoru obsahujiciho SV40 ori, coz vtomto pfipadé
pravdépodobné amplifikovalo GFP signal. Zaroven byla tato skute¢nost v rozporu se
ziskanymi daty z LRT na zdkladé méreni signdlu luciferazy, kdy signdl ziskany z bunék
transdukovanych HPV16 PsVs byl pfiblizné dvojndsobny oproti signdlu z bunék
transdukovanych MusPV PsVs. U nenadorovych bunécénych linii Jurkat, NHDF a 3T6 nebyl
pozorovan zadny GFP signdl. Nadorové linie ve vSech ptipadech vykazovaly vy$si miru
transdukce pfi pouziti MusPV PsVs oproti HPV16 PsVs. V ptipadé bunécnych linii HEK-293
a LNCaP bylo pti transdukci MusPV PsVs pozitivnich pfiblizné 20 % bunék v zorném poli
mikroskopu (vSechna procenta uvedena pro pozitivni buriky na GFP jsou vztaZzena na
zorné pole mikroskopu) a pti transdukci HPV16 bylo pozitivnich ptiblizné 5-10 % bunék. U
bunécné linie Hela bylo pfi pouziti MusPV PsVs pozitivnich pfiblizné 5 % bunék a pfi
pouziti HPV16 PsVs pfiblizné 1-2 %. U linie U20S bylo pozitivnich pfiblizné 20% bunék pfi
pouZziti MusPV PsVs a pfiblizné 5 % bunék pfi pouziti HPV16 PsVs. U linie PC3 bylo pfi
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pouziti MusPV PsVs pozitivnich pfiblizné 10 % bunék a pfi pouziti HPV16 PsVs pfiblizné
2 %. Tyto vysledky poukazuji na trendu, kdy se MusPV PsVs vyznacuji efektivnéjsi
transdukci oproti HPV16 PsVs, coZz bylo moZzné pozorovat i ve vysledcich LRT, s vyjimkou
pro linii 293TT.

Vysledky prvniho a druhého méfeni LRT na nadorovych a nenddorovych bunécnych
liniich (bez linie 293TT) jsou uvedeny v Obr. ¢. 33 a Obr. €. 34. Vysledky méfeni pro
bunécné linie 293TT jsou uvedeny v Obr. 35. Parové srovnani aktivity lucifedzy u
jednotlivych linii transdukovanych pomoci MusPV a HPV16 bylo provedeno pomoci Mann-
Whitney U testu. Z vysledku je patrné, Ze prestoze HPV16 PsVs dosahovaly pfi zvoleném
fedéni po transdukci v linii 293TT signifikantné vysSich aktivit luciferazy (p<0.05) nez
MusPV PsV (Obr. 35), je tomu u linii HEK-293, Hela, LNCaP a PC3 v obou experimentech
opacné. Grafy také ukazuji, Ze bunécné linie Jurkat a NHDF nebyly Uspésné transdukovany
a hodnoty méreni u téchto bunécénych linii se vyznamné blizi hodnotdm pozadi. Bunécna
linie Jurkat byla do experimentu vybrana diky faktu, Zze u ni nebyla pozorovdna exprese
HSPG (Vongchan & Lindhart, 2007) a tedy bylo pfedpokladano, Ze papilomavirové PsVs do
bunék nebudou vstupovat, coz tento experiment potvrdil.

Pro analyzu, zda PsVs preferuji pro transdukci nékterou z testovanych linii, byla data
také hodnocena oddélené pro MusPV a HPV16 PsVs. Byl pouzit KruskalGv—Wallistv test a
pro vicenasobna porovnani Dunn(lv test v programu GraphPad. Tato analyza ukazala, Ze
pozorované zmény nejsou, az na nékolik vyjimek, ve vétsiné pfipadu statisticky vyznamné.
Tabulka ¢. 13 ukazuje pripady, kdy v alespon jednom z experimentd, bylo mozno
identifkovat statisticky vyznamné rozdily (*p<0,05); **p <0,01; ns = p> 0,05)

Tab. ¢. 13 — Statisticky vyznamné rozdily

MusPV HPV16
1.LRT 2.LRT 1.LRT 2.LRT

HEK-293 vs. NDHF i ** * *
HEK-293 vs. Jurkat ns * * ns
Jurkat vs. U20S ok ns *x *x
U20S vs. NDHF ok ns *x Ak
LNCaP vs. Jurkat ns * ns ns
LNCaP vs. NDHF ns *x ns ns
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Obr. €. 33 — Graf z méreni LRT — 1. pokus

Graf zobrazuje zpriimérované hodnoty méreni kvadruplikatu, chybové usecky znaci
smérodatnou odchylku, v grafu nebyla vynesena linie 293TT, ktera oproti ostatnim
linilm wvykazuje nadmérné hodnoty, aktivita luciferdzy u jednotlivych linii
transdukovanych pomoci MusPV a HPV16 byla porovnana Mann-Whitney U testem
(n=4) a, s wvyjimkou linie NHDF, byly vSechny pozorované rozdily statisticky
signifikantni (p<0.05)
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Obr. ¢. 34 — Graf z méfeni LRT — 2. pokus

Graf zobrazuje zprdmérované hodnoty méreni kvadruplikatu, chybové usecky znaci
smérodatnou odchylku, v grafu nebyla vynesena linie 293TT, ktera oproti ostatnim
liniim vykazuje nadmérné hodnoty, aktivita luciferazy u jednotlivych linif
transdukovanych pomoci MusPV a HPV16 byla porovnana Mann-Whitney U testem
(n=4) a vSechny pozorované rozdily byly statisticky signifikantni (p<0.05)
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Obr. €. 35 — Graf z méreni LRT — 1. a 2. pokus se zobrazenymi bunéénymi liniemi 293TT
Graf zobrazuje zprdmérované hodnoty méreni kvadruplikatl bunééné linie 293TT
transdukované pomoci MusPV PsVs a HPV16 PsVs., chybové usecky znaci smérodatnou
odchylku, aktivita luciferdzy v linii 293TT transdukované MusPV a HPV16 byla porovndana
Mann-Whitney U testem (n=4) a rozdily byly statisticky signifikantni (*p<0.05)

5.6 Méfeni interakce znalenych VLPs s nadorovymi a
nenadorovymi bunécnymi liniemi

Pro méreni interakce znacenych VLPs s nadorovymi a nendadorovymi bunécnymi liniemi

byla pouZita metoda prdtokové cytometrie. Pomoci této metody byla snaha o detekci

vazby MusPV VLPs na vybrané bunécné linie a jejich internalizaci v ¢ase.

Méreni interakce MusPV VLPs bylo méfeno na téchto bunéénych liniich: 3T6, 293TT,
Hela, U20S, Jurkat, HEK-293, LNCaP, PC3 a NHDF. Pro méteni byla pouZivana koncentrace
bunék odpovidajici 1 000 000 bunék na 1 ml suspenze. Pro pfesné méreni poctu bunék byl
pouzit prltokovy cytometr, kterym bylo na pocatku méreni spocitdano mnozstvi bunék. Ty
byly dle naméfenych koncentraci nafedény na pozadovanou koncentraci. Nejprve byla

mérena bunécna suspenze bez pridanych MusPV VLPs jakoZzto negativni kontrola.
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K burikdm bylo pfidano 178 ng MusPV L1/L2 VLPs, coZ odpovidalo 4,24x10° ¢astic, které
byly znaceny pomoci Rhod. Pro vlastni méfeni bylo pouZito 300 ul (300 000 bunék)
bunécéné smési s VLPs, coZ odpovidalo 53,4 ng MusPV L1/L2 VLPs, a to odpovidalo
teoreticky 1,27x10° &astic. Asociace VLPs s bufikami byla ihned méfena (¢as 0 min) na
pratokovém cytometru. Dale byly vzorky uchovdvany na ledu (zastaveni endocytdzy) a
byly méfeny v 6 patnactiminutovych cyklech.

Méreni bylo provedeno RNDr. Hanou Spanielovou Ph.D., jeZ zpracovala vysledky
pomoci programu Kaluza. Méfeni interakce MusPV VLPs v ase jsou pro jednotlivé
bunécné linie zobrazeny v grafech v Obr. ¢. 36 a Obr. €. 37. Vzhledem ktomu, Ze po
pridani VLPs nebyly burfiky promyvany, byl pfi tomto experimentu detekovan veskery
material, ktery adheroval na povrch bunék. Cilem experimentu bylo tedy zjistit, zda se

VLPs ucinné vazi k povrchu nadorovych bunék a oddélit tak fenomén vazby od procesu

internalizace.
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Obr. €. 36 — Méreni procenta bunék pozitivnich na Rhod

Jednotlivé grafy ukazuji, jak se procentualni vazba VLPs znaenych pomoci Rhod na buriky ménila
v ase, méreni se opakovala vidy po 15 minutdch, graf A zobrazuje burniky 3T6, B zobrazuje burky
293TT, C zobrazuje buriky Hela a D zobrazuje buriky U20S, vztaZeno na autofluorescenci bunék
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Obr. €. 37 — Méfeni procenta bunék pozitivnich na NHS-Rhod pomoci metody FACS

Jednotlivé grafy ukazuji, jak se procentualni vazba VLPs znacenych pomoci Rhod na bufiky ménila
v ¢ase, méreni se opakovala vZdy po 15 minutach, graf E zobrazuje bunky Jurkat, F zobrazuje buriky
HEK-293, G zobrazuje buriky LNCaP, H zobrazuje buriky PC3 a | zobrazuje graf pro buriky NHDF,

vztaZzeno na autofluorescenci bunék
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Ze ziskanych vysledkd vyplyva, Ze nejvy$si mira interakce MusPV VLPs znacenych
pomoci NHS-Rhod se objevila u bunécné linie 3T6. Oproti tomu u bunécnych linii Jurkat,
NHDF a také Hela mira pozitivity nepresahla 0,5 %. Naméfend data nijak vyrazné
nekorelovala s vysledky transdukénich experimentl. To mohlo byt zplisobeno tim, Ze se
podatilo na VLPs nakonjugovat relativné hodné molekul Rhod (1332 molekul Rhod na 1
L1/L2 castici, viz kapitola 5.4) a mohl se tak vyznamné zménit celkovy povrchovy naboj
Castice a tedy i jeji interakéni schopnosti s bunéénymi liniemi. V ndsledujicich
experimentech byly proto vyuzity také VLPs znacené pomoci Ax488 s mensi ucinnosti (12
molekul Ax488 na L1 c¢astici a 16 molekul Ax488 na L1/L2 ¢astici, viz kapitola 5.4) a byla
pfimo sledovana internalizace ¢astic do bunék. Vzhledem k ocekdavané mensi intenzité
fluorescence byly tyto ¢dastice pouzity ve dvou koncentracich.

Pro méreni internalizace znacenych VLPs byly vybrany jen nékteré linie, na zakladé
drive provedenych luciferdzovych reportérovych testd. Byly vybrany tyto linie: 293TT,
U20S, NHDF, Hela. Bunécné linie byly vysety na 12 jamkovou desti¢cku tak, aby jamka
v dobé experimentu obsahovala cca 3x10° bunék. Buriky byly inkubovany po dobu 2 hodin
s MusPV VLPs zna¢enymi pomoci Rhod o koncentraci 0,5 pg na jamku a Ax488 o
koncentracich 0,5 pg a 2,5 ug na jamku. Teoreticky pfepocet dovoluje odhadnout, Ze bylo
v experimentu pouzito v praméru 0,45 az 2,25 miliénG VLPs na bunku. Po inkubaci byl
z povrchu bunék odstranén adherovany materidl pomoci versenu a trypsinu, bunky byly
prevedeny do suspenze, nékolikrat promyty a méreny pomoci priitokové cytometrie (Obr.
¢. 38 a Obr. ¢. 39). V kazdém experimentu bylo méfeno 1x10* bunék a pro kazdy typ ¢astic
byl experiment opakovan dvakrat.

Z vysledkl méreni vyplyva, Ze typ znaceni nijak zasadné neovlivnil chovani ¢astic pfi
internalizaci do vybranych bunécnych linii. Ze srovnavaciho experimentu, kdy bylo
pridano stejné mnozstvi ¢astic (0,5 pg) znacenych extensivné pomoci Rhod (tisice molekul
barviva na jedné c¢astici) nebo Setrné pomoci Ax488 (desitky molekul barviva na ¢astici)
vyplynulo, Ze intenzita fluorescence Ax488 ve srovnani s Rhod je tak nizka, Ze nedovoluje
spolehlivé méreni (median fluorescence jen malo presahoval hodnoty autofluorescence
bunék, procento fluorescenéné znacenych bunék nepresahovala 1%). Pfi znaceni Rhod

byly naméreny vétsi hodnoty procent pozitivnich bunék. U bunécénych linii, vyjma U20S,
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byly naméreny hodnoty pfiblizné od 10 % do 20 % vice nez tomu je u VLPs znacenych
pomoci Ax488, kde bylo mnoiZstvi VLPs navyseno na pétindsobek (2,5 pg).

Pti porovnani vysledkd méreni internalizace VLPs znacenych Ax488 vynesenych do
pavucinového grafu (Obr. ¢. 29)je mozné nalézt trend ve vyssi mife internalizace L1 i L1/L2
VLPs bunécnou linii U20S. Na vysledném grafu je také moiné pozorovat vysSi miru
internalizace L1 VLPs oproti L1/L2 VLPs. Tato skutecnost by mohla byt, po provedeni
dalSich pokusu a jejim ovéreni, vyuzita pfi dopravé diagnostickych a terapeutickych latek,
nebot v pfipadech, kdy se od VLPs ocekava pouze vstup do buriky, je snazsi a levnéjsi
produkovat ¢astice sloZzené pouze z jednoho kapsidového proteinu.

U L1/L2 VLPs znacenych pomoci Rhod (Obr. €. 30) je mozné vidét podobny trend, jako
u VLPs znacenych Ax488, a tedy, Ze tyto Cdstice jsou s vysSi mirou internalizovany
burikami U20S. Vyznamnym rozdilem je vSak procento pozitivnich bunék, které se
pohybuje kolem 80 %, coZ u L1/L2 VLPs znacenych Ax488 dosahuje tato hodnota pfiblizné
6 %.
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Internalizace MusPV VLPs znacenych Ax488

U205

—11/12 (0,5 pg) 1
e L1/12 (0,5 pig) 2

L1/L2 (2,5 pg) 1

Hela 203TT

—11/12 (2,5 ug) 2
=—11(2,5pg)1
—11(2,5pg)2

NHDF

Obr. ¢. 38 — Méfeni procenta pozitivnich bunék s internalizovanymi MusPV VLPs
znacenymi pomoci Ax488 pomoci pritokové cytometrie

Vybrané bunééné linie byly pseudoinfikovany MusPV L1 a L1/L2 VLPs znadenymi
Ax488, barvy stejné skupiny (zelend, oranzova, modra) oznacuji 2 vzorky duplikatu,
tmavé zelend — L1/L2 VLPs o koncentraci 0,5 pg, svétle zelend — L1/L2 VLPs o
koncentraci 0,5 ug, svétle oranzova — L1/L2 VLPs o koncentraci 2,5 pg, tmavé
oranzova — L1/L2 VLPs o koncentraci 2,5ug, svétle modra — L1 VLPs o koncentraci 2,5
ug, tmaveé modra — L1 VLPs o koncentraci 2,5 pug, vztazeno na autofluorescenci bunék
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Internalizace MusPV VLPs znacenych Rhod
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Obr. ¢. 39 — Méfeni procenta pozitivnich bunék s internalizovanymi MusPV VLPs
znacenymi pomoci Rhod pomoci prutokové cytometrie

Vybrané bunécné linie byly pseudoinfikovany MusPV L1/L2 VLPs znacenymi Rhod,
Zlutd a zelend oznacuji duplikdty L1/L2 VLPs o koncentraci 0,5 pg, vztazeno na
autofluorescenci bunék



6 Diskuze

Mysi papilomavirus je jednim z nedavno objevenych zvitecich papilomavir(, ktery v sobé
skryvda nemaly potencidl v podobé dobfe dostupného mysiho modelu pro studium
papilomavirl, jehoz zavéry by mohly slouzit k objasnéni nékterych procesl spojenych s
onemocnénimi zpUsobovanych lidskymi papilomaviry (Cladel et al., 2015). Jednda se o
maly neobaleny DNA virus, ktery je slozen ze dvou kapsidovych proteind L1 a L2.
Papilomavirovy kapsidovy protein L1, resp. komplex proteinu L1/L2 jiZ ze své podstaty
umoznuji takzvané ,samoskladani“. To je vlastnost, kdy pfi vhodnych okolnich
podminkach a dostateCném mnozstvi spravné sbalenych kapsidovych proteint dochazi
k vytvoreni prazdné intaktni ¢astice, resp. Castice, kterd pti svém skladani muize pojmout
do svého nitra okolni molekuly DNA, pokud nepresahuji obvyklou velikost
papilomavirového genomu, tj. pfiblizné 8 tisic pb (Buck et al., 2004, Buck et al., 2013,
Cerqueira & Schiller, 2018). Tento fakt nezistal bez povsimnuti, a tudiz probihaji studie
(Bayer et al., 2018, Gonzales-Castro et al., 2018), které si kladou za cil osvétlit mozné
vyuziti papilomavirovych PsVs a VLPs pfi terapii a diagnostice lidskych onemocnéni.

PFi vyuZziti savéich a bakulovirovych expresnich systémua je dnes moziné produkovat
relativné veliké mnoZstvi proteinu. Pro bakulovirovy expresni systém od 0,65 g po 1,9 g
proteinu na 1 litr média (Lopez-Vidal et al., 2015) a pro savéi expresni systém priblizné
10 mg proteinu na litr média dle protokolu pro produkci papilomavirovych PsVs
v bunécné linii 293TT (Buck et al., 2015, viz kapitola 4.2.5.15). Jelikoz je moiné
produkovat VLPs v bakulovirovém expresnim systému, odpadaji problémy spojené se
savCimi systémy pro produkci ¢astic, jako jsou vyssi ndklady a ¢asova narocnost (Arya,
Bhattacharya, & Saini, 2008, Khan, 2013). Velkou roli pfi praktickém pouziti savcich
expresnich systémO muZe hrat také zvySenad rizikovost, coz zahrnuje mimo jiné Sifeni
virovych a/nebo prionovych nakaz (Sethuraman & Stadheim, 2006).

V laboratofi virologie, kde byla vypracovana tato prdace, byly oba tyto expresni systémy
zavedeny. Savéi expresni systém byl vyuzivan k produkci polyomavirovych a
papilomavirovych PsVs a bakulovirovy expresni systém byl vyuzivan pro produkci VLPs
odvozenych od polyomavird. JelikoZ existovaly jiz zavedené postupy, byly tyto postupy

prevzaty (MusPV PsVs ), resp. upraveny (MusPV VLPs).
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Pro produkci VLPs byly geny pro kapsidové proteiny klonovany do vektoru a na zakladé
homologni rekombinace byla vytvofena bakmidova DNA, ktera byla transfekovana do
hmyzich bunék Sf9 odvozenych od tkané vajecniku. Vzhledem ke skutecnosti, Ze se dfive
nedafilo odstranit jodixanol ze vzorku PsVs (viz kapitola 5.2), byla pro izolaci VLPs zvolena
ultracentrifugace v gradientu chloridu cesného (viz kapitola 4.2.5.5). Bohuzel pti pouziti
tohoto protokolu bylo vytvofeno pouze malé mnoiZstvi intaktnich ¢dastic. Ze snimkd
elektronové mikroskopie (viz kapitola 5.1) je viditelné, Ze okoli ptitomnych intaktnich VLPs
je vyplnéno rozpadlym materidlem, coz naznaduje, Ze pouziti ultracentrifugace
v gradientu chloridu cesného neni vhodné pro izolaci VLPs a ma za ndsledek rozpad
izolovaného materidlu. Pro dalsi izolaci byl pouzit protokol pro CHCIs/CsH10O extrakci
vytvoreny A. Hejtmankovou pro izolaci polyomavirovych VLPs. Novy protokol byl vystavén
na lyzi bunék pomoci sonikace se soucinnosti lyzaéniho pufru obsahujiciho DNAsu I, a ddle
na odliSném postup precisténi. V pripadé nového protokolu byla pouzita CHCIs/C4H100
extrakce a vysolovani pomoci siranu amonného a chloridu sodného ndsledovana
centrifugaci v gradientu sachardzy (viz kapitoly 4.2.5.16 a 5.1). Diky tomuto postupu bylo
mozné vyizolovat intaktni MusPV VLPs s a zaroven se podafilo snizit podil rozpadlého
materialu ve vzorku (viz kapitola 5.1).

MusPV VLPs byly pfipraveny ve dvou formach — L1 VLPs a L1/L2 VLPs. Castice
rozdilnych slozeni byly produkovany z nékolika divod(. Dle dostupné literatury bylo
znamo, Ze L2 kapsidovy protein mlze napomahat skladani virové kapsidy a jeji stabilizaci
a také, Ze je nedilnou soucdsti virové kapsidy, ktera umozniuje produktivni infekci (Wang &
Roden, 2013, Zhang et al., 2018). Z toho plyne, Ze jednim ze zamér( bylo ovéfit stabilitu
L1 VLPs, jejich vazebné schopnosti a zmény pfi internalizaci L1 VLPs burikami.

Proces tvorby ¢&astic byl doprovazen nespoctem kontrol, mezi které patfi mimo jiné
kontrolni restrikéni Stépeni a sekvenacdni analyzy (data neuvedena), které mély za ukol
ovérit prfitomnost danych genl ve vektorech pouzitych pro klonovani. Na zakladé téchto
ovéreni bylo predpokladano, Ze klonovani a tedy tvorba obou typl ¢astic byla Uspésna.
Problém vsak nastal pfi prikazu sloZzeni L1 a L1/L2 VLPs z danych protein(. Pro odliseni
jednotlivych kapsidovych protein( byla pouzita metoda SDS-PAGE a Western Blot. Ziskané
vysledky (viz kapitola 5.1), i pres rGzné optimalizace metod, nevedly k Uspésnému

rozdéleni L1 a L1/L2 ¢astic na zakladé jejich mobility v gelu. Nadéjnym vysledkem byl
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polyakrylamidovy gel barveny pomoci Imperial™ Protein Stain (viz kapitola 5.1 Obr. ¢. 20),
na kterém byl patrny rozdil vintenzité prouzk( znacicich L1 (vzorek ¢.2) a L1/L2 VLPs
(vzorek ¢. 6). Jedna zinterpretaci tohoto vysledku je ta, Ze jelikoz mély oba vzorky
shodnou nandasku 2 pg, vyssi intenzita v prouzku nalezicimu ke vzorku obsahujicimu L1/L2
VLPs je zpUsobena pravé pritomnosti L2 proteinu v kapsidé. Nicméné tento vysledek neni
mozné chapat jako findlni verdikt o pfitomnosti L2 proteinu ve vzorku a tedy UspéSném
rozdéleni L1 a L1/L2 castic. Dalsi postup vtomto badani by se mohl ubirat smérem
k hmotnostni spektrometrii, kterd by mohla pomoci odliSit proteiny L1 a L2 resp. L1 a
L1/L2 VLPs. Tento postup vsak v této praci z casovych divodl nebylo mozné provéfit.
Roku 2016 byla publikovana studie Kines et al., ve které byla ovéfena hypotéza tykajici
se preferencni vazby kapsid (PsVs a VLPs) lidského papilomaviru na nadorové bunky.
V této studii vychazeli z faktl, Ze primarnim receptorem pro vazbu papilomaviru jsou
HSPG, které se zdroven nachazeji ve zvySené mite a s jistymi mutacemi ¢i zménami na
bunkach odvozenych od nadorovych tkani (Sanderson et al., 2005, Hammond et al.,
2014). Tyto skutecnosti délaji z nddorovych bunék zajimavy cil pro papilomaviry a v této
studii se tedy snazili prokazat ,tropismus” virovych ¢astic (PsVs a VLPs) odvozenych od
HPV16. PsVs a VLPs byly produkovany na zakladé protokolu vytvofeného Buck et a/
(2007), ktery byl pouzit i vtéto praci pro produkci PsVs (viz kapitola 4.2.5.15). Pro
vizualizaci interakce PsVs a VLPs s nadorovymi burikami pfipravili znacené ¢astice pomoci
Ax488. Pro experimenty vyuZili bunécné linie, které byly soucasti NCI-60 panelu (NCI-60
Human Tumor Cell Lines Screen), coz je panel 60 bunéénych linii odvozenych od lidskych

nadort 1, a mnoho dalich (seznam pouzitych bunék k dispozici ve studii Kines et al.,

2016). Céstice zna¢ené Ax488 poufili pro sérii infekénich a vazebnych testd jak in vitro, tak
in vivo (pro in vivo byly pouzity laboratorni mysi, kmen BALB/c). Pro infekéni testy bylo
pouzito 57 bunécnych linii z panelu NCI-60 a u vSech prokazali citlivost k HPV16 PsVs,

s tim, Ze nadorové linie odvozené od epitelu byly citlivéjSi ve srovnani s ostatnimi liniemi.

1 Seznam bunéénych linii dostupny online:

https://dtp.cancer.gov/discovery_development/nci-60/cell_list.htm
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Mimo jiné se také snaZili prokdzat souvislost mezi vyssi afinitou HPV16 PsVs a VLPs a
HPSG na povrchu nadorovych bunék za pouZiti heparinu, ktery kompetitivné blokoval
vazbu ¢astic znacenych Ax488 na nadorové burky. Tim potvrdili Uzkou souvislost mezi
vazbou PsVs a VLPs na bunky a pfitomnosti HSPG na jejich povrchu. Na zakladé jejich
vysledkd potvrdili, Ze ¢astice odvozené od HPV16 preferencné vazi a infikuji nadorové
buriky. Byla by chyba opomenout i jeden z jejich zavérQ tykajici se faktu, Ze v nékterych
epidemiologickych studiich dochazi k detekci papilomavirové DNA v nadorovych tkanich,
coz byva interpretovano jako dlikaz, Ze spoustééem pro nadorové bujeni je pravé onen
papilomavirus, resp. jeho DNA. Dle zjisténi Kines et al. nemusi tato interpretace byt vidy
k nddorové tkani. Tedy, Ze pritomnost DNA v nadorové tkani mize byt nasledkem, nikoli
pfic¢inou.

Kines et al. taktéZ nastinuji mozna medicinalni vyuziti ¢astic odvozenych od HPV, ale
zaroven neopominaji zdlraznit i problémy, kterym se nebude jednoduché vyhnout pfi
jejich poutziti. To jsou mimo jiné problémy s imunitni reakci pfi pouziti HPV PsVs nebo
VLPs na lidech.

Studie Kines et al., 2016 predstavuje jednu z hlavnich myslenek, na kterych byla
stavéna tato prace. Pro rozsifeni jimi ovérenych hypotéz byl v této praci zvolen pravé
MusPV, se zdmérem potvrdit fakta predlozena Kines et al. pro HPV16, také na zvifecim
modelu. Zaroven se tim naskyta mozné reSeni pro nékteré problémy spocivajici v pouziti
¢astic odvozenych od HPV16, a to, Ze u pro castice odvozené od MusPV neexistuje v lidské
populaci imunitni odpovéd. Ve vysledcich transdukénich experimentd s vyuZitim MusPV
PsVs, pseudoinfekci provedenych za pouziti znacenych VLPs je moziné pozorovat trend,
ktery je v souladu s pozorovanim Kines et al., a to, Zze MusPV PsVs a VLPs preferenéné vazi
a infikuji nddorové bunky. Pro moziné porovnani vySe zminéné studie a této prace byly
k experimentdm pouzity i HPV16 PsVs. Zvysledk(l je patrné, Ze u ndmi pouzitych
nadorovych bunécnych linii (viz kapitola 4.1.2) byla mira transdukéni aktivity pfi pouZziti
MusPV PsVs dokonce vyssi nez tomu bylo pro HPV16 PsVs.

Jak bylo jiz vySe zminéno, pro méreni transdukéni aktivity byly pouzity MusPV PsVs,
které v sobé obsahovaly reportérovy plasmid s geny pro luciferdzu a GFP. GFP bylo

prevazné pouzito pro optickou kontrolu pribéhu infekce, a zaroven poskytovalo jistou
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predzvést o Uspéchu Ci neuspéchu transdukce. Zajimavym zjisténim bylo, Ze ackoli
v nékterych bunécénych liniich dochazelo ke zvySené expresi genu pro GFP, oproti
ostatnim liniim, pfi méfeni transdukéni aktivity pomoci LRT byl zjistén opacny trend. Je
pravdépodobné, Ze zde hral dulezitou roli fakt, Ze gen pro GFP se v plasmidu pCLucf (viz
kapitola 4.2.4.4) nachdzi pod promotorem SV40. Z toho vyplyva, Ze pokud dochdzi v
bunécné linii k produkci replikaéniho proteinu viru SV40 — LT — dochazi i k amplifikaci
signalu GFP, protoze LT SV40 funguje jako helikdza se schopnosti iniciovat replikaci
pfimou vazbou na SV40 pocatek replikace (Pipas, 1992).

Pro méreni transdukéni aktivity byly kromé nadorovych linii pouzity i linie nenddorové:
NHDF, HEK-293 a 3T6. Linie 3T6 byla vybrana pro svij plvod, nebot se jednalo o linii
mysSich bunék. Tyto linie slouZily jako kontrola a dle predpokladi mél byt trend
transdukce u téchto linii nizsi, oproti nadorovym. Jako kontrola slouzila i bunécna linie
Jurkat, coz byla linie vybrana kvili absenci HSPG na svém povrchu. Vysledky méreni
potvrdily nizsi miru transdukce u nenadorovych linii, aviak s jednim zajimavym zjisténim.
Tim bylo chovani MusPV PsVs s kombinaci s nenddorovou linii HEK-293, ve které bylo
mozné pozorovat stejny trend jako u bunék nadorovych. Tato skutecnost byla ziejmé
zpUsobena tim, Ze linie HEK-293 je imortalizovana pomoci Adenoviru typu 5, coz muze
ovliviiovat aktivitu virovych promotor( a regulacnich element( v reportérovém vektoru.
Zajimavym vysledkem bylo také to, Ze ackoli bylo mozné sledovat trend vysSi miry
transdukce PsVs odvozenych od MusPV u nadorovych bunéénych linii v porovnani s PsVs
HPV16, v bunécné linii 293TT byl trend opacny, a to tak, Ze PsVs HPV16 dosahoval
dvojnasobnych hodnot oproti PsVs MusPV.

Méreni interakce MusPV sndadorovymi a nenadorovymi bunécnymi liniemi bylo
provedeno za pouZiti VLPs znacenych pomoci Rhod a Ax488. Pro prvni fazi barveni bylo
zvoleno barvivo NHS-Rhod, coZ ssebou neslo jistd uskali pfi urcovani koncentrace
proteinu — tedy znacenych VLPs. Dle klasickych postupl byla snaha o zméreni
koncentrace pomoci pfistroje Qubit® fluorometer, avSak pfi méfeni dochazelo
k interferenci s pouzitym barvivem a nebylo mozné presné stanovit koncentraci vzorku.
Koncentrace byla presné zmérena pfi pouziti komercni soupravy Pierce™ Rapid Gold BCA

Protein Assay Kit. Tyto charakterizované castice byly pouzity pro méreni interakce MusPV
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VLPs v Case. Byla provedena série méfeni s Casovym rozestupem 15 minut, béhem kterych
bylo méfeno mnozstvi VLPs znacenych Rhod asociovanych na povrchu bunék.

Bunécna linie 3T6 se od ostatnich odliSovala, nebot po 75 minutach od pfidani
znacCenych c¢astic se procento pozitivnich pfipadl pohybovalo nad hranici 36 %. Tento
vysledek je vrozporu s daty ziskanymi béhem transdukénich testl, kdy byl u linie 3T6
pozorovan trend spocivajici v nizké mife transdukce. Pro vysledky ziskané pfi méreni
interakci se nabizi vysvétleni, Ze jelikoz se jedna o linii mysich bunék, muize na jejich
povrchu existovat specificky receptor umoznujici zvySenou miru asociace MusPV VLPs.

Ostatni bunécéné linie dosahovaly po 75 minutdch hodnot mezi 1,0 aZz 3,6 %. Od vyse
zminénych se odchylovaly bunécné linie Jurkat a NHDF. U téchto linii byly hodnoty
méreni po 75 minutdch na shodnych 0,5 %, cozZ potvrzovalo trend viditelny v pfedchozich
absenci HSPG na jejim povrchu. Pfekvapenim byla bunécna linie Hela, pro kterou dle
predchozich vysledkd ziskanych pomoci luciferazového reportérového testu byly hodnoty
srovnatelné s bunécnou linii PC3, avsak pfi pouziti znacenych VLPs c¢dstic procento
pozitivnich ptipadl dosahovalo maximalnich hodnot 0,5 % a to v 60. minuté (pro linii PC3
1,5 %), zatimco v 75. minuté se jiz hodnota snizila na 0,4 % (pro linii PC3 1,6 %).
Vysvétlenim by mohla byt odliSna skladba typt HSPG na jejim povrchu.

Dalsi méreni pomoci pratokové cytometrie se zaméfrila na vlastni proces internalizace
(pfi odstranéni navdzanych ¢astic na povrchu bunék) a méreni byly podrobeny vybrané
bunécné linie: Hela, U20S, 293TT a NHDF. Ktémto bunélnym liniim byly pfidavany
MusPV VLPs znacené pomoci Rhod a Ax488. Na rozdil od pfedchoziho experimentu bylo
toto méreni nastaveno tak, ze bunky byly pfed pocatkem méreni inkubovany po dobu 2
hodin s virovymi ¢asticemi a po uplynuti inkubacni doby byly bunky proplachnuty, coz
mélo zajistit odstranéni c¢astic adherovanych na povrch bunék a tedy méreni
fluorescencniho signalu pochdzejictho z éastic, které byly bunkou internalizovany.
Vysledky nepotvrdily pfedchozi trend, ktery bylo mozné pozorovat u transdukénich test(.
Hodnoty pozitivnich bunék na fluorescenéni signal pro Rhod se pohybovaly lehce nad
hodnotou 20 % u linii 293TT a Hela, a nad 10 % u linie NHDF. Zajimavym zjisténim bylo
méreni bunék U20S s pridanymi ¢asticemi znacenymi Rhod, kdy hodnota byla nad hranici

80 % pozitivnich.
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Pfi mérfeni interakce <astic znacenych pomoci Ax488 se procenta pozitivnich
pohybovala v rozmezi 4 az 6 %. Takto nizké hodnoty mohou byt vysvétleny jiz zminénym
mnozZstvim barviva navazaného na MusPV VLPs — coZ odpovida 16 molekuldm Ax488 na
jednu &astici.

Jak jiz vyplyva z cilG této diplomové prace, uUstfedni myslenkou bylo mimo jiné zjistit,
zda se Castice odvozené od MusPV dokazi preferenéné vdzat na vybrané ndadorové
bunécné linie, pfipadné tato zjiSténi porovnat s ¢asticemi odvozenymi od HPV16. Na
zakladé dostupnych vysledki transdukénich testll a méfeni interakce VLPs s nadorovymi a
nenadorovymi bunécénymi liniemi je moZné prohlasit, Ze existuje trend spocivajici v
preferencich vazby MusPV resp. HPV16 na nadorové bunécné linie a vysSi mire
internalizace virovych ¢astic. Vysledky této prace zaroven potvrzuji zavéry predstavené ve
studii Kines et al., 2016, dokonce mohou obohatit tyto zavéry o skutecnost, ze trend

preferencni vazby papilomavir( k nddorovym bunkam je mozné nalézt také u MusPV.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace byla snaha zjistit, zda ¢astice odvozené od MusPV se dokazi
preferenéné vazat na nadorové bunky, resp. jsou témito bunkami ve vyssi mire
internalizovany.

Prvnim dil¢im cilem bylo vyprodukovat a charakterizovat MusPV PsVs nesouci
reportérové geny pro GFP a luciferdzu. Tyto ¢astice byly produkovany za pouziti savciho
expresniho systému na zdkladé protokolu vytvoreného Buck et al. (viz kapitola 4.2.5.15).
Uspé&snost transdukce byla méfena za poufiti nddorovych a nenadorovych bunéénych linii
na zakladé exprese reportérovych gen(, tedy nejprve opticky na zdkladé signalu GFP a
nasledné na zdkladé LRT, tedy signalu luciferdzy. Tato metoda poskytla informace o
existujicim trendu ve zvySené preferenci nddorovych bunék PsVs.

Na zakladé druhého dil¢iho cile byly pfipraveny rekombinantni bakuloviru nesouci geny
pro L1 nebo L1/L2 kapsidové proteiny. Tyto bakuloviru byly pouZity pro produkci MusPV
VLPs v bakulovirovém expresnim systému. Pro izolaci vyprodukovanych VLPs byl
optimalizovan protokol vytvofeny A. Hejtmdnkovou a vyprodukované VLPs byly
charakterizovany. Divodem pro tvorbu obou typd VLPs — L1 a L1/L2 — byla snaha o
objasnéni vlivu L2 proteinu na vazbu VLPs na buriku, jeho vliv na stabilitu a internalizaci
VLPs. Jakmile bylo vyprodukovano dostate¢né mnozstvi VLPs, byly tyto VLPs pouzity pro
fluorescencni znaéeni pomoci Rhod a nasledné také Ax488. Toto znaceni umoznilo vyuzit
VLPs znacené Rhod pro zkoumani vazebnych interakci mezi MusPV a nadorovymi a
nenadorovymi bunéénymi liniemi a jejich méreni za pouZiti pritokové cytometrie. Na
zakladé vysledk( je mozné pozorovat trend poukazujici na zvySenou miru interakci mezi
znaenymi ¢asticemi a nadorovymi burikami. VLPs znadené Rhod a Ax488 byly rovnéz
pouzity pro analyzu ucinnosti vstupu viru do bunky, jejimz zavérem je zjisténi, ze typ
zvoleného fluorescencéniho barviva zasadné neovlivnil miru Ucinnosti. Ve vysledcich, je
také mozné pozorovat jiz zminény trend ve vyssi mife transfekéni aktivity pro nadorové
bunécéné linie. Z vysledkll rovnéz vyplyva, Ze Castice sloZzené pouze z L1 proteinu dokazi

v nékterych pripadech konkurovat ¢asticim slozenym z L1/L2 proteinu.
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