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ABSTRAKT:

Hlavni kapsidovy protein vira z ¢eledi Polyomaviridae je schopen samovolné se
usporddat do viru podobné ¢astice (virus-like particle, VLP), a to i bez ptfitomnosti
minoritnich proteinti, nespecificky vazat cizorodou DNA a rozpoznat receptor na
povrchu bunky. Tyto vlastnosti ho piedurcuji k pouziti coby vektoru v genové terapii
nebo imunoterapii. Uz diive bylo zjisténo, ze VLPs mysiho polyomaviru vyrazné
stimuluji imunitni systém a maji silny adjuvantni u¢inek. Chimerické VLPs odvozené
od mysiho polyomaviru nesouci cizorody antigen ¢i epitop by podle nasich predpokladi
po imunizaci mély vyvolat pfesné cilenou odpovéd’ imunitniho systému. Hlavni
pfekdzkou je volba imunogenu dostate¢né silného k vyvoldni adekvétni imunitni
odpovédi. Cilem této prace bylo za pomoci metod genového inzenyrstvi zkonstruovat
chimerické ¢astice nesouci na svém povrchu epitop maligniho melanomu, ktery je zndm
jako jeden z nejimunogennéjSich nadord. Pro Gcéely budouciho vyzkumu imunogennich
ucinkl téchto Castic byly zkonstruovéany tii typy VLPs. Jednalo se o Céastice nesouci
epitopy lidského melanomu, dalSi obsahujici epitop melanomu mysiho a kontrolni
Castice s ovalbuminovym epitopem. K ucelim produkce chimerickych proteinii byl
pouzit bakulovirovy expresni systém. Elektronovou mikroskopii bylo ovéfeno, ze
vnesenim nadorového epitopu do jedné z povrchovych smycek proteinu VP1, konkrétné
DE smyc¢ky, nebyla nijak narusena schopnost samouspotadavat se do VLPs, ani stabilita
vznikajicich ¢astic. Zaroven si vSechny typy vytvofenych chimerickych ¢éstic
zachovaly schopnost ucinné vstupovat do savCich bunék. Schopnost téchto Castic
vyvolat protinddorovou imunitni odpovéd’ bude dale zkouména s vyuzitim zvifecich

modelu.

KLICOVA SLOVA: mysi polyomavirus, VP1, VLP, imunoterapie, maligni melanom



ABSTRACT:

Major capside protein of Polyomaviridae family viruses is able to selfassemble
into virus-like particle (VLP) even without the presence of minor proteins, bind
exogenous DNA non-specifically and recognise the receptor on the cellular surface.
These characteristics determine its use as vector in gene therapy or immunotherapy. It
was discovered before that MPyV VLPs significantly stimulate immune system and
have strong adjuvant effect. Chimeric VLP derived from mouse polyomavirus carrying
exogenous antigene or epitop is supposed to elicit specifically targeted immune
response after immunisation. The main obstacle is choice of immunogene that is strong
enough to cause adequate immune response. The goal of this thesis was to construct
chimeric particles carrying epitop of malignant melanoma, one of the most
immunogenic tumours, on their surface, using methods of genetic engineering. For
future research of particle’s immunogenic properties three types of particles were
developed — particles with human and mouse melanoma epitopes, respectively and
control particles with ovalbumine epitop. For the purpose of production of chimeric
protein was used baculovirus expression system. It was verified then, with the use of
electron microscopy, that introduction of tumour antigen into one of surface loops of
VP1 protein, namely DE loop, didn’t disrupt the ability of selfassembly into VLPs nor
the stability of newly formed particles. All three types of particles were able to enter
mammalian cells efficiently. Ability of these particles to elicit antitumour immune

response will be further researched with use of animal models.

KEY WORDS: mouse polyomavirus, VP1, VLP, immunotherapy, malignant

melanoma
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fetalni teleci sérum

Utad pro potraviny a 1é¢iva

zkracena forma VP3 fuzovana s ¢asti unikatniho proteinu chronické
myeloidni leukémie Bcr-Abl a aminokyselinovou sekvenci
usnadnujici purifikaci a detekcei, tzv. FLAG sekvenci

variabilni fragment protilatky

antigen G

zeleny fluorescenéni protein

faktor stimulujici kolonie granulocytli a makrofaga

glykoprotein 100

glutathion-S-transferaza

VPI fazovany s GST

hodina

ktecc¢i polyomavirus

kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonova
protoonkogen, jehoZ zvySend exprese je spojena s nékterymi nadory
prsu, glioblastomy, nadory vaje¢niku, karcinomy ledvinnych bunék
a dal$imi typy tumort

lidské leukocytarni antigeny

,2Human Melanoma Black - 45“ monoklonalni protilatka proti
glykoproteinu gp100

hodin po infekci

lidsky papillomavirus

peptidové komplexy proteini tepelného Soku

interferon o

interferon y

imunoglobuliny tfidy G

interleukin 2

interleukin 12

isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

16



JCV lidsky JC virus

KAc octan draselny

kbp tisice part bazi

kDa kilodalton (t;. tisic daltonil)

Ki-67 proliferacni marker

KIV lidsky KI virus (odvozeno od ,,Karolinska Institutet)
KLH »Keyhole limpet hemocyanin®, nosiCovy protein
LAK lymfokinem aktivovany zabijec

LMM lentigo maligna melanom

LOH ztrata heterozygozity

LT ,Large tumour antigen®, velky T antigen

MAD depigmentace asociovana s melanomem

MAGEs antigeny asociované s melanocyty

MART- melanomovy antigen rozpoznavany T-buiikami-1
1/Melan-A

MCI1R melanocortin-1-receptor

MCS ,»Multiple cloning site, polyklonovaci misto, polylinker
Mdm?2 ,»Murine double minute 2 protein®, negativni regulator proteinu p53
MgAc octan hofecnaty

MHC-I hlavni histokompatibilni komplex I

MHC-II hlavni histokompatibilni komplex II

MIA »,Melanoma inhibitory activity*, autokrinni ristovy faktor
min minuta

MITF microphtalmia-asociovany transkrip¢ni faktor

MO5 melanomové bunky exprimujici ovalbumin

MPyV mysi polyomavirus

MCPyV lidsky virus karcinomu Merkelovych bun¢k

MT ,Middle tumour antigen®, sttedni T antigen

MPtV mysi pneumotropni virus

MUC1 lidsky mucin 1

MUM-1 s melanomem-asociovany mutovany antigen-1

NaAc octan sodny

NK pfirozeny zabijec
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NMM
NP-40
NY-ESO 1
oD

OVA
p14ARF

pl
p53
PAAGE
PBS

PCR

PD-1
PD-L1
PD-L2
PEG 20000
pfu
PITSLRE
PMSF

pRb

preS1
RNA
RNaza
RTG

rprm

6INK4A

S

SDS
SSM

ST
SV40

T4

TCR
TEMED
TIL

primarné noduldrni melanom

Nonidet P-40

»New York esophageal squamous cell carcinoma“, nddorovy antigen
optické denzita

ovalbumin

protein ovlivitujici melanogenezi a aktivitu proteinu p53
inhibitor cyklin-dependentni kinazy 4

tumor protein 53, onkosupresor

polyakrylamidova gelova elektroforéza

,Phosphate Buffered Saline®, fosfatovy izotonicky tlumivy roztok
polymeréazova fetézova reakce

koreceptor oznaCovany jako programovana bunécénd smrt 1
ligand programované smrti-1

ligand programované smrti-2

polyethylenglykol 20000

plak formujici jednotka

rodina protein kinaz

fenylmethylsulfonyl fluorid

»Retinoblastoma protein“, onkosupresor

jeden z antigenti hepatitidy B

ribonukleova kyselina

ribonukleaza

rentgenovy

otaCky za minutu

sekunda

dodecylsulfat sodny

superficialng se §ifici melanom

,»Short tumour antigen®, maly T antigen

opici virus SV40 (Simian vacuolating virus 40)
bakteriofag T4

T-buné&ény receptor
N,N,N*,N°‘-tetramethylethylendiamin

tumor-infiltrujici lymfocyty
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TK tkanova kultura

TLR Toll-like receptory, rozpoznavaji patogenni molekularni vzorce

TNF faktor nekrotizujici nadory

Tregs regulaéni T-lymfocyty

TRIS tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TSTA nadorové specifické transplantacni antigeny

TSV trichodysplasia spinulosa-associated polyomavirus

tVP3 zkrdcena forma minoritniho kapsidového proteinu mysiho

polyomaviru (C-koncové aminokyseliny 105 — 204)

TYRP-1 protein piibuzny tyrozindze 1

TYRP-2 protein piibuzny tyrozinaze 2

U jednotka (ptfesna definice popsana vyrobcem piislusného enzymu)
uv ultrafialovy

VEGF vaskularni endotelidlni rastovy faktor

VLPs ,, Virus-like particles®, umélé virové Castice

VP1 hlavni strukturni protein polyomavir

VP1_7less VP1 zkraceny v DE smycce o 7 aminokyselin

VP2 minoritni strukturni protein polyomavira

VP2-Her2 VP2 mysiho polyomaviru fuzovany s extracelularni a

transmembranovou &asti lidského Her-2/neu

VP3 minoritni strukturni protein polyomavirt

WHO sveétova zdravotnicka organizace

wt divoky typ

WUV lidsky WU virus (odvozeno od Washington University)
ZA zivny agar

7B Zivny bujon
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Detailni studium vird, jejich Zivotnich cykll a interakci s hostitelskou buiikou je
dilezitym nastrojem pokroku v mnoha oblastech biologie a mediciny. Pochopeni
molekuldrnich mechanismi vyuzivanych viry v pribéhu infekce slouzi nejen k vyvoji
ucinnych 1éCiv a obrannych prostfedki proti ndkaze a Sifeni téchto patogeni, ale i
k nalézani novych pfistupti v 1é¢b¢ jinych zavaznych chorob. Unikatni vlastnosti virt
poskytuji také nové moznosti na poli genové terapie a imunoterapie. Timto smérem se
V soucasné dob¢ ubird vyzkum mnoha védeckych skupin po celém svété a pocet studii
zalozenych na virovych vektorech neustdle stoupd. Kapsidové struktury mnoha virt
mohou byt vyuzity k dopravé terapeutickych gend nebo viru vlastnich ¢i cizorodych
antigend do cilovych bunék. Tento pfistup by v idedlnim piipadé mohl byt pouzit
k obnoveni funkce poskozenych gent ¢i k vyvolani do té doby chybéjici nebo utlumené
imunitni odpovédi. Je vSak nejprve nutné co nejlépe porozumét vSem aspektiim
zivotniho cyklu virti a jejich interakci s hostitelskou bunikou, abychom se jimi mohli
inspirovat pfi vyvoji G¢innych terapii a byli schopni eliminovat mozna rizika s nimi
spojend. Snaha o konstrukci vakcin zaloZzenych na virovych nanocasticich (Virus-like
inaktivovanym vakcinam, u kterych v pfipadé nedokonalé ptipravy muze dojit
K propuknuti choroby ¢i jinym nezadoucim vedlej§im ucinkim. Technologie VLPs
vyuziva schopnosti virovych proteinli se samostatné uspofadat do kapsidovych struktur.
Vyhodou tohoto pfistupu je i vysokd imunogenicita téchto Castic a tedy adjuvantni
efekt, ktery navozuji.

Tato diplomova prace se zabyva ptipravou chimerickych nanocastic mysiho
polyomaviru, které na svém povrchu nesou epitopy maligniho melanomu a mohly by
tedy slouzit jako soucdst adjuvantni terapie v 1écbé tohoto zhoubného onemocnéni.
V ramci této prace byly zkonstruovany i1 kontrolni ¢astice odvozené od mysiho
polyomaviru nesouci epitop kufeciho ovalbuminu a dale umélé kapsidy jednoho z

lidskych patogenti, viru JC, pro vyzkumné a diagnostické ucely.
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2.1. MALIGNI MELANOM
2.1.1. Uvod a historie

Jiz v 5. stoleti pfed nasim letopoctem se Hippokrates zmiiiuje o ,,Cerné rakoviné*
a u mumii Inkt starych vice nez 2400 let byly objeveny metastazy melanomu v kizi a
kostech. Prvni dostupnd zminka o melanomu v odborné literatute je datovana do roku
1870, kdy John Hunter popsal z¢asti bily a z¢asti ¢erny nadorovy vyrustek na krku
jednoho z pacient. Melanom byl poprvé popsan jako samostatna klinickd jednotka
René Laennecem vroce 1806. Ten také roku 1812 pouzil termin ,,melanosis®.
Rozpoznal a diagnostikoval téZ metastazy v mediastinalnich uzlinach, jatrech, zaludku,
oc¢ich a plicich. Zaznam prvni operace metastaz melanomu byl publikovan roku 1850
v ¢asopise Lancet. Termin melanom byl poprvé pouzit Robertem Carswellem v roce
1838. Prvni zminky o melanomu v Cechéch jsou datovany do roku 1858, kdy profesor
Eiselt popsal tfi ptipady tohoto onemocnéni (shrnuto v KRAISOVA, 2006).

Melanom je velmi agresivni a vuci terapii rezistentni zhoubny nador bunck
schopnych produkovat pigment — melanocytd (MARKOVIC et al., 2007a). Jedna se o
nador neuroektodermdlniho plvodu, proto se mize vyskytnout v riznych tkdnich —
nejcastéji se jedna o kizi, dale pak o o¢ni tkan a velmi vzacné o sliznice (KLENER,

2002).

2.1.2. Etiologie a patogeneze

Melanocyty, zodpovédné za pigmentaci kize a vlast, sidli v bazalni vrstvé
epidermis a produkuji melanin, ktery Stihlymi dendritickymi vybézky transportuji ve
form¢ vackid — tzv. melanozémi, keratinocytim, ve kterych se rozprostira jako
ochranny §tit nad jadrem. Melanin absorbuje UV zéfeni a neutralizuje volné radikaly
vznikajici jeho pisobenim, a chrani tak kozni bunky ptfed oxidativnim poskozenim
(MARKOVIC et al., 2007a).

Etiologie naddorové transformace melanocytll nebyla dosud zcela objasnéna. Na
jejim pocatku obvykle stoji onkogenni mutace, kterd po neucinné opraveé reparacnimi
systémy bunky spousti za vhodnych podminek kaskadu patologickych zmén vedoucich
k mnozeni poskozenych melanocytli, nariistu chromozomalnich nestabilit a kumulaci
dalsich mutaci (KRAISOVA, 2006). Na vzniku a vyvoji této malignity se podili fada

faktorti, které se vzajemné ovliviiuji. Objasnéni vztahil a interakci mezi genetickymi a
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vnéj§imi vlivy jsou vsouCasné¢ dobé subjektem mnoha probihajicich vyzkumi

(MARKOVIC et al., 2007a).

2.1.2.1. Vnéjsi rizikové faktory

Sviij nezpochybnitelny podil na vzniku melanomu nese zevni prostiedi.
Vyznamnym c¢initelem, jehoZ pilisobenim na bunky lidského organizmu se zabyva cela
fada studii a programii (napi. program svétové zdravotnické organizace WHO —
INTERSUN, viz http://www.who.int/uv/en/), je vliv ultrafialového zafeni, a to
predevsim jeho UVB slozky.

Destruktivni u¢inky UV zafeni, jemuZ je pfi¢itdna role iniciatoru, promotoru,
kokarcinogenu a imunosupresoru, se b&hem Zivota postupné kumuluji (KLENER,
2002). Zasadni pro vyvoj nemoci je celkova davka zareni dopadajici na kizi v priab&hu
celého zivota, obdobi zvysené expozice sluneénimu zéafeni (pfedevsim v détstvi, ale
samoziejm¢ i v dospélosti), zda dochazi k expozici narazové ¢i chronicky, Cetnost a
intenzita spaleni klize a dalsi ne zcela objasnéné faktory (KLENER, 2002; KRAISOVA,
2006). Zakladni rizikové faktory pro vznik melanomu jsou shrnuty v tabulce 2.1.

Mnozstvi UV zafeni dopadajictho na zemsky povrch je zavislé na
atmosférickych podminkach (stav ozonové vrstvy, znecisténi ovzdusi, oblacnost), denni
dobé, nadmoiské vysce, roénim obdobi a zemé&pisné §ifce (KRAISOVA, 2006). Proto
jsou napt. ohrozenéjsi skupinou bélossti obyvatelé rovnikovych oblasti, ktefi jsou vice

vystaveni zhoubnému plisobeni slune¢niho zareni.

Kozni fototyp Lidé se svétlou ktizi maji melanom castéji

Etnicky ptivod Melanom je pfevazné nador bilé rasy

Schopnost se opalit Lidé, kteti se dobfe opaluji, maji melanomy mén¢ ¢asto

Tendence ke spaleni ktize Opakované spaleni ktize zvySuje riziko melanomu

Pocet béznych névi Cim vy$si podet névii, tim vétsi riziko melanomu

Dysplastické névy Jejich pfitomnost a vyssi pocet zvysuji riziko melanomu

Dovolené u moie Casté dovolené u mote zvysuji u bélochi riziko melanomu
Interminentni slunéni je rizikovéj$i nez chronické

Migrace Lidé se svétlou kizi, ktefi se piestéhuji do mist s vysokou intenzitou
slune¢niho zéfeni, maji vyssi riziko vzniku melanomu

Tabulka 2.1.: Zékladni rizikové faktory spojené s expozici sluneénimu zafeni podilejici se na vzniku

melanomu. Pievzato z Kraisova (2006)
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Podle reakce kiize na slunecni zafeni a funkéni kapacity melanocytii mizeme
rozli§it 6 zakladnich fototypi kiize od nejcitlivéjSiho typu I, s velmi svétlou kizi
citlivou na slune¢ni zafeni se sklonem ke spaleni, pihami, svétlyma o¢ima a zrzavymi
vlasy, az po typ VI, s kizi ¢erné barvy, velmi odolnou vii¢i Skodlivym G¢inkim UV
zafeni, Cernymi vlasy i o¢ima (KRAISOVA, 2006). Fototyp I a II s sebou pro svého
nositele pfinasi nejvyssi riziko vzniku melanomu (TITUS-ERNSTOFF et al., 2005;
KLENER, 2002).

Novodoby trend traveni dovolenych v oblastech se vysokym slunecnim zarenim
vedl bohuzel ziejmé i ke znacnému narastu incidence melanomu. Az 60 — 90% novée
vzniklych pfipadi melanomu je pravdépodobné nasledkem zvySené expozice
slune¢nimu zafeni (KRAISOVA, 2006). Negativni vliv dal§ich zdrojii UV zafeni jako
napf. solarii zatim nebyl jednozna¢né potvrzen (MARKOVIC et al., 2007a).

2.1.2.2. Vnitini faktory

Na vzniku maligntho melanomu se podili 1 genetické¢ faktory, které nejen
umoziuji vznik melanomu, ale zaroveti i ovliviuji jeho pozd&jsi chovani (KRAISOVA,
2006).

Oproti vzité predstaveé laické verejnosti, pouze ptiblizné¢ 26% melanomt vznika
na zaklad¢ preexistujiciho malanocytarniho névu (benigni akumulace melanocytt), at’
jiz kongenitalniho nebo ziskaného. Pravdépodobnost vzniku melanomu se v téchto
piipadech ruzni na zakladé typu, velikosti, po¢tu a lokalizaci névu (BEVONA et al.,
2003). S vysSim rizikem jsou spojeny piedevSim dysplastické, tedy cytologicky
atypické, névy. Nachylnéjsi se zdaji byt jedinci s vétSim poctem dysplastickych névi
(TITUS-ERNSTOFF et al., 1988). Zvlasté pokud jejich osobni ¢i rodinna anamnéza uz
vyskyt melanomu zahrnuje, je piitomnost takovéhoto atypického névu Spojena se
signifikatné vyssim rizikem vyvoje choroby (HALPERN et al., 1993). Pacienti trpici
familidrnim syndromem oznacovanym jako syndrom dysplastického névu, syndrom
atypického névu nebo také FAMMM syndrom (Familial atypical multiple mole and
melanoma syndrome) jsou vystaveni vyrazné vysSimu riziku vzniku melanomu
(GREENE, 1999). Familiarni vyskyt melanomu vypovida o zfejmé nezanedbatelné roli
dédicnosti v patogenezi melanomu.

U hereditarniho melanomu je velmi ¢asto mozno nalézt mutaci v genu CDKN2A
na kratkém raménku chromosomu 9. Tento lokus koduje dva proteiny ¢tené z odliSnych

¢tecich rdmct, ucastnici se na regulaci rstu a apoptdzy: inhibitor cyklin-dependentni
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kinazy 4 (CDK4), protein pl16'""**, a dale protein p14*~" ovliviiujici melanogenezi a
aktivitu proteinu p53 (viz obr. 2.1.). P16™*** inhibuje CDK4-zprostiedkovanou
forforylaci proteinu pRb, coz udrzuje pRb v hypofosforylovaném aktivnim stavu a
umoziuje tak vazbu jeho k E2F a represi transkripcni aktivity tohoto faktoru. Tato
interakce je soucasti tzv. G1 kontrolniho bodu bunééného cyklu, kterym musi buiika
projit, pokud se ma rozdglit. Kdyz ovsem dojde ke ztraté funkce pl6™ ** &i ke
konstitutivni aktivaci CDK4, je tento kriticky bod bunééného cyklu narusen a
proliferace bunky se vymyka kontrole. P14ARF piedchazi Mdm2-zprostiedkované
degradaci proteinu p53, dilezit¢ho onkosupresoru a proapoptotického proteinu, a tim
podporuje jeho stabilizaci. Mutace v téchto proteinech tedy vede k nekontrolovatelné
proliferaci postizenych bun€k a moznosti hromadéni dalSich mutaci (KLENER, 2002;
KRAISOVA, 2006; LIN et al., 2008). Daldi mutace spojenad se zvysenym rizikem
vzniku melanomu postihuje chromozom 12, pfesnéji gen pro CDK4. Pozménéna,

6™ A vede ke vzniku stejného

konstitutivné aktivni CDK4 rezistentni vi¢i pusobeni p1l
fenotypu jako mutace v p16 (LIN et al., 2008). Diky tomu, Ze se jedna o autozomalné
dominantni mutace, muze ztratou heterozygozity (LOH, z anglického loss of
heterozygosity) dojit k uvedenym zméndm i1 u sporadickych forem onemocnéni
(KLENER, 2002). Na expresi této mutace se podili fada dalSich genetickych a
epigenetickych mechanismi. Role epigenetickych mechanismt v patogenezi malanomu
shrnuta v HOWELL et al. (2009)

Familiarni vyskyt melanomu vsak neni pfili§ Casty. Pfevazna vétSina nadort se
objevuje sporadicky, ale provazi je s vysokou frekvenci stejné zmény, jaké lze nalézt u
onemocnéni hereditarniho. Jedinym rozdilem je, Ze zatimco u dédi€né formy
onemocnéni postihuje mutace germindlni bunky (GREENE, 1999), u sporadicky
vzniklych melanoml se sice jednd o shodné, ale vyluéné o somatické, mutace
melanocytdl (KLENER, 2002; KRAISOVA, 2006).

Jednim z dalSich genti, ktery mize byt postizen je MC1R. Mtizeme ho zaradit do
skupiny vice nez 120 gent urcujicich zbarveni kiize a vlasi. Koéduje transmembranovy
receptor pro o-melanocyty stimulujici hormon (a-MSH) exprimovany na povrchu
melanocytd (LIN et al., 2008). Jedna se o receptor spojeny s G-proteinem, podilejici se
na regulaci hladiny cyklického AMP, coz je dilezity druhy posel majici zasadni roli
Vv mnoha bunéénych signalnich kaskadach a metabolickych procesech. Vlivem aktivace
Mclr je zvySena exprese transkripéniho faktoru MITF, ktery spousti expresi genli

dalezitych pro syntézu melaninu. PIn¢ aktivni alely MCI1R jsou zodpovédné za tvorbu
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tmavého pigmentu eumelaninu, zatimco alely s oslabenou aktivitou vedou k produkci
cerveného/Zlutého pigmentu feomelaninu, ktery mize mit i fotosenzibilizacni G€inky
(KRAISOVA, 2006). Kodujici oblast MCIR je vysoce polymorfni (existuje
piinejmensim 30 alelickych variant) a pfitomnost jedné ¢i vice raznych alel je silné
spjata s fenotypovymi znaky jako jsou zrzavé vlasy, pokozka fototypu I a nachylnost
Kk tvorbé pih. Bylo také zjisténo, ze urcité varianty MCIR jsou spojeny se zvySenym
rizikem vzniku koZniho melanomu (PALMER et al., 2000; KENNEDY et al., 2001).

U malanomovych bunék na rozdil od neposkozenych melanocytii velmi Casto
dochazi k aneuploidii n¢kterych chromozomil. Nejcastéji se jedna o aberace
chromozomu 1, 6 a 9, dale pak mtze dojit ke zmnozeni chromozomu 7 a aberacim 10.
chromozomu. U metastazujicich pacientli dochazi ve vice nez 50% ptipadi k aberacim
11. chromozomu, oproti necelym 20% u primarnich melanomii (KRAISOVA, 2006).
Na terminalni c¢asti kratkého raménka chromozomu 1, pravdépodobné v lokusu
PITSLRE, ktery je tvofen tfemi tandemovymi duplikacemi genu pro proteinkindzu p58,
se nachéazi gen pro onkosupresor, ktery ma sviij podil na vzniku a rozvoji maligniho
melanomu. Overexprese PITSLRE navozuje apoptézu bunck, zatimco snizeni exprese
vede k déleni bunék a jejich rustu. U vétSiny transformovanych melanomovych bunék
dochazi bud’ k deleci nebo expresi mutovaného lokusu. Vyskyt tohoto typu poskozeni
dosahuje az 60% piipadii metastazujictho melanomu (KRAISOVA, 2006). Dalsim
castym defektem (50% melanomt) je delece dlouhého raménka chromozomu 6,
objevujici se az v pozdgjsich stadiich onemocnéni (KRAISOVA, 2006). Jak jiz bylo
zminéno, nejlépe prostudovany jsou zmény 9. chromozomu, postihujici nadpoloviéni
vétSinu pacientil s melanomem, at’ uz jednd o onemocnéni familidrniho ¢i sporadického
typu (KRAISOVA, 2006)

U maligné transformovanych melanocytll byla zaznamenana fada genetickych a
molekularnich zmén zasahujicich do pfirozeného prubéhu bunééného cyklu, bunécéné
signalizace ¢i senescencnich a apoptotickych drah. Hromadici se zmény, naruSujici 1
mezibunéénou komunikaci a adhezi, zvySuji agresivitu choroby a mohou nakonec
vyustit v migraci nddorovych bun€k a vznik metastdz. Bohuzel rozsah ani zaméteni této
diplomové prace nedovoluje se této velmi zajimavé a komplexni problematice blize
vénovat a zabyvat se detailnim rozborem téchto genetickych defekti. Touto oblasti se
nicméné zabyva celé fada plivodnich i pfehlednych ¢lankd (napt. SATYOMOORTHY a
HERLYN, 2002; McGARY et al., 2002; CURTIN et al., 2005; HAASS a HERLYN,
2005; HAASS et al., 2005; GAGGIOLI a SAHAI, 2007; CROWSON et al., 2007;
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SEKULIC et al., 2008; LOPEZ-BERGAMI et al., 2008; GHOSH a CHIN, 2009;
PALMIERI et al., 2009; a fada dalsich). Cim hlubsi a komplexngjsi je nase poznani a
porozuméni molekuldrni Urovni patogeneze melanomu, tim bliZze se dostdvame ke
kyZzenému cili, tedy k vyvoji u¢inné, piesné cilené, ¢i dokonce skupindm pacientli nebo
jedinctim na miru $ité 1é¢by této velmi agresivni choroby.

Hlavni dréhy, které mohou byt u melanomovych buné¢k zasaZeny a naruseny

jsou zobrazeny na obr. 2.1.

Obr. 2.1.: Hlavni drahy, které mohou byt zasazeny u melanomu. Schematické znazornéni drahy

asociované s N-RAS, BRAF a mitogenem-aktivovanou proteinkinazou (MAPK) a drahy spojené s
CDK2A a MITF. Plné Sipky pfedstavuji aktivacéni signaly, pferusované inhibi¢ni. BAD, BCL-2
antagonist of cell death; cAMP, cyclic AMP; CDK4, Cyclin-dependent kinase 4, CDKN2A, Cyclin-
dependent kinase inhibitor of kinase 2A; ERK1/2, Extracellular-related kinase 1 or 2; IkB, inhibitor of kB
protein; IKK, inhibitor-of-kB-protein kinase; MC1R, melanocortin-1-receptor; MITF, Microphthalmia-
Associated Transcription Factor; MEK1/2, Mitogen-activated protein kinase-extracellular related kinase
1/2; PI3K, Phosphatidylinositol 3 kinase; PIP2, Phosphatidylinositol bisphosphate; PIP3,
Phosphatidylinositol trisphosphate; PTEN, Phosphatase and tensin homologue. Pievzato z PALMIERI et
al. (2009)
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2.1.2.3. Metastazujici melanom

Melanom ma vysokou schopnost metastazovat prostiednictvim lymfatickych i
hematogennich cest. Metastazy melanomu se mohou objevit ve vSech organech nebo
tkanich, nékteré lokalizace ale prevazuji. Casto je napadena kiize a podkozi (45-55%) a
regionalni lymfatické uzliny (40-50%), nasleduji vzdalenéjsi lymfatické uzliny, plice
(35-47%), jatra (25-35%), centralni nervova soustava (25-37%), kosti (15-20%) a
gastrointestinalni trakt (10-15%). Median pieziti pacientl s visceralnimi metastdzami se
pohybuje od 6 do 9 mésictli, v zavislosti na rozsahu postizeni a bez zavislosti na typu
1é¢by. Doba preziti je zna¢né ovlivnéna polohou metastdz a poctem napadenych organti

(KRAISOVA, 2006).

2.1.3. Epidemiologie

Incidence melanomu m4, navzdory rUznym preventivnim programim
pofadanym zdravotnickymi organizacemi, trvale vzrastajici tendenci a je, jak jiz bylo
feceno, ovlivnéna fadou vzajemné provazanych faktort, jako je kozni fototyp, intenzita
slune¢niho zéfeni, v€k pacienta, socioekonomické poméry, genetické a dédicné faktory
a dalsi (KRAISOVA, 2006). Nejéastéjsi vyskyt choroby je zaznamenavam v zemich
s vysokym pocétem dnil plného slune¢niho svitu a u bélosské populace severského typu
se svétlou kazi (KLENER, 2002). Geograficky se jednd o bélosské obyvatelstvo
Australie a Nového Zélandu, néasledované obyvateli jiznich statl USA. V poslednich
letech nariistd incidence i1 ve statech severni Evropy, kde pfevlada obyvatelstvo
nordického a keltského typu. U Cernocht, asiati a dalSich ras tmavsi pleti je melanom

pomérné€ vzacny. Odhadovanou incidenci melanomu v roce 2008 piibliZzuje obr. 2.2.
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Estimated crude incidence rate per 100,000
Melanoma of skin: both sexes, all ages

W <03 [ <06 <11 <55 MW <53
GLOBOCAN 2008 (M) - 22.4 2011

Obr. 2.2.: Odhadovana vSeobecnd incidence melanomu na 100000 obyvatel v roce 2008 (zahrnuta ob¢

pohlavi a v§echny vékové skupiny). Pfevzato z http://globocan.iarc.fr

v

Mortalita pacienti s malignim melanomem se v poslednich letech celosvétove
snizila, za coz je pravdépodobné¢ vysokou meérou zodpovédna lepsi a vcasné€jsi
diagnostika. Pétileté preziti v 50. letech bylo 49%, v 90. uz dosahlo az 81% (KLENER,
2002). Celosvétovou situaci v roce 2008 tykajici se vSeobecné Umrtnosti pacientl

postizenych melanomem vyjadiuje obr. 2.3.
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Estimated crude mortality rate per 100,000
Melanoma of skin: both sexes, all ages

B <01 [ <03 <05 W<21 MWP<68
GLOBOCAN 2005 (1ARC) - 22.4.2011

Obr. 2.3.: Predpokladana vSeobecna mortalita pacient na 100000 obyvatel v roce 2008 (zahrnuta obé

pohlavi a v§echny v€kové skupiny). Ptevzato z http://globocan.iarc.fr

V CR dosahuje incidence stfednich hodnot, ale také trvale stoupa — na pocatku
70. let minulého stoleti dosahovala 3,2 na 100000 obyvatel, v 90. letech uz to bylo 11,4
a na pocatku 21. stoleti jiz 15,3. Standardizovand incidence v roce 1998 tedy Cinila 8%
na 100000 obyvatel, coZ predstavovalo 2,1% vSech hlaSenych malignich nadorti. Ro¢ni
nartst incidence melanomu v CR je 7,7% u muzi a 8,3% u Zen, coZ souhlasi s vysledky
ziskanymi v evropské populaci, kde se uvadi ro¢ni narist 5 — 8% (KLENER, 2002;
KRAISOVA, 2006). Vyvoj incidence a mortality v CR v letech 1977 — 2008 zobrazuje
graf 2.1.
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Graf 2.1.: Incidence a mortalita melanomu v CR v letech 1977 — 2008. P¥evzato z www.svod.cz

Rovnéz klesa primérny veék pacienti s melanomem a bohuzel dnes neni
vyjimkou ani vyskyt tohoto onemocnéni u déti prepubertalniho véku. V soucasné dobé
se uvadéji 2 nejvice postizené vékové skupiny, a to 30 — 40 let a 55 — 70 let (KLENER,
2002; KRAISOVA, 2006). Zastoupeni jednotlivych vé&kovych skupin pacientd v CR
shrnuje graf 2.2.
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Graf 2.2.: Incidence melanomu a mortalita dle vékovych skupin pacientti v CR v obdobi 1977 — 2008.

Pfevzato z www.svod.cz
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Plvodni prace zabyvajici se vyskytem melanomu tvrdi, Ze 2x Castéji postihuje
zeny nezli muze. S naristajici incidenci tento rozdil ale klesa a v nékterych evropskych
zemich je uvadén pomér 1,5:1. V oblastech s vysokou incidenci se pomér postiZzenych
muzu a zen vyrovnava a v nékterych statech Australie a USA jsou dokonce CastéjSimi
pacienty muzi. Nelze tedy jednoznacné urcit, které pohlavi melanom postihuje Castéji.
V CR je tento pomér v poslednich letech téméf 1:1 — napf. incidence v roce 2002
dosahla u muzi i Zen shodn¢ 15,3/100000. Rozdily vSak muizeme pozorovat
v anatomické distribuci nadort. Zatimco zeny jsou nejcastéji diagnostikovany s nadory
nachdzejicimi se na dolnich koncetinach (hlavné na bércich), u muzi se jednd o
melanom na trupu v oblasti zad (KRAISOVA, 2006; NEWELL, 1988). Tato mista
vyskytu naznacuji, Ze pfi iniciaci a propagaci choroby mohou hrat dalezitou roli jak

chronickad, tak intermitentni expozice UV zateni (MACKIE, 2000).

2.1.4. Klinické varianty maligniho melanomu

Maligni melanom lze rozdé¢lit na formy kozni, slizni¢ni a o¢ni.

2.1.4.1. O¢ni formy maligniho melanomu

Maligni melanom postihujici oko patii velmi vzacné druhy rakoviny
(MARKOVIC et al., 2005b). Miize byt odvozen od riznych nitroo¢nich struktur — mize
se jednat o melanom cévnatky, fasnatého télesa nebo duhovky (KLENER, 2002).

2.1.4.2. Slizni¢ni formy maligniho melanomu

Tvoti méné nez 1% piipadd melanomu, jsou Castéjsi u asijskych ras (5 — 8%).
Nejcastéji jsou lokalizovany na sliznicich vaginy, andlniho otvoru, gastrointestindlniho
traktu, Ustni dutiny, nosni dutiny a paranazéalnich sint (KLENER, 2002). Vzhledem
k lokalizaci nadord neni predpokladan ptimy ucinek UV zafeni na vznik choroby

(MACKIE, 2000)

2.1.4.3. KoZni formy maligniho melanomu
Podle morfologie a histopatologickych rysii lze rozliSit nékolik klinickych
variant melanomu (KLENER, 2002; KRAISOVA, 2006):
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- superficialng se Sitfici melanom a sekundarné nodularni melanom (SSM;
65 — 75% ptipadi melanomu)

- primarn¢ nodularni melanom (NMM; 15 — 30%),

- lentigo maligna a lentigo maligna melanom (LMM; 4 — 10%)

- akrolentigdzni melanom (ALM; 2 — 10%)

- desmoplasticky melanom (<1%)

- amelanoticky melanom (1 — 7%)

Nektefi autofi navic vymezuji jako samostatnou jednotku jesté melanoma in situ
a primarng amelanoticky melanom (KRAISOVA, 2006). Existuji i daldi formy

melanomu, které jsou ovSem uz velmi raritni.

2.1.4.3.1. Melanoma in situ

V piipadé melanoma in situ se jedna spiSe o pocateni vyvojové stadium
melanomu, ve kterém jesté nedoslo k rozSifeni melanomovych bunék mimo uroven
dermis. V epidermis dochazi k vyrazné proliferaci melanocytt, které se $ifi az ke
stratum granulosum a tvoti drobna hnizda, ktera ale nepiesahuji do koria. Pokud neni
v tomto stadiu odstranén, zacnou nadorové bunky pronikat pies bazalni membranu do
koria, a nador se pfeméni na jednu z pokroéilejsich klinickych variant (KRAISOVA,
2006).

2.1.4.3.2. Superficialné se Sifici melanom a sekundarné nodularni melanom (SSM a
SN SSM)

Jedna se vlastn€ o dvé vyvojové faze nejcastéji se vyskytujici formy melanomu,
kterd je na pocatku charakterizovana pomalym horizontalnim ristem pigmentového
loziska trvajicim mésice i l1éta. Pokud neni melanom v této fazi odstranén, dochazi
k jeho pfechodu pravé na sekundarné nodularni formu, pro kterou je pfizna¢ny vznik
uzlt ulozenych ve sttedu ale 1 pfi okrajich loziska a jejich rtist v horizontalni 1 vertikalni
roving. Po této pfeméné se nador stdva velmi agresivnim a miize dochazet ke vzniku
metastaz. Tretina piipadd vznika v misté preexistujiciho névu (dysplastického nebo
junk¢niho), dvé tietiny de novo na predem nepostizené kuzi. Vyskyt je nejcastéjsi mezi
30. — 50. rokem zivota (MACKIE, 2000; KRAISOVA, 2006). Hlavnimi rysy
takovéhoto melanomu jsou velikost >10 mm, tmavé skvrnité zbarveni, asymetrie a

nepravidelnost okraje (KRAISOVA, 2006).
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2.1.4.3.3. Nodularni melanom (NMM)

Jedna se o melanom charakterizovany uz od svého vzniku vertikdlnim ristem
nejen nad kozni povrch, ale i do hlubokych vrstev koria, a vysokou pravdépodobnosti
vzniku metastaz. Casto je amelanoticky a nevykazuje typické rysy. Nejéastéji se
vyskytuje na predem nepostizené kuzi trupu, hlavy a krku, obé pohlavi jsou postizena
rovnou mérou. Typicky je pro né&j rychly rist a jednotnd pigmentace v hnéd¢, cerné
nebo Sedocerné barveé. Z hlubsSich partii nadoru mize dochazet k intralymfatickému a

intravaskuldrnimu metastazovani (KLENER, 2002; KRAISOVA, 2006).

2.1.4.3.4. Lentigo maligna a lentigo maligna melanom (LMM)

Opét se jednd o dvé vyvojové faze jednoho typu melanomu, lentigo maligna
nebo také melanosis praecancerosa circumscripta Dubreuiln (DUBREUILH, 1894) ¢i
Hutchinsonova skvrna (HUTCHINSON, 1890) je vSak povazovan za ptednadorové
stadium. NejcCastéji se vyskytuje u starSich lidi na kGzi hlavy a krku, chronicky
vystavené destruktivnimu ptsobeni sluneéniho zateni (SITUM et al., 2010). Na pocatku
se jedna o drobnou, pomalu rostouci tmavou plochu, kterda mize mit mapovitou
nepravidelnou pigmentaci. Pomalu se vyviji a mize dosdhnout velkych rozméra a
postihnout celou tvar véetné vicek a spojivek. Pii v€asném zachyceni je lentigo maligna
mozno vylécit chirurgickym odstranénim. Pfi nedostatené excizi mize dojit k recidivé
choroby, avSak nedochazi zde k tvorbé metastaz. Po piechodu na lentigo maligna
melanom dochazi ke vzniku invazivnich uzld v kterémkoli misté¢ ptivodné plosného
loziska a nartistu agresivity nddoru vcetné schopnosti metastazovani. Vzhledem
k velikosti, kterou mohou loZiska dosahovat, je chirurgické odstranéni melanomu slozité
a Gasto i nemozné. Casto se tedy piistupuje k odstranéni co nejvétsi ¢asti nadoru a
ozafovani zbylych partii a dalsim lé¢ebnym postuptim (KLENER, 2002; KRAISOVA,
2006).

2.1.4.3.5. Akrolentigin6zni melanom (ALM)

Jednd se o zvlastni formu melanomu, kterd postihuje vylu¢né plosky, dlané a
subungualni oblast prstii a neni tedy pfedpokladdno spojeni jeho vzniku a UV zafeni
(CHAMBERLAIN a NG, 2009). Tvofi jen 2 — 10% vSech melanomt u bélochd, ale az
65 — 75% u Cernochtl a 30 — 45% u asiatl, u kterych tak predstavuje nejcastéjsi formu
melanomu (MACKIE, 2000; KRAISOVA, 2006). V pocatcich se jevi jako plosné

lozisko nepravidelnych okraj i pigmentace. Dosahuje vyrazné tloustky, protoze velmi
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agresivn¢ invaduje do hlubSich struktur. Melanomové bunky Casto pronikaji podél

vyvodii potnich Z14z hluboko do podkozi (KLENER, 2002; KRAISOVA, 2006).

2.1.4.3.6. Desmoplasticky melanom

Jedna z vzacnéjsich forem melanomu vyskytujici se nejcastéji v oblasti hlavy,
krku a hornich partii zad. Po¢et muzi mezi pacienty je témet dvojnasobny oproti shodné
postizenym Zenam (LENS et al., 2005). Vzhledem muze piipominat tuhou
pigmentovanou jizevnou tkan. Tvoii tvrdé uzly v podkozi, ¢asto bez zjevnéjSich zmén
povrchové epidermis. U této klinické varianty melanomu jsou pozorovany castéjsi
lokélni recidivy, coz mize byt zptisobeno nedostate¢nym rozsahem excize (KLENER,

2002; KRAISOVA, 2006).

2.1.5. Diagnostika
2.1.5.1. Klinicka diagnoza

Vzhledem k faktu, Ze se jedna ve vétSing piipadi o kozni a navic pigmentovany
utvar, postacuje mnohdy k ureni diagnézy melanomu pouhé zrakové vySetfeni.
Bohuzel velmi Casto dochéazi vlivem neinformovanosti pacienti ¢i nezkuSenosti 1ékait
k zachyceni choroby az v pokroc¢ilém stadiu. Pro uréeni malignity pigmentového loziska
se jiz od roku 1985 uziva pravidla ABCD, oznacujici hlavni klinické rysy typické pro
pocinajici melanomové nadorové bujeni (FRIEDMAN et al., 1985):

A (Asymmetry) — nepravidelny tvar

B (Borderline) — nepravidelné, cipaté okraje s vybézky a zatezy

C (Colour) — skvrnita barva

D (Diameter) — primér nad 6 mm

Ne vzdy vSak melanomové loZisko spliiuje vSechny parametry. K vysloveni
podezieni na pocinajici melanom je vétSinou nutné splnéni tii az Ctyf. Velmi vzacné
nevykazuje nador ani jednu zudanych charakteristik. Pro zpfesnéni diagnostiky byl
proto navrzen a pozd¢ji pridan jesté jeden ukazatel, E (ABBASI et al., 2004):

E (Evolving) — prubézny vyvoj (trvalé zvétSovani, zména tvaru a okraji, meénici
se barva, zména povrchu od vyhlazené po Supinatou, svédeéni, prechod z horizontalniho

do vertikalniho ristu, pozdé€ji ulcerace, krvaceni a mokvani).
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2.1.5.2. Dermatoskopie

K diagnostickym ucelim je v dnesni dob¢ jiz témer rutinné vyuzivana klasicka
¢1 pocitatova dermatoskopie neboli epiluminiscencni svételnd mikroskopie ¢i také
povrchova kozni mikroskopie. Jedna se o neinvazivni metodu zobrazujici pigmentové
struktury nachazejici se v epidermis i hornich partiich dermis. Pro vysetieni se pouziva
osvétlena 10 — 20x zvétsSujici lupa, ktera umoznuje pozorovat zmény ve struktuie, barveé
a cévnim zasobeni pigmentového loziska. Dermatoskopické obrazy se mohou
v disledku odlisného kozniho reliéfu liSit v zavislosti na lokalizaci 1éze na téle
(KRAISOVA, 2006).

Pro zptesnéni dermatoskopické diagnostiky byla zavedena metoda 7 FFM, z
anglického Seven Features for Melanoma, tj. sedm dermatoskopickych ryst melanomu

(DAL POZZO et al., 1999).

2.1.5.3. Histologie
V posledni dobé¢ je velmi Casto pfistupovano k excizi 1éze (viz kapitola 2.1.7.1.)

a jejimu histologickém vySetfeni, kde je z komplexniho zhodnoceni architektonickych a
bun&énych ryst tumoru uréeno, zda se jedna o nalez maligni &i benigni (KRAISOVA,
2006). Histologické fezy jsou barveny klasickym postupem pomoci hematoxylinu a
eosinu. Pfi takovémto histologickém vySetfeni je u melanomu stanovovana fada
zakladnich histopatologickych parametri:

- histologicky subtyp nédoru (viz kapitola 2.1.4.)

- tloustka nadoru v milimetrech, nejlépe na 2 desetinnd mista

- pritomnost ¢i nepfitomnost ulcerace na povrchu nadoru

- hloubka invaze

- pritomnost ¢i nepfitomnost vertikalni faze rstu

- pritomnost ¢i nepfitomnost lymfocytarniho infiltratu ve spodiné a v okoli nadoru

- mitoticky index (pocet mit6z na 1 mm?)

- pfitomnost ¢i nepfitomnost intravaskularniho a intralymfacytického Siteni

- ptitomnost mikroskopickych satelitl

- pritomnost ¢i nepfitomnost loZisek regrese

- ptitomnost zbytkli névovych struktur
Z téchto prognosticky vyznamnych daji je moZzné odhadnout dalSi chovéani nadoru a

stanovit vhodnou 1é&bu (KRAISOVA, 2006).
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2.1.5.3.1. Tloust’ka nadoru v mm podle Breslowa

Ke stanoveni tloustky nddoru se pouzivd okuldrni mikrometr. Urceni tohoto

velky vyznam pro uréeni postupu 16¢by a pro predikci dal§iho chovéani nadoru. Cim
vys$si hodnoty Breslowtiv index dosahuje, tim horsi je progndza onemocnéni. Zatimco u
nadoru o tloustce 1 mm dosahuje desetileté preziti 85%, u 3 mm uz je to jenom 58% au

5 a vice mm dokonce pouhych 20% (KRAISOVA, 2006).

2.1.5.3.2. Ulcerace

Ulcerace je oznaceni pro spontanné vytvotené poruseni vrchnich vrstev nadoru,
které prostupuje celou trovni epidermis a zna¢n¢ zhorsuje prognézu choroby. Projevuje
se povrchovym krvacenim a mokvéanim loziska. K ulceraci €asto dochdzi u nddort
s hodnotou Breslowova indexu nad 4 mm (60%) a u rychle rostoucich melanomi ¢i
tumorll s vyraznou angiogenezi a lymfangiogenezi. Ulcerované tumory také
pravdépodobnéji tvoii metastazy a vyrazné se téz zkracuje celkové pieziti nemocnych
(KRAISOVA, 2006). Ulcerace je hned po Breslowové tloustce nadoru druhym

nejvyznamnéj$im predikénim faktorem urcujicim pteziti pacienta (BALCH et al., 2001).

2.1.5.3.3. Hloubka invaze podle Clarka

V roce 1969 definoval CLARK 5 urovni hloubky invaze podle histologickych
vrstev kiize a popsal zavislost mezi pronikanim melanomu do koria a prubéhem
onemocnéni (CLARK et al., 1969). Cim hloub&ji naddorové buiiky pronikaji, tim horsi

prognoéza je stimto jevem spojena. Clarkovo hodnoceni je znacné subjektivni a

vvvvv

takovou vahu (KLENER, 2002).

Hladiny invaze podle Clarka (viz obr. 2.4.):
- | —nadorové bunky pouze v tirovni epidermis (melanom in situ)
- I — nadorové bunky prostupuji do hornich partii stratum papillare
- Il — nadorové bunky vypliuji celé stratum papillare
- IV —nadorové burky se §ifi do stratum reticulare

-V —nadorové bunky pronikaji az do podkoZzniho tuku
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Clark Levels

Level | Level Il Level Il Level IV Level V

Epidermis
Papillary dermis—|

Papillary-reticular—
dermal interface

Reticular dermis—

Subcutaneous——
tissue

Obr. 2.4.: P&t urovni hloubky invaze podle Clarka. Prevzato z

http://www.qualityoflife.org/cancer/patientinfo/list/summary/?id=CDR62713

2.1.5.3.4. Faze nadorového riistu
Koncept 2 =zékladnich f4zi rGstu maligntho melanomu, a to radidlni

(horizontalni) a vertikalni, se datuje uz do roku 1969 (CLARK et al., 1969).

e Radialni faze ristu

Pouze radialné se $ifi vS§echny melanomy s hodnotou Clark I, tedy melanomy in
situ zasahujici pouze epidermalni vrstvu kuze, a melanomy s hodnotou Clark II, ktery
sice jiz zasahly horni partie stratum papillare, ale dale se $ifi pouze v horizontalni

roving (KRAISOVA, 2006).

e Vertikalni faze ristu

Tato faze rastu je charakterizovana pronikdnim nddorovych bun¢k do hlubsich
vrstev kiiZze a do podkozi. V Clarkové hodnoceni hovofime o melanomech dosahujicich
urovné invaze III — V (CLARK et al., 1989). Nadory nachazejici se ve vertikalni fazi
rustu vykazuji mnohem agresivnéjsi chovani a mnohem castéji u nich dochézi k tvorbé

metastaz (KRAISOVA, 2006).
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2.1.5.3.5. Pritomnost lymfocytarniho infiltratu

Tumor-infiltrujici lymfocyty (TIL), tedy takové, které rozpoznavaji nddorové
antigeny a maji schopnost zni¢it nadorové buiky jsou povazovany za dikaz reakce
imunitniho systému na nador (TAYLOR et al., 2007). Melanomové tumor-infiltrujici
lymfocyty jsou vysoce imunofenotypicky i funkéné heterogenni skupinou bunék. Jejich
funkce casto byvaji oslabeny nasledkem nahromadéni imunoregulac¢nich bunék a
vlivem rtznych nadorovych unikovych mechanismi (OBLE et al., 2009).

Zatimco o existenci TIL uz dnes neni pochyb, jejich vliv na vyvoj choroby
nadale zlstava otevienou otdzkou, protoze vysledky studii jsou znacné nejednotné a
mnohdy si dokonce protifeci. Dal$im spornym bodem tykajicim se téchto lymfocytl je
jejich prognosticky vyznam. Srovnani vysledk jednotlivych studii je totiz velmi
obtizné¢ vlivem nejednotnosti pfistupu riiznych vyzkumnych skupin ke zhodnoceni
lymfocytarniho infiltratu (BUSAM et al., 2001). Podle nékterych pozorovani (napf.
TAYLOR et al., 2007) koreluje TIL statut 1éze s tloustkou nadoru podle Breslowa a
hladinou invaze podle Clarka. Tumory s nalezem TIL se podle vysledkd této studie
vyznacovali mensi tloustkou a hloubkou invaze. Absence TIL byla téZ spojena s vyssi
pravdépodobnosti pozitivniho nalezu pfi biopsii sentinelové uzliny. Studie CLEMENTE
et al. (1996) prokazala, ze pokud jsou kategorie TIL striktné definovany, maji skutecné
velkou prediktivni hodnotu u primarnich melanomt ve vertikalni fazi rastu, a potvrdila
tak predchozi pozorovani CLARKA et al. (1989). Na zaklad¢ vysledku ziskanych pti
studii provedené na 293 vzorcich, pfedpokladaji RAO et al. (2010), ze pritomnost TIL
by mohla byt povazovdna za jeden z pozitivnich faktort pii urCovani prognodzy
onemocnéni.

Ptestoze vyssi frekvence TIL byva Casto spojovana s lepsi progndzou melanomu
(OBLE et al., 2009), ne vsechny studie ptinesly takovéto vysledky (napt. BARNHILL
et al., 1996) a z toho je patrné, Ze je nezbytné nutné shromazdit nejdiive co nejvetsi
mnozstvi dat tykajicich se slozeni a funkce TIL infiltratd, nez bude moci byt vysloven
definitivni zavér o prognostickém vyznamu TIL.

Zatimco jejich prognosticky pfinos tedy prozatim zlstava spornym, samotna
existence lymfocytli rozpoznavajicich a cilené nic¢icich nadorové buiky ptivedla védce
na mySlenku vyuzit TIL v nédorové terapii. Lymfocyty specificky rozpoznavajici
nadorové antigeny totiz byvaji Casto vlivem specifického mikroprostiedi nadoru
utlumeny a neschopny reakce. Cilem 1écby (zalozené napt. na adoptivnim transferu

TIL) je n¢jakym zplsobem piekonat tuto supresi, aktivovat anergizované bunky a
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navodit tak dostate¢nou imunitni odpovéd proti dosud tolerovanému tumoru (viz

kapitola 2.1.6.3.7.).

2.1.5.3.6. Mitozy

Jednim z dtlezitych negativnich prognostickych ukazatell je i mitoticka aktivita
nadorovych bunék (BARNHILL et al., 2005). Poget mit6z na mm?® v dermalni &asti
tumoru udava tzv. mitoticky index. Mitotické figury v dermis indikuji vertikalni fazi
ristu tumoru a s nariistajicim mitotickym indexem klesa pravdépodobnost pieziti
pacienta (CLARK et al., 1989). Jako vysoky mitoticky index je ozna¢ovano 6 mit6z na
1 mm? (KRAISOVA, 2006).

2.1.5.3.7. Spontanni regrese

Jako spontdnni regresi oznaCujeme proces, pii kterém dochdzi k ¢astecnému
nebo Uplnému vymizeni primarniho nadoru nebo metastaz bez aplikace 1éCby, kterd by
byla za regresi zodpovédna (KRAISOVA, 2006). Spontinni regrese malignich i
benignich melanocytickych 1ézi miize byt povazovéna za zjevny dilkaz c¢innosti
imunitniho dozoru. Pfedpokladana specificka reakce T-lymfocytl proti melanocytim a
jejich maligné transformovanym protéjskiim, tedy melanomovym bunkam, vede
K riznému stupni destrukce téchto pigmentovych bunék. Regrese byla pozorovana ve
vSech stadiich progrese choroby (SPEECKAERT et al., 2011). Je obvyklejsi u pacientt
pokrocilejsiho veéku, u mladych lidi je extrémn€ vzacna. Histologickd regrese je
pozorovana az u 10 — 35% melanomi, predev§im malé tloustky (REQUENA et al.,
2009).

V Casnych fazich regrese infiltruyji tumor lymfocyty, makrofagy a
Langerhansovy buiiky (BLESSING a McCLAREN, 1992). Melanom v regresi se
vyznacuje zvySenym podilem CD4+/CD8+ a také zvySenou expresi IL-2 receptoru na
T-bunkach (TEFANY et al., 1991). V pribéhu regrese jsou buiiky tumoru v papilarni
dermis a prilehlé epidermis redukovany ¢i dokonce zcela nahrazeny lymfocyty,
melanofagy a fibrozou. Casto je mozné na bazi epidermalnich vybézki objevit
nekrotické melanocyty nebo keratinocyty ve form& malych okrouhlych eosinofilnich
télisek, tzv. Civatte bodies. Pozdni faze procesu je charakterizovana vyraznou oblasti
regrese tumoru nebo nékdy i kompletnim vymizenim melanomu. Dermis je postupné
nahrazovana fibrotickym stroma, hlavné v centru tumoru. (REQUENA et al., 2009).

Regrese je vyvoldna cytotoxickou reakci imunitniho systému pacienta proti nadorovym
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buiikim (TEFANY et al., 1991; KRAISOVA, 2006). Bohuel &ist nadorové
transformovanych bunék mize uniknout rozpoznani imunitnim systémem a pokracovat
ve svém bujeni (SPEECKAERT et al., 2011). Tato skuteCnost je taky jednim
Z moznych vysvétleni horsi prognozy rozsahlych regresi melanomu. Zbytky nadoru po
Castecné regresi jsou tvoreny oblastmi, které unikly dozoru a jsou tedy rezistentni
k dal§im Gtoktm imunity (SPEECKAERT et al., 2011). Céstena regrese melanomu
muze byt prikladem vicestupniového procesu tniku imunitnimu systému a naznacuje
dulezitost zacileni n¢kolika klicovych molekul k ustaveni G¢inné protinadorové imunity.
Mechanismus aktivujici atok imunitniho systému na melanom vSak neni dosud zcela
objasnén (KRAISOVA, 2006).

Prognosticky vyznam regrese je Casto feSené téma (REQUENA et al., 2009),
nicméné stejné jako v ptipad¢ lymfocytarniho infiltratu (viz kapitola 2.1.5.3.5.) zatim
neni zcela jednoznacné jasné, zda je spontdnni regrese pozitivnim ¢i negativnim
prognostickym faktorem, protoze vysledky studii jsou ¢asto protichidné.

Hromadici se dikazy poukazuji na skutecnost, ze nadorové bunky vychyluji
imunitni systém do stavu imunosuprese a vlastni mechanismy, diky kterym unikaji
ucinné imunitni odpovédi. Tumory jsou ziejm¢ vlivem ruznych faktorii schopny
verbovat a stimulovat regula¢ni T-buniky (Tregs; MARIGO et al., 2008; FUJIMURA et
al., 2010), které se tak v jejich mikroprostiedi vyskytuji v hojném poctu. Tyto bunky
jsou velmi dilezité nejen pro kontrolu autoimunity za fyziologickych podminek, ale zda
se, ze také suprimuji cytotoxickou odpovéd proti nadorovym autoantigentim
zprostiedkovanou T-bunkami. Pfedev§im pomoci mezibunééného kontaktu potlacuji
nejen proliferaci infiltrujicich CD4+ i CD8+ T-lymfocyti ale i produkei cytokinti. Tato
jejich role by mohla byt jednim z moznych vysvétleni pro nedostatecnou klinickou
ucinnost imunoterapeutickych 1é¢ebnych protokoli (VIGUIER et al., 2004). Na
komplexni imunoregulacni siti se nejspiS podili 1 dal§i bunky imunitniho systému
ovlivnéné nadorem, jako napf. supresorové builky myeloidni fady, makrofagy
asociované s nadorem nebo dysfunk¢éni nezralé dendritické bunky (MARIGO et al.,
2008; FUJIMURA et al., 2010). Nadory mohou taktéz exprimovat fadu
imunomodulac¢nich proteinti. Naptiklad zvySend exprese ligandu programované smrti-1
(PD-L1), a v mensi mife i ligandu programované smrti-2 (PD-L2), vede k vazbé¢ téchto
ligandi k receptorim na povrchu T- a B-lymfocyti a tim k inhibici antigen-receptorové
signalizace sméfujici k proliferaci lymfocytd a sekreci cytokini (FREEMAN et al.,
2000). S progresi choroby je spojena i ztrata MHC-I v metastazach (CHANG et al.,
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2005). Melanomové bunky vykazuji téz schopnost exprimovat MHC-II, ale diky casté
absenci kostimula¢nich signalti (CD80, CD86) nutnych k plné aktivaci T-bunék dochazi
k vyvolani tolerance (BECKER a BROCKER, 1995). Povrchova exprese neklasické
MHC-I molekuly HLA-G dokaze melanomové bunky ochranit pied utokem NK-bunék
(PAUL et al., 1998). Exprese a sekrece Fas ligandu zase vede k apoptdze imunitnich

buné¢k nesoucich na svém povrchu odpovidajici receptor (ANDREOLA et al., 2002).

2.1.5.3.8. S melanomem-asociovana depigmentace

Dalsim fenoménem spojenym s melanomem je MAD neboli s melanomem-
asociovana depigmentace, ke které mize dochazet spontanné nebo mize byt vyvolana
aplikovanou terapii (SPEECKAERT et al., 2011).

Klinicky a histologicky se MAD podoba klasickému vitiligu, pfestoze je mozné
nalézt i urcité rozdily. Distribuce je Casto asymetrickd a velmi ¢asto dochézi k lokalizaci
na obli¢eji, krku, horni ¢asti hrudniku a pfedevs§sim koncetinach. Podobné jako vitiligo
postihuje MAD pouze urcité ¢asti téla a divod, pro¢ tomu tak je a pro€ jsou atakovany
pouze nékteré oblasti a jiné ne, ziistava otevienou otazkou. Incidence vitiligu-podobné
depigmentace je u pacientd s melanomem 7-10x vys$§i neZ u normalni populace.
Primérny vek, ve kterém dochazi k propuknuti MAD, je rovnéz vyssi nez u vitiligo
vulgaris (QUAGLINO et al., 2010; SPEECKAERT et al., 2011). Ptedpoklada se, ze
kombinace melanomu a vitiligu-podobné depigmentace je disledkem imunitni reakce
proti antigenim sdilenym normdlnimi melanocyty a melanomovymi buikami a Ze
MAD tedy odrazi protinddorovou imunitni odpovéd’. Patogenni proces pravdépodobné
spoc¢iva v imunitni odpovédi zprostfedkované T-builkami, kterd je zacilena proti
melanocytickym/melanomovym diferenciaénim antigeniim (napi. MART-1, tyrozinaza,
gpl100, TYRP-1 a TYRP-2) a vede k destrukci melanocyti a vzniku depigmentovanych
oblasti (BOASBERG et al., 2006).

2.1.5.4. Imunohistochemie

V soucasné dob€ neustdle naristd pocet identifikovanych molekuldrnich
markerti spojenych s patogenezi melanomu, coZz s sebou piinasi moznost presnéjSiho
stanoveni diagnézy a progndzy. Nedavno ziskané data, jez jsou vysledkem rozsdhlych
analyz genové exprese a proteomu nadorovych bunék, odhalila dal$i nové molekuly,
kter¢ by mohly byt zapojené do patogeneze melanomu. Jejich piesna UCast na

tumorogenezi je intenzivné zkoumana a ovétovana (UGURUEL et al., 2009). Tento
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neustale probihajici proces ma za nasledek rychle se ménici pohled na molekularni
stranku choroby a zda se, Ze by mohl pfinést pokrok nejen v oblastech diagnézy a
progndzy, ale také 1écby, kde je tak zoufale potieba.

Pfi vyuziti biomarkeri pro potieby prognostiky je situace ponckud
komplikovéana faktem, Ze transformace benignich melanocytl v maligni malanomové
bunky je vysledkem fady genetickych zmén. Potenciondlnich markerovych molekul je
tedy celd tfada, pfiCemz jejich diagnosticky a prognosticky vyznam neni vzdy zcela
jednoznaény. Piehled molekul je uveden v tabulce 2.2. Je mozné, ze v budoucnu bude k
uréeni prognozy pouzivano vice marker nejen z tohoto seznamu (UGURUEL et al.,
2009).

V soucasné¢ klinick¢é praxi je nejpouzitelnéjsi znaeni melanomovych
diferenciacnich markerd pomoci protilatek. Nejvice vySetfovanych melanomu je
diagnostikovano pomoci kombinace nejcitlivéjsSiho markeru S-100 s jednim ¢i nékolika
specifictéjsimi markery jako je Melan-A/Mart-1, tyrozinaza nebo gp100. Tyto proteiny
jsou dostacujici k odliSeni melanomu od jinych typi nemelanocytickych tumord.
K odliSeni benignich névii od melanomu je bézn€ pouzivan Ki-67, ktery slouzi i jako

pomucka pfi stanoveni prognézy (OHSIE et al., 2008).
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Melanocyte Lineage/Differentiation Antigens
gpl00 / HME4S

Tumor Suppressors/Oncogenes/Signal Transducers

Association With Impaired Prognosis

increased expression

References

Miezabitowski et al?

AP-2 (activator protein-2 alpha) trangscription factor Ioss of nuclear AP-2 expression Berger et al*
beol-6 expression Alonso et alf
c-Kit expreasion Janku et al®
c-met Expression Cruz et al®
C-IMYC increased exprassion Kraehn et al”
CYLD decreased expression Massoumi et al*
EGFR (epidermal growth factor recaptor) increased expression Udart et al*
ERK [extracellular signal -regulated kinase) abesnce of cytoplasmic ERK activation Jovanowic et al'®
HER3 increased expression Reachke etal'!
HOMZ2 {hurman homaologue of murine mdmz2) increased expression Polsky &t al™®
ING3 decreased nuclear exprassion Wang et al*?
MITF { microphthalmia-associated transcription factor) gene amplification Ugurel et al*
plgmksa decreased expression Mihic-Probst et al's
Alonso et alt
p-Akt (activated serine-threonine protein kinase B) increased expression Dai et al®
pRb (retinoblastoma protein) inactivation due to protein phosphorylation Roesch et al'?
PTEN decreased expression Mikhail et al'®
Cell Cycle Associated Proteins
cyclin &, B, D, E increased expression Aorenes et al™
Aorenas et al®
geminin increased expression Winnepenninckx et al
Ki67 (detected by Mib1) increased expression Gimatty et al*?
Alonso et al
Ostmeier et al™
p21@r decreased expression Alonso et alt
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) increased exprassion Winnepenninckx et al®
Regulators of Apoptosis
APAF-1 (apoptotic protease activating factor1) decreased expression Fujimoto et a4
bak decreased expression Fecker et al®s
bax decreased expression Fecker et al®s
bol-2 increased expression Tas et al
sUrvivin increased expression Tas et al®
Molecules Involved in Angiogenesis
LYWE-1 {lymphatic vascular endothelial hyaluronan receptor-1) increased expression Dadras et al*”
PTN {pleiotrophin] increased expression W et al®

Molecules Invelved in Cell Adhesion and Motility

beta-catenin Iogs of nuclear staining Bachmann et al®
CEACAMI jcarcincembryonic antigen-related cell-adhesion molecule 1) increased expression Thies et al®
dysadherin increased exprassion Nishizawa et al*!
E-cadherin decreased exprassion Andersen et aP?
integring beta-1 and beta-3 increased expression Saalbach et al*
MMPs (matrix metalloproteinases) increased expression Redondo et al*
osteonectin (also termed BM40 or increased exprassion Massi &t al*

SPARC [secreted protein, acidic and rich in cysteine])
P-cadherin

Immunoregulators
HLA allele frequency

strong cytoplasmic expression

specific expression

Bachmann et al@

Luongo et al*®
Ostmeier et al=

Others

ALCAM/CDN 66 (Activated leukocyte cell adhesion molecule) increased expression Swart et al™
CXCR4 receptor increased expression Scala et al®
melastatin decreased expression Duncan et al®
metallothionein increased expression Weinlich et al®
osteopantin increased expression Rangel et al*!
TA (telomerage activity) increased expression Carvalho et al®

Muodified from Utikal J, Schadendorf D, Ugurel . Serologic and immunohistochemical prognostic biomarkers of cutaneous malignancies. Arch Dermatol
Res. 2007.298(10):469-477. Copyright 2007, With kind permission of Springer cience+Business Media.

Tabulka 2.2.: Imunohistochemické markery maligniho melanomu spojené se zhorSenou prognézou

choroby. Pievzato z UGURUEL et al. (2009).
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2.1.5.4.1. Protein S-100

S-100 je vapnik-vazebny protein, jehoz nazev je odvozen ze 100% solubility v
saturovaném roztoku siranu amonného pii neutralnim pH. Jedna se o dimer (homo i
hetero) podjednotek o a P, ucastnici se skladéani a rozpadu mikrotubuli. Rovnéz je
schopen interagovat s onkosupresorovym genem p353 v zavislosti na koncentraci Ca**
(UGUREL et al., 2009). Podjednotka B je produkovana nejen buiikami nervového
systému, odkud byl tento protein piivodné izolovan, ale i bunkami melanocytické fady
(UTIKAL et al., 2007). Dnes je bézn¢ pouzivana jako citlivy marker melanomu, ale i
nékterych dal$ich nadorti. U melanomovych bungk je pfitomna v jadie a cytoplazmé a
citlivost jejiho prikazu dosahuje 97 — 100%. Nicméné specifita S-100 pro
melanocytické 1éze je omezena, protoZe je exprimovan i astrocyty, Schwannovymi,
dendritickymi, podplrnymi a myoepitelidlnimi buiikami, adipocyty, chondrocyty,
Langerhansovymi bunikami a naddory od nich odvozenymi (MCNUTT, 1998; OHSIE et
al., 2008). Udavana specifita S-100 se pohybuje mezi 75 — 87%.

2.1.5.4.2. gp100/HMB45

HMB45, monoklonalni protilatka proti cytoplazmatickému
premelanozomalnimu glykoproteinu gpl100, byla jednim =z prvnich objevenych
melanom-specifickych markert (GOWN et al., 1986). Zkratka HMB je odvozena
z anglického Human Melanoma Black. Nedosahuje takové citlivosti jako S-100, ale
vykazuje vyssi specifitu. V pozitivnich bunkach je HMB45 lokalizovan v cytoplasmé,
protoze reaguje s oligosacharidovym postrannim fetézcem glykokonjugatu pfitomného
na nezralych malanozémech. Mnoho melanocytti pfitomnych v kiiZi ¢i benignim névu je
imunoreaktivni s HMB45 (BUSAM, 2004). Zaznamenana senzitivita pro melanom se
pohybuje mezi 69% a 93%. Maximalni produkce byla pozorovana u vzorkl primarnich

melanomu (77 — 100%) a mensi v metastazach (58 — 83%).

2.1.5.4.3. MART-1/Melan-A

MART-1, tj. melanomovy antigen rozpoznavany T-bunkami-1, a Melan-A jsou
synonyma oznacujici glykoprotein melanozomalni diferenciace rozpozndvany
cytotoxickymi T-lymfocyty. Gen Mart-1/Melan-A byl poprvé naklonovan dvéma na
sob¢ nezavislymi vyzkumnymi skupinami, KAWAKAMI et al. (1994) a COULIE et al.
(1994). K dispozici jsou v dnesni dobé protilatky proti tomuto proteinu a to klon M2-
7C10, piipraveny proti MART-1 (MARINCOLA et al., 1996), a klon A103, kde pfi

46



vyvoji slouzil jako antigen klonovany gen Melan-A (CHEN et al., 1996). Tyto
protilatky vykazujici senzitivitu 75 — 92% a specifitu pro melanom 95 — 100%, a proto
se pouzivaji nejen K prokazani melanomu ale i k odliSeni od nadort jiného ptvodu

(OHSIE et al., 2008).

2.1.5.4.4. Tyrozinaza

Tyrozinaza je enzym katalyzujici hydroxylaci tyrozinu v prvnim kroku syntézy
melaninu. Exprese tyrozindzy je omezena na melanocyty s vyjimkou pigmentovanych
schwannomt a nadord perivaskularnich epitelidlnich bun¢k (BUSAM, 2004). Pozitivni
znaceni melanomu je granuldrni, lokalizované v cytoplazmé. Citlivost protilatky pro
melanom je s 84 — 94% trochu lepsi nez HMB45 a klesa se zvySujicim se klinickym
stadiem choroby u metastatickych 1ézi. Specifita dosahuje 97 — 100% (OHSIE et al.,
2008). Tyrozinaza je nejen vybornym markerem kozni melanocytické proliferace, ale
zaroven se ukazala byt uzite¢nou diagnostickou pomiickou i pro slizniéni nadory

(PRASAD et al., 2001).

2.1.5.4.5. Ki-67

Prolifera¢ni marker Ki-67 je jaderny antigen ptfitomny ve vSech aktivnich fazich
bunééného cyklu (G1, S, G2 a M), ale ne vklidové fazi GO. Lze ho tedy vyuzit
k detekci melanomu, ktery ma na rozdil od benignich névii vysokou proliferaéni aktivitu
nejen v povrchovych, ale i v hlubsich strukturach (OHSIE et al., 2008). Podle studie
GIMOTTI et al. (2005) by tedy mohl slouzit jako alternativni prognosticky biomarker k
mitotického indexu (viz kapitola 2.1.5.3.6). Ki-67 pozitivita dosahuje <5% u benigniho
névu, oproti tomu u maligniho melanomu je pozitivnich 13 — 30% bunék, ackoli v
nékteré ojedin€lych piipadech byla zaznamenana az 100% jaderna pozitivita. PouZiti
Ki-67 jakozto prognostického markeru u maligniho melanomu pfinasi rozporuplné
vysledky. Z nékterych studii vypliva nezavisla pozitivni korelace Ki-67 pozitivitou a
metastatickym potencidlem a mortalitou pouze u melanomu s vysokou tloustkou. Jiné
vyzkumy nachézeji tuto korelaci pouze u slabych melanomd. Mnoho studii prokazalo
nartist miry relapsu a mortality, ktery piimo koreluje s nartistem pozitivity na Ki-67,
nicméné z jinych plyne, Ze tato korelace neni nezavisla na Breslowové tlouSt’ce tumoru

(OHSIE et al., 2008).
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2.1.5.5. Sérologie

Melanom je vysoce antigenni a metabolicky aktivni nador, ktery do télniho
ob¢hu uvoliiuje fadu slouCenin, at uz se jednd o antigeny, cytokiny ¢i enzymy.
V krevnim ob&hu mohou byt taktéz detekovany cirkulujici nadorové buiiky. Stejné tak
po destrukci nédorové bunky mohou byt do télnich tekutin uvoliovany rizné
detekovatelné latky. Existuje nékolik sérovych markerti, které mohou byt uzitecné
v diagnostice melanomu (viz tabulka 2.3.). V nékolika evropskych statech jsou Casto, az
témet rutinné, k ¢asné detekci recidivy onemocnéni €i metastazovani béhem 1écby
pacientli pouzivany proteiny S-100 (viz kapitola 2.1.5.4.1.) a MIA, autokrinni ristovy
faktor sekretovany fadou nadorovych bunék véetné melanomovych (BOSSERHOFF a

BUETTNER, 2002).

Melanocyte lingage/differentiation antigens

MIA {melanoma inhibitory activity)

Tyroginase
5-E-cysteinyldopa
L-Dopa’L-tyrosin
Proan giogenic factors

Molecules involved in czll adhesion and matility

Cytokines and cytoking receptors

Serologic Marker
S100-beta

WEGF (vascular endothelial growth factor)

bFGF (basic fibroblast growth factor)

IL-8 {intedeukin-8)

sICAM-1 jsoluble intracellular adhesion molecule 1

sWCAM (soluble vascular cell adhesion molecule 1)

matrix metalloproteinases (MMP)-1 and -9
Tissue inhibitor of metalloproteinasas (TIMP-1 and -2)

IL-6 (interisukin-6)
IL-10 {interleukin-10

sIL-2R {soluble interleukin-2-receptor)
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Tabulka 2.3.: Sérologické markery maligniho melanomu. Pievzato z UGURUEL et al. (2009)

48




2.1.6. Terapie

Diky neustalému prohlubovani védomosti tykajicich se molekularnich
mechanisml zapojenych do komplikované patogeneze melanomu a jeji regulace
dochdzi i1 kcilenému vyvoji novych terapeutickych pfistupii a optimalizaci a
zdokonalovani téch stavajicich. Bohuzel ale jesté¢ nebyl objeven postup, ktery by byl
aplikovatelny na vSechny pacienty ve vSech stadiich progrese choroby a jehoz tc¢inek by
byl kurativni ve 100% ptipadi. Tato skute¢nost je ovSem naprosto pochopitelna pokud
vezmeme V tvahu individudlni charakter kazdého jednoho tumoru. OdliSnosti je totiz
mozné nalézt nejen mezi jednotlivymi piipady maligniho melanomu, ale i v ramci
samotného loziska, které je piedstavovdno pomérné heterogenni skupinou
transformovanych bun€k. Navic zna¢na agresivita melanomu vyzaduje 1écbu velmi
radikalni, ktera sice mize vést k prodlouzeni preziti pacienta, ale mnohdy se neobejde
bez vyvolani zavaznych vedlejsich Gc€inkt. Proto je hlavnim cilem fady vyzkumnych
skupin vyvinou nejen U¢innou a piesné cilenou, ale vedle toho 1 dobfe snaSenou 1é¢bu
s minimem negativnich efektl, které by nevedla k vyraznému sniZeni kvality Zivota
pacientdi. Pole této oblasti vyzkumu je vSak tak nesmirné Siroké, Ze obsdhnout toto
obrovské mnozstvi riiznych, v minulé i sou¢asné dob¢ testovanych, pristupti a preparat
neni v daném piiméfeném rozsahu prace mozné. Nicméné jsou zde rozebrany zpusoby
lécby, které byly ve své dob& pokrokové a urcitou mérou piispély k dalSimu vyvoji
1é¢by. Dale tu budou zminény pfistupy, které jsou Siroce testovany v posledni dobé a
mohli bychom je oznacit za nejslibnéjsi.

V piipadé¢ maligniho melanomu je lécbou prvni volby, pokud to okolnosti
dovoluji, chirurgicka excize loZiska. Déle je mozné pfistoupit k riznym druhim
adjuvantni terapie. NejCastéji je vyuzivdna chemoterapie, imunoterapie ¢i jejich

kombinace.

2.1.6.1. Chirurgicka terapie maligniho melanomu

Jedinou ucinnou lécebnou metodou je v souCasné dob& vc€asné chirurgické
odstranéni primarniho loZiska spolu s dostateénym ochrannym lemem okolni zdravé
tkan¢. I u pokrocilého stadia choroby, kdy uz doslo ke vzniku intranzitnich ¢i dokonce
vzdalenych metastaz, stejn¢ jako pii relapsu onemocnéni, je mozné pristoupit

k chirurgickému zakroku, ktery, piestoze by mohl byt v kone¢né fazi progrese nemoci
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jiz povazovan za zbytecny, muze za urcitych podminek prodlouzit pieziti pacienta
(MARKOVIC et al., 2007b; MANSFIELD a MARKOVIC, 2009).

Krom¢ odstranéni primarni 1éze se neziidka ptistupuje také k biopsii sentinelove,
tzn. prvni spadové, uzliny. Tato diagnosticka, nikoli terapeutickd, metoda postupné
nahradila dfive pouzivanou a fadou rizik provazenou elektivni lymfadenektomii, tedy
preventivni odstranéni regionalnich lymfatickych uzlin (KLENER et al., 2002;
KRAISOVA, 2006).

2.1.6.2. Chemoterapie a biochemoterapie

Chemoterapie a biochemoterapie jsou zaloZzeny na piedpokladu destruktivniho
ucinku cytostatik na délici se nadorové buniky, kterd by méla vést k prodlouzeni obdobi
celkového preziti. Aby byl ucinek co 1écby nevétsi, byva aplikovana spolecné
s imunoterapii. Chemoterapie by méla snizit celkové mnozstvi nddorovych bunék, coz
by mélo vést k vyssi citlivosti rezidualniho nadoru k G¢inkim imunoterapie. Opacné
napt. kaskdda aktivovand IL-2 zvySuje cytotoxickou aktivitu nékterych cytostatik.
Aplikacni schémata a davkovani terapeutik se mezi jednotlivymi klinickymi zkouskami
ruzni, avSak spoleCnymi rysy bohuzel jsou vysoka toxicita, nizka u¢innost a tedy i
vSeobecné neuspokojivé vysledky, které prinaseji. Tato adjuvantni lé¢ba proto neni
pouzivana pfili§ Casto a ptistupuje se k ni spiSe u vysoce rizikovych pacientt IIlI. stadia

choroby nebo po odstranéni organovych metastaz (KRAISOVA, 2006).

2.1.6.3. Imunoterapie
Melanom je, na rozdil od mnohych jinych, povazovan za velmi imunogenni
nador, ¢ehozZ se snaZi vyuzit mnoho vyzkumnych skupin k vyvoji u¢inné imunoterapie.
Exprimuje celou fadu s tumorem-asociovanych antigenti (TAA), které mohou byt
rozdéleny piiblizné do 4 skupin (DRANOFF, 2009):
- nadorové/testikularni antigeny — napf. s melanocyty-asociované antigeny
(MAGE?s), B melanomovy antigen (BAGE), G-antigen (GAGE), antigen New
York esophagealniho spinocelularniho karcinomu 1 (NY-ESO 1, New York
esophageal squamous cell carcinoma)
- melanocytické diferencia¢ni antigeny — napf. tyrozinaza, Melan AMART-1,
protein piibuzny tyrozinaze 1 a 2 (TYRP-1 and TYRP-2), glykoprotein 100
(9p100)
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- tumor-specifické mutované proteiny — napf. cyklin-dependentni kinaza 4, b-
catenin, fibronectin)

- skupina aberantné translatovanych intronovych sekvenci — napf.
s melanomem-asociovany  mutovany antigen-1 (MUM-1), pl5, N-

acetylglukosaminyltransferaza V

Seznam charakterizovanych nadorovych antigenti asociovanych s melanomem
restringovanych MHC-I a MHC-IlI se v poslednich letech neustile rozrista a je
dostupny na webové strance
http://www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/Tcellepitopes.ntm (JANDUS et al.,
2009).
Hlavnich diivodi, pro¢ je predpokladan Gspéch imunoterapie u melanomu, je nékolik:
- Casté parcidlni i kompletni spontanni regrese primarniho nadoru (viz kapitola
2.15.3.7)
- Casta pfitomnost lymfocytarniho infiltrditu na spodiné a v okoli nadoru (viz
kapitola 2.1.5.3.5.)
- prukaz T-lymfocyti rozpoznavajicich melanomové antigeny u nemocnych
s melanomem (viz kapitola 2.1.5.3.5.)
- tvorba protilatek proti GM 2 gangliosidu (Casty malanomovy antigen) u pacientl
s melanomem

- vzacné, ale popisované, spontanni regrese metastdz melanomu

Vyzkum v oblasti imunoterapie melanomu se ve své podstaté zamétuje
pfedevSim na 4 hlavni cile a témi jsou cytokinova terapie, 1écba vyuzivajici protilatky
modulujici imunitu, adoptivni T-bunéfnd terapie a vyvoj protinadorovych vakcin
(SIVENDRAN et al., 2010). Zatimco cytokinova terapie je jiz pomérné zavedenou
1é¢ebnou technikou pro pokrocila stadia melanomu, protilatky modulujici imunitu jsou
novym trendem v oblasti vyzkumu, ktery se objevil teprve relativné nedavno, a jejichz
ucinnost je nyni ovéfovana klinickymi testy. Adoptivni T-bunécna terapie vychazi
z ptedpokladu, Ze T-buiiky jsou schopny ve vhodnych podminkéch zattocit na tumor a
eliminovat ho. Nicméné je zatim obtizné pfizpiisobit tuto 1écbu pro SirSi pouZiti.
Melanomové vakciny prozatim zaostavaji za ocCekavanimi, kterd v né odbornici
vkladali. V soucastnosti jsou testovany rizné typy vakcin, alogenni s celymi bunikami,

autologni bunécné lyzaty, vakciny peptidové a gangliosidové, DNA vakciny, vakciny
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s dendritickymi bunikami nebo vakciny s virovymi vektory. Davodi, pro¢ vyzkum
V této oblasti dosud nepfinesl tolik kyzené pozitivni vysledky, je ziejmé vice. Tim
hlavnim je asi vysoka mira tolerance imunitniho systému vici nadorovym buikam.
Dalsimi vlivy, které nelze opomenout a které urcité svou meérou prispivaji
k prozatimnimu neuspéchu téchto vakcin, jsou jist¢ i naro¢nost a nakladnost pfipravy
takovéto vakciny (KRAISOVA, 2006; SIVENDRAN et al., 2010) a zejména schopnost
melanomovych bunék ovliviiovat své bezprostfedni okoli uvoliiovanim latek, které
suprimuji imunitni systém. Tyto latky tlumi antigenni prezentaci na povrchu
nadorovych buné€k, inhibuji produkci cytokinli, vyvolavaji toleranci T-lymfocytd,
inhibuji migraci leukocytl z krevniho fecisté, vyvolavaji rezistenci nadorovych bunék
k apoptoze, tlumi cytotoxické ucinky T-lymfocyti (viz kapitola 2.1.5.3.7.)
(KRAISOVA, 2006). Proto je hlavnim cilem vyvinout imunoterapii natolik w¢innou,
aby byla schopna ptekonat vSechny tyto néstrahy a cilila reakci imunitniho systému
spravnym smérem a to proti jiz zminénym konkrétnim nadorovym antigentim, a vedla
tak ke =zniCeni odolavajicich nadorové transformovanych bun€k. Rozséhlou
problematikou imunologické terapie maligniho melanomu a rozborem vysledkl
jednotlivych studii se zabyva neptfeberné mnozstvi piivodnich i soubornych ¢lanku,
piehledné shrnujicich soucasny stav poznani (napt. KIM et al., 2002; FANG et al.,
2008; JANDUS et al., 2009; MANSFIELD a MARKOVIC, 2009; SIVENDRAN et al.,
2010 a fada dalsich).

2.1.6.3.1. Interferon a (IFNa)

Pfesny mechanismus potvrzeného protinadorového ucinku IFNa neni znam, ale
nejspiSe je zplisoben jeho biologickymi aktivitami, mezi které mliizeme zatadit stimulaci
fagocytdzy makrofagl, aktivaci NK bunék, zvySeni exprese HLA antigent, zvySeni
exprese nadorovych antigend, ptimy cytotoxicky ucinek, inhibici ristu nadorovych
buné¢k, inhibici angiogeneze, snizeni exprese fady onkogenii a snizeni syntézy DNA
(KRAISOVA, 2006). Adujvantni terapie vysokymi davkami IFN je schvalena jak
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (US FDA, US Food and Drug
Administration), tak 1 Evropskou agenturou pro lé€iva (EMEA, European Medicine
Evaluation Agency) pro 1éCbu pacienti po resekcirizikového melanomu
(EGGERMONT a GORE, 2007). Pro 1é¢bu melanomu byla v klinickych studiich,
sledujicich vliv IFNa na prodlouzeni obdobi do relapsu choroby a doby celkového

pieziti, vyzkouSena fada postupil a rtizné davkovani IFNa, ale zddna z nich nepotvrdila
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vyrazny piinos této terapie (LENS a DAWES, 2002). Toxicita 1écby je pomérmné znacna
a Vv zavislosti na vysi davky, zptsobu aplikace a zdravotnim stavu pacienta vyvolava

mnozstvi nezddoucich u¢inki ruzné zavaznosti (SIVENDRAN et al., 2010).

2.1.6.3.2. Interleukin-2 (IL-2)

IL-2 je cytokin vykazujici vyrazny aktivacni a proliferac¢ni G¢inek na T- i B-
lymfocyty, NK buiiky i zabijee aktivované lymfokinem (LAK) (KRAISOVA, 2006).
Aplikace vysokych davek IL-2 byla prvni imunoterapii schvalenou americkym Utadem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (US FDA) (SIVENDRAN et al., 2010). Jednalo se o
pomémé efektivni 1écbu pokrocilého melanomu, diky niz bylo v nékterych piipadech
dosazeno uplné ¢i alespont Castecné regrese choroby, ale bohuzel je toto oSetfeni
doprovazeno vysokou toxicitou, kterd vedla nejen k vedlejSim ucinklim (piedevSim k
hemodynamické nestabilite), ale dokonce ke smrti nékolika pacienti (ROSENBERG et
al., 1994; ATKINS et al., 1999). Pravé pro toxicitu vysokych davek IL-2 se védci
zamétili na vyvoj novych, Iépe tolerovatelnych schémat 1écby, a na identifikaci
pacientli, pro které by tato lécba znamenala nejvétsi piinos. Jednim z nedévno
vyvinutych pfistupi je intratumoralni aplikace IL-2 u pacientli s metastazujicim
melanomem. Uplna odpovéd trvajici vice neZ 6 mésicti byla pozorovana u 70 %
oSetfenych metastaz, ale nedoslo k Zadné odezvé na visceralni trovni (WEIDE et al.,
2010). V nizsich davkach je IL-2 kombinovan s podavanim lymfocyti infiltrujicich
nador (TIL) pfi tzv. adoptivni imunoterapii. Testovan je také IL-2 ve spojeni s GM-SCF
nebo s nadorovymi vakcinami (KRAISOVA, 2006).

2.1.6.3.3. Faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofagi (GM-SCF)

Jako adjuvancia v 1é¢bé¢ melanomu bylo vyuzito i GM-SCF, ve snaze podpofit
lyzu tumoru ndborem monocytl z periferni krve a aktivaci cytotoxickych makrofagt
(MARKOVIC et al.,, 2007b; SIVENDRAN et al., 2010). Tento cytokin reguluje
diferenciaci a proliferaci hematopoetickych bunék a ovliviiuje funkce a Zivotnost
neutrofild, makrofagh a dendritickych bunék. Dendritické buiiky aktivuje zvySenim
antigenni prezentace nutné pro imunitni odpovéd zprostfedkovanou T-buiikami
(SIVENDRAN et al., 2010). Zvysuje oxida¢ni metabolismus, fagocytarni schopnosti a
protinadorovou cytotoxicitu. Je produkovdn hematopoetickymi a endotelidlnimi
bunikami 1 né€kterymi buikami nddorovymi. V adjuvantni 1é€bé melanomu se pouziva

jak v monoterapii tak i v kombinaci s dalsimi cytokiny (IL-2, IFN) (KRAISOVA,
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2006). Je vyuzivan k1écbeé pacientl s vysokym rizikem recidivy, ktefi si nepfieji
podstoupit terapii vysokymi ddvkami IFNa ¢i kteti nemohli byt z riznych divodi
zafazeni do jinych adjuvantnich klinickych testi. Analyza vysledki pfedpokladd mozny
selektivni piinos pro pacienty IV. stadia choroby, ale ten musi byt nejdiive potvrzen

randomizovanou zkouskou (MARKOVIC et al., 2007b).

2.1.6.3.4. Imunoregulac¢ni protilatky
e Anti-CTLA-4

Optimalni aktivace T-lymfocytii vyzaduje dvojitou signalizaci prostfednictvim
T-bunécného receptoru a receptoru CD28, ktery je také exprimovan na jejich povrchu a
ktery se vaze na kostimula¢ni molekuly B7 (napi. CD80 nebo CD86) vyskytujici se na
zralych antigen-prezentujicich bunkach. Tato vazba podporuje produkci cytokind a
ovliviiyje dalsi cile, které indukuji progresi bunééného cyklu. V pribéhu této aktivace
je zvySena exprese antigenu asociované¢ho s cytotoxickymi T-lymfocyty 4 (CTLA-4,
cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4), inhibi¢niho koreceptoru, a dochazi ke
kompetici mezi nim a CD28 o vazbu s B7. Piipojeny CTLA-4 vysila inhibi¢ni signaly,
diky kterym se sniZzuje produkce cytokinii (napt. IL-2) a prichod bunc¢k bunécnym
cyklem. Kromé toho je CTLA-4 také konstitutivné exprimovan regulacnimi T-butikami
(FANG et al., 2008; MANSFIELD a MARKOVIC, 2009; SIVENDRAN et al., 2010).
Prestoze se zda, ze CTLA-4 ptedstavuje homeostaticky mechanismus omezeni
nekontrolované lymfoproliferace, taktéz pravdépodobné limituje T-bunéénou odpoved’
proti melanomu (MANSFIELD a MARKOVIC, 2009). Odhaleni u¢inku CTLA-4 na
imunitni odpovédi organismu podnitilo sméfovani dal§iho vyzkumu na inhibici vazby
B7/CTLA-4, ktera by vedla k podpofe aktivace T-bunék a ke snizeni tolerance vuci
nadorovym bunkdm. Vysledkem jsou plné¢ humanizované monoklonélni protilatky
IPILIMUMAB a TREMELIMUMAB. V klinickych zkouskach jsou testovany nejen
samostatné v riznych davkovacich a imuniza¢nich schématech ale i1 v riznych
kombinacich, napt. s peptidovymi vakcinami proti gpl00 ¢1 cytokiny (IL-2). Blokada
CTLA-4 ma v samostatném podani omezenou efektivitu, ale ve spojeni s jinymi
terapiemi by mohla byt prospésnd (MANSFIELD a MARKOVIC, 2009). Lécba je vSak
neziidka provéazena nezadoucimi autoimunitnimi projevy postihujicimi nejcastéji kiizi a

gastrointestinalni trakt (FANG et al., 2008).
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e Anti-Programmed-1

PD-1 (Programmed cell death 1), patii do rodiny koreceptori CD28
exprimovanych aktivovanymi T- a B-buiikami. Vazi 2 ligandy, PD-L1 a PD-L2. Prvni
z nich se vyskytuje na povrchu T-bungk, B-bun¢k, makrofagi a dendritickych bunék,
druhy na dendritickych buitkach a aktivovanych makrofazich. Nadory a jejich
mikroprostiedi taktéz vykazuji produkci PD-L1 a proto se zablokovani tohoto ligandu
stalo jednou ze strategii imunoterapie. V soucasné dob¢ probihaji zkousky provétujici
nejen davkovani a rtiznd schémata podani samotnych protilatek proti PD-1, ale i rizné

kombinace s anti-CTLA-4 ¢i peptidovymi vakcinami (SIVENDRAN et al., 2010).

e Anti-CD137

CD137 je soucasti rodiny receptorti faktoru nekrotizujiciho nadory, ktery slouzi
jako kostimula¢ni signal T-builkdm a je exprimovan na povrchu fady aktivovanych
imunitnich bun¢k, jako napt. T-bunc¢k, NK bunék, dendritickych bunék, eosinofilii a
zirnych bunék. Piipojeni ligandu k tomuto receptoru vede ke zvySeni exprese
antiapoptotickych genii a zabratiuje smrti T-lymfocytl. Protilditky namifené proti
CD137 by potencialné mohly zvysit odpovéd a efektorovou pamét T-bunck
(SIVENDRAN et al., 2010).

e Anti-CD40

Dal8im clenem rodiny TNF receptort je CD40. Tento transmembranovy protein
je zapojen do imunitni aktivace a apoptdzy tumorld. Za normalnich okolnosti je
exprimovan na povrchu makrofagu, dendritickych bunék, B-bungk, krevnich desticek a
dal§ich neimunitnich bunék. Po spojeni s ligandem vyjadfenym na povrchu
aktivovanych T-buné€k a krevnich desti¢ek dochazi k signalizaci zanétlivymi cytokiny a
nasledné aktivaci T-bun¢k a narlstu exprese MHC a kostimula¢nich molekul. Byly
vyvinuty protilatky plsobici jako agonist¢ CD40, které jsou testované na raznych

typech nadora (SIVENDRAN et al., 2010).

2.1.6.3.5. Agonisté Toll-like receptori (TLR)

TLR rozpoznévaji konzervované¢ molekularni vzorce patogenti, pfitomné napf.
Vv bakteridlni ¢i virové DNA. Jejich stimulace podporuje imunitni systém ve vyvinuti
odpovédi prostfednictvim aktivace signdlnich kaskad vyvoldvajicich antigenni

prezentaci a vypu$téni prozanétlivych cytokinl (napi. IFNa). Existuje nejméné 10
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subtyptit TLR. TLR-9 je exprimovéan plazmacytoidnimi dendritickymi buiikami a B-
bunikami a rozpoznava nemethylované CpG motivy bakteridlni DNA. Terapeuticky
potencial synteticky piipravenych agonisti TLR-9 je ovéfovan klinickymi zkouSkami.
Prvni zkouska téchto syntetickych deoxycytidyl-deoxyguanosinovych oligonukleotidi
pouzitych coby adjuvantni slozky k vakcinaci melanomovymi peptidy ukazala vyrazné
zvySeni cirkulujicich Melan-A-specifickych CD8+ T-lymfocyti ve srovnani
S mnozstvimi vyvolanymi samostatnou aplikaci peptidovou vakcinou. Dalsi latkou této
skupiny je i Imiquimod, agonista TLR-7, ktery podporuje syntézu a uvolfiovani IFNa.
Jeho pouziti mize byt pfinosem pro nabuzeni imunitni odpovédi u metastazujiciho

melanomu (FANG et al., 2008; SIVENDRAN et al., 2010).

2.1.6.3.6. Nadorové vakciny

Vakciny jsou uz po staleti velmi GspéSnym a platnym prostiedkem v boji proti
mnoha riznym infekénim onemocnénim. Jejich wvyuziti k porazeni nadorovych
onemocnéni je zaloZeno na zjiSténi, ze imunitni systém je schopen vyvinout odpovéd
zamifenou proti nadorovym buitkam (KIM et al., 2002). Hlavnim poZadavkem na
pripravu funk¢éni a G¢inné vakciny proti melanomu je jeji schopnost vyvolat cilenou
specifickou imunitni odpovéd’ organizmu proti melanomovym bunkam. K cytotoxické
odpovédi na antigeny specifické pro melanom dochazi u né€kterych nemocnych
pfirozené a je to pravdépodobné pravé reakce CTL, ktera zodpovida za jiZ popsanou
spontanni regresi (viz kapitola 2.1.5.3.7.). S nariistajicim poctem identifikovanych a
charakterizovanych antigenti asociovanych s melanomem nastal i velky rozmach vyvoje
protinddorovych vakcin. Vakcinacni strategie se samoziejm¢ zna¢n€ rlzni, ale
spoleénym cilem je podpofit utlumeny imunitni systém v zahubeni nadoroveé
transformovanych bun¢k, at’ uz cestou zvySeni rozpoznani nadorovych bun¢k jakozto
»cizorodych a nezadoucich® ¢i zvySenim aktivace lymfocytd (KIM et al., 2002;
MANSFIELD a MARKOVIC, 2009). Vzhledem k tomu, Ze ptirozena odpovéd’ je pii
pouziti nddorovych antigenti ptili§ slabd, je vhodné ji podpofit pouzitim adjuvans, které
zvySuje imunogenicitu vakeiny. V medicin€ se pouziva fada adjuvantnich latek rizného
puvodu. Jedna se napf. o vakcinu BCG, purifikovany saponin QS-21, Alum, Detox nebo
imunomodulaénich slou¢enin typu IL-2, INFy & GM-SCF (KRAISOVA, 2006).
Protinadorové vakciny je ve své podstaté mozné rozdélit do n¢kolika skupin, lisicich se
nejen sloZenim, pouzitym adjuvanciem, frekvenci a zplsobem podani, ale do urcité

miry 1 ufinkem. Kromé celobunécnych, peptidovych/proteinovych a gangliosidovych
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vakciny, Ize s vyhodou vyuzit techniky molekularni biologie a exprimovat piislusné
antigeny na nepatogennich virech ¢i zabalit vakcinu spolu s adjuvans do lipozoémt. Dale
je také mozno pouzit ke zpracovani antigenu dendritické bunky, které ho poté prezentuji
na svém povrchu T-buiikdm a podnécuji tak siln€j$i bunéénou protinadorovou odpoveéd’
(KIM et al., 2002; FANG et al., 2008; JANDUS et al., 2009; SIVENDRAN et al.,
2010). V soucasné dobé je po celém svété provadéna cela fada studii pouZzivajicich
rizna lécebnd schémata a hodnotici predevsim uroven vyvolané protinddorové bunécné
1 humoralni odpovédi. Bohuzel vysledky jsou Casto do znacné miry protichiidné a
zatimco jedna vypovida o relativnim uspéchu a pfinosu 1écby, dalsi tento vysledek neni
schopna potvrdit, ¢i ho dokonce vyvraci. Divodi pro¢ zatim nebylo dosazeno uspéchu
melanomovych vakcein je vice. Tim hlavnim je, jak jiz bylo feceno, asi vysoka mira
tolerance organizmu vic¢i nadorovym buitkam. Také exprese HLA antigenli, nutnych
pro vazbu a prezentovani antigenti, ma velky vliv na spusténi imunitni reakce. Ne
vSechny typy HLA dokdzi dany antigen navazat, a diky tomu, ze exprese HLA
V populaci je zna¢né€ rozdilna, jsou vakciny G€inné jen u omezeného procenta pacienti.
Dale také ne kazdd melanomovéa bunka exprimuje vSechny antigeny a 1 exprese
jednotlivych antigent v pribéhu onemocnéni znacné kolisa, coz znacn¢ komplikuje

vybér vhodnych antigend pouzitelnych v terapii. (KRAISOVA, 2006)

e Celobunécné vakceiny

V tomto piipadé se jedna o vakciny polyvalentni, vyvolavajici odpoveéd proti
celé fad€ nadorovych antigend, vyuZzivajici celé nadorové buiiky ¢i jejich lyzat. Odpada
tak nutnost vybéru antigenu vyvolavajiciho co nejvétsi imunitni odpovéd’ (FANG et al.,
2008). Celobunécné vakciny mohou byt odvozeny z autolognich nebo alogennich
bunck. Vyssi ucinnost lze predpokladat u vakcin autolognich, protoze jsou odvozeny
pfimo od nadorovych bunék konkrétniho pacienta (KRAISOVA, 2006). Pfiprava
takovychto vakcin je vSak ndro¢nd a nékladna. Buiiky pouZzivané k imunizaci musi byt
ozafeny ¢i jinak inaktivovany, aby bylo zabranéno jejich proliferaci in vivo, a poté
injikovany pacientovi bud’ samostatn¢, nebo v kombinaci s imunomodula¢nimi latkami,.
Vzhledem ke komplikacim spojenym s ptipravou autolognich vakcin jsou dostupnéj$im
feSenim vakciny alogenni, odvozené z ustavenych stabilnich nddorovych bunécnych

kultur (KIM et al., 2002).
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e Peptidové/proteinové vakciny

Dalsi vakcinaéni strategii je podani antigen asociovanych s melanomem (viz
kapitola 2.1.6.3.) bud’ samostatné¢ nebo v riznych kombinacich (MANSFIELD a
MARKOVIC, 2009). Za imunogenni vlastnosti téchto antigenli, vyvolavajici
protinadorovou reakci, jsou odpovédné kratké peptidové fragmenty, které jsou
endogenné zpracovany nadorovymi ¢i antigen-prezentujicimi bunkami a nésledné
v asociaci s MHC molekulami prezentovany T-bufikam. Mechanismus peptidové
vakcinace tedy vyzaduje nabiti prazdnych MHC-I ¢i MHC-II molekul peptidovymi
fragmenty (KIM et al., 2002). Aplikace volnych pfirozenych antigennich peptidd,
emulzifikovanych v nékterém z dostupnych humannich adjuvancii, sice vede
k detekovatelné, ale znaéné¢ omezené, imunitni odpovédi (JANDUS et al., 2009). Proto
byly vakcina¢ni postupy zalozené na peptidech postupné inovovany a bylo vyzkouseno
mnoho riznych variant této metody. V rizné fazi testovani bychom nalezli napf.
anology pfirozenych peptidit vykazujici vy$s$i imunogenicitu, soucasné podani vice
antigend asociovanych s melanomem, piidani imunostimula¢niho adjuvancia jako je
napt. IL-2 ¢i agonisté TLR (nemethylované CpG oligonuleotidy, Imiquimod), nebo
pouziti epitopii dobfe zndmych antigenli asociovanych s tumorem restringovanych
MHC-IIL. Jednim z omezeni pouziti peptidii jakoZto imunogeni je potieba selektovat
pacienty na zaklad¢ exprese definovanych HLA molekul, protoze rizné peptidy se vazi
jen na urc¢ity MHC-1 motiv (KIM et al., 2002; JANDUS et al., 2009). Epitopy také
nemusi byt nutn€ exprimovany na povrchu nddorovych bun€k a posttranslacni
modifikace nékterych z nich mohou branit jejich rozpoznani (KIM et al., 2002). Do
imunizacnich protokold jsou Casto zahrnuty vyhradné epitopy restringované MHC-I,
coz zamezuje aktivaci pomocnych CD4+ T-bungk, které hraji dilezitou roli v indukci
u¢inné imunitni odpovéd (KIM et al., 2002, JANDUS et al., 2009). Z tohoto hlediska
maji vakcinacni strategie zaloZené na rekombinantnich proteinech, restringovanych jak
MHC-I, tak i MHC-II, vétsi Sanci cilit a aktivovat zarovenn CD8+ i CD4+ T-lymfocyty
specifické pro riazné s tumorem-asociované antigeny bez ohledu na bariéru HLA (KIM
et al.,, 2002, JANDUS et al., 2009). Diky moznosti syntetické piipravy antigennich
peptidl z purifikovanych aminokyselin odpadé i nutnost ziskavat pacientovu tkan (KIM
et al., 2002). Pfes nesporné vyhody pouziti rekombinantnich proteinti byly odhaleny i
nedostatky, které musi byt odstranény. Napf. jsou tyto proteiny, na rozdil od virovych
vektord, vSeobecné slabymi prostiedky ke kiizové aktivaci MHC-I restringovanych

CD8+ T-bunéénych odpovédi, kvili zpisobu dopravy do bunék prostiednictvim
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endocytického kompartmentu (JANDUS et al., 2009). Dale existuje riziko, Ze pii
pouziti vakciny sestavajici pouze zjednoho konkrétniho antigenu ¢i peptidového
fragmentu dojde u nadoru k mutaci, ktera mu umozni uniknout imunitnimu systému.
Muze se také stat, Zze k vyvolani adekvatni klinicky efektivni protinadorové odpovédi,
nebude jeden antigen dostacujici (KIM et al., 2002). Tomu se da ¢aste¢né predejit prave
pouzitim kombinace vice antigentl, coz by mélo rozsifit vyvolanou imunitni odpoved’.
Navic muaze byt zpraktického hlediska produkce dostatecného mnozstvi
rekombinatniho proteinu ke klinickému pouziti zna¢né nékladna a problematicka napf.
u vysoce hydrofobnich proteinit (JANDUS et al., 2009).

Dalsim ztady cili, které se dostaly do hledacku vyzkumnych skupin,
vyvijejicich protinddorové vakciny, je i peptidovy komplex proteinu teplotniho Soku
odvozeny od nddoru (HSPPC, heat shock protein-peptide complex). Proteiny teplotniho
Soku jsou vysoce konzervovanou skupinou chaperonovych proteinti, zapojenych do
bunécného transportu a obratu proteini. HSPPC-96 (dfive Oncophage), autologni
vakcina odvozend z pacientova tumoru, piinesla v klinickych zkouskach pomérné slibné
vysledky (SIVENDRAN et al., 2010). Klinickymi zkouSkami prochazi v sou€asné dobé
fada peptidovych vakcin, velmi Casto zalozenych na epitopech MAGE-1, MAGE-3,
MART-1/Melan-A, NY-ESO-1, tyrozinazy a gp100. Jednotlivé zkousky se samoziejmée

1i$1 imuniza¢nimi schématy, ddvkovanim i pouzitym adjuvans.

e Gangliosidové vakciny

K pfipravé melanomovych vakcin nebyly pouZity pouze peptidové antigeny, ale
1 dalsi molekuly, jako napt. gangliosidy. Tyto komplexni sialoglykosfingolipidy s N-
glykosidickou vazbou se nachazi na povrchu nejen melanomovych, ale 1 dalSich
nadorovych bun&k (SIVENDRAN et al., 2010). Casto byvaji konjugovany s proteiny
(napf. nosicovy protein KLH), aby byla zvySena jejich imunogenicita. K vyvoji vakcin
jsou nejvice vyuzivan gangliosid GM2 a dale pak i GD2, GD3 a 9-O-Acetyl GD3, které
vyvolavaji protektivni protilatkovou odpovéd (KRAISOVA, 2006).

e Vakciny zaloZené na buinikach prezentujicich antigen/dendritickych bunkach
Dendritické buiiky jsou nejpotentnéjsi profesiondlni antigen-prezentujici bunky

klicové pro iniciaci bunéénych odpovédi naivnich T-lymfocytd. Pohlcuji a zpracovavaji

antigen, migruji do sekunddrnich lymfoidnich orgdn a stimuluji klidové T-bunky

prostiednictvim antigenti prezentovanych v kontextu molekul MHC-1 a MHC-I1 (KIM
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et al., 2002). Diky této schopnosti, ktera umoziuje vyvolani a zvySeni imunitni
odpovédi, ztélesnuji ve své podstaté idedlni nastroj imunoterapie, protoze praveé ucinna
prezentace nadorovych antigendi imunitnimu systému je jednim z problémi této oblasti
vyzkumu (FANG et al., 2008). DC mohou byt nabity antigennimi peptidy a vyvolat
specifickou protinadorovou odpovéd’. Nové metody, dovolujici izolaci vétsiho mnozstvi
dendritickych bun€k z periferni krve, umoznily jejich vyuziti jako terapeutického
prostiedku. DCs nabité autolognimi nadorovymi lyzaty, proteiny, peptidy ¢i dokonce
mRNA jsou testovany klinickymi zkouskami a v ne€kterych ptipadech prokazaly efekt
na indukci specifické CTL odpovédi (KIM et al., 2002; JANDUS et al.,, 2009;
SIVENDRAN et al., 2010). N¢které studie byly naopak ukonceny kvuli nedostate¢né
ucinnosti 1é¢by (MANSFIELD a MARKOVIC, 2009; SIVENDRAN et al., 2010). Pro
konecny tspéch imunizace je tieba tuto strategii dale optimalizovat a provéfit jeji piinos

dal$imi klinickymi zkouSkami.

e Rekombinantni virové vektory a DNA a RNA vakciny

Virové vektory kodujici antigeny asociované s nadorem piedstavuji imunizacni
strategii potencialné¢ vedouci k zahajeni ¢i posileni specifické CD8+ T-bunécné
cytotoxické odpovédi. Déale mohou byt exprimovany i cytokiny ¢i kostimula¢ni
molekuly. Vyhodou této metody je moznost transdukovat do virového vektoru cely
nadorovy antigen, ¢imz je docileno aktivace Sir§i palety T-bunécnych odpovédi
(SIVENDRAN et al., 2010). Imunologicka aktivita muze byt takto skute¢né vyvolana a
v nékterych piipadech byl pozorovan piiznivy uUc€inek vakcinace na vyvoj choroby
(JANDUS et al., 2009). Nevyhodou virovych vektori (napf. poxvirovych,
adenovirovych, herpesvirovych) je jejich imunogenicita a moznd imunodominance
virovych antigenti nad nadorovymi (JANDUS et al., 2009; SIVENDRAN et al., 2010).
U pacientil tak pomérné ¢asto dochazi k produkci neutralizacnich protilatek proti virové
vakciné (SIVENDRAN et al., 2010)

Tento problém miize byt piekonan pouzitim nahé DNA coby imunogenu. Bylo
ukézéno, ze plazmidova DNA muze slouzit k expresi antigenu (napi. ve svalovych
bunkach), ktery poté mize byt prezentovan dendritickymi bunkami in vivo (JANDUS et
al., 2009). Stejné jako v piipadé virovych vektord mohou byt i zde exprimovany nejen
nadorové antigeny, ale i cytokiny nebo kostimulacni molekuly (KIM et al., 2002).
Bakteridlni DNA nadto obsahuje CpG motivy piisobici jako pfirozené adjuvans a silné

stimulatory imunity. Dal§i vyhodou této formy imunizace je fakt, Ze nemusi byt bran
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V potaz haplotyp HLA a je tedy vyuzitelnd u §irsi skupiny pacientd (SIVENDRAN et
al., 2010). DNA muze byt pacientovi podana riznymi zpusoby, at’ uz se jedna o pfimou
injekci, nastel do kize pomoci gene gun, ¢i elektroporaci (JANDUS et al., 2009).

Vedle DNA vakcin, byla testovana i imunizace pomoci celkové nadorové
MRNA v kombinaci s GM-SCF, ktera taktéz prokazala imunogenni G¢inek (JANDUS et
al., 2009).

Tyto pristupy byly z pocatku atraktivni diky relativné nizkym nakladim a
snadné aplikaci, ale zatim nevedly k jasnému pozitivnimu vysledku (FANG et al.,
2008).

2.1.6.3.7. Adoptivni bunécna terapie (ACT)
e TIL terapie

Tento zplisob terapie vyuziva unikatni schopnost melanomu vyvolat produkci
pomérné vysokych kvant protinadorovych lymfocyt in vivo (viz kapitola 2.1.5.3.5.).
Tyto lymfocyty mohou byt, diky sou¢asnym technologickym pokrokiim, vyizolovany
z nadorové tkané nebo periferni krve a nasledné péstovany a mnozeny ex vivo, diky
¢emuz je mozné ziskat velké mnozstvi buné€k, ze kterého Ize vyselektovat nejavidnéjsi
buiiky specifické pro urcity nadorovy antigen. Pfipravené buiiky jsou poté, casto
v kombinaci s IL-2, injikovany zpét pacientovi (MANSFIELD a MARKOVIC, 2007;
SIVENDRAN et al., 2010). Technika byla dale zdokonalena zavedenim lymfodeplece
pomoci nemyeloblastivni chemoterapie (napt. fludarbin a cyklofosfamid), kterd by méla
vést  kvytvofeni pfiznivéjSiho prostiedi, napt. diky odstranéni potencialné
imunosupresivnich  regulacnich  T-lymfocytl, zvySeni dostupnosti cytokinl
podporujicich rist T-bunék a vylepSeni funkci ¢i zvySeni dosazitelnosti APC (FANG et
al., 2008; JANDUS et al., 2009; SIVENDRAN et al., 2010). Lécba pomoci TIL dosahla
az 72% objektivni odpovédi, kterd trvala az 63 mésici. Prestoze jsou tyto vysledky
velmi povzbudivé, pfeci jenom existuji limitace jako je nakladnost a fakt, Ze ne u

kazdého pacienta lze kultivovat TIL (SIVENDRAN et al., 2010).

e Terapie pomoci geneticky manipulovanych T-bunék
Dalsi alternativou je transfer genti pro TCR urcité specifity do krevnich
lymfocytl napi. pomoci retrovirovych vektori. I tato metoda pfinesla slibné vysledky.

Nicméné je, stejné jako v ostatnich ptipadech ACT, nutné tyto postupy dale
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optimalizovat napt. z hlediska dopravy bunék do lymfatickych uzlin, Zzivotnosti
expandovanych a reinjikovanych lymfocyti a jejich pfetrvani v organismu. Jak se
ukazuje, 1 kontrola pfiméiené trovné exprese TCR transgenu je pro védce narocnym
ukolem a velkou vyzvou, protoze transdukované TCR musi obstat v konkurenci
endogennich nebo dochazi ke vzniku T-bun¢k nesoucich az 4 rizné TCR vlivem
nespravného parovani TCR fetézch. Nékteré z takovychto bunck pak mohou ptsobit
imunopatologicky (FANG et al., 2008; JANDUS et al., 2009). Za zminku taktéz stoji,
ze jsou vyvijeny chimerické antigenni receptory, rozpoznavajici nativni povrchové
antigeny. Chimerické antigenni receptory jsou fuzni molekuly, které v sobé kombinuji
antigenni specifitu a schopnost aktivovat T-bunky. Jsou to pravé riizné kombinace
aktivanich a kostimulacnich domén, které¢ dramaticky zvySuji jejich signalizaéni
vlastnosti. Tento pfistup dovoluje geneticky reprogramovat T-bunky tak, aby ziskaly
schopnost rozpoznat povrchové antigeny nezavisle na kontextu MHC (JANDUS et al.,
2009; SADELAIN, 2009).

e CTL terapie

Mononukledrni buiiky izolované z periferni krve pacienta mohou byt
stimulovany autolognimi antigen prezentujicimi bunikami, pulzovanymi napt. HLA-
restringovanymi epitopy napt. z MART-1/Melan-A ¢i gpl100. Po nékolika kolech
stimulace jsou in vitro selektovany jednotlivé klony na zakladé jejich schopnosti
specificky zabijet antigen-pozitivni nddorové cile. Tyto cytotoxické klony jsou dale
expandovany in Vvitro a poté preneseny zpét do pacienta. Pocate¢ni klinické zkousky
dosahly pouze omezeného uspéchu, protoze antigen-specifické CD8+ T-lymfocyty
pfervavaly in vivo pouze omezenou kratkou dobu. Navic se ukazalo, ze rekurentni
nadory maji tendenci selektivné ztracet cilové antigeny (FANG et al., 2008). Proto je

potieba tento piistup dale modifikovat.

2.1.6.4. Inhibitory angiogeneze

Angiogeneze hraje dilezitou roli pfi vyvoji melanomu. Maligni melanocyty jsou
schopny sekretovat angiogenetické faktory jako napt. VEGF nebo ristovy faktor
fibroblasti. Inhibitory angiogeneze by mohly zamezit riistu primarnitho nadoru a
metastdz a potencialné zlepsit klinické vysledky. Bohuzel thalidomid, vykazujici anti-
angiogenetické vlastnosti, ani monoklondlni protilatka proti VEGF nepfinesly pii 1écbé

metastazujiciho melanomu prozatim tspéch. Stejné tomu bylo i pii pouziti kombinace
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nizkych davek IFN-02b s bevacizumabem, humanizovanou protildtkou proti VEGEF,
nebo thalidomidem. Ani synteticky analog inhibitoru trombospondinu neprojevil
ucinnost. Nicméné nedavna studie aplikace bevacizumabu, paclitaxelu a karboplatiny
piinesla zfetelnéjsi vysledky. Pfinos terapie pomoci inhibitori angiogeneze bude patrné

nejveétsi v kombinaci s dalsimi zpisoby 1é¢by (MANSFIELD a MARKOVIC, 2009).

2.1.6.5. Inhibitory proteinkinaz

V soucasné dobé¢ jsou testovani podrobovany taktéz inhibitory kindz, které jsou
Castou obéti aktivac¢nich mutaci pfi vyvoji maligniho melanomu. Mezi inhibitory kinaz
mizeme zafadit napf. imatinib, zamifeny proti mutaci c-kit, vemurafenib a sorafenib,
bojujici proti mutaci b-raf, ke které dochazi az u 50% nadord, a dalsi. Zda se, Ze tyto
molekuly ptisobi cytotoxicky na buiiky nesouci ptislusnou mutaci (MARKOVIC et al.,
2007; MANSFIELD a MARKOVIC, 2009). Melanom je ale dynamické a heterogenni
onemocnéni a proto je Casto, k dosazeni dlouhodobého ucinku lécby, nejvhodnéjsi
pouzit kombinovanou lécbu. V tomto uspofaddni by inhibitory kindz jist¢ mély v

budoucnu najit své uplatnéni.

2.1.6.6. Genova terapie

S rychlym rozvojem genomickych a genové inzenyrskych metod uzce souvisi 1
pokrok v oblasti genové terapie nadort. Predpokladt pro uspéch takovéto 1éCby je cela
fada. Nejdfive je nutné ziskat co nejdetailn€jSi molekuldrné geneticky popis
specifickych genovych poskozeni stojicich za naddorovou transformaci bun€k. Dale je
tteba osekvenovat a nasyntetizovat zdravy gen, prostiednictvim riznych dostupnych
rekombinantnich technik ho vnést do vhodného, bezpecného a efektivniho vektoru a
jeho pomoci ho ptfenést do nadorové buiiky. Jiz z tohoto strucného vyctu zékladnich
neZ ostatni dosud pouzivané terapie. Hlavnim obtiZzné pfekonatelnym problémem této
1é¢by je komplexnost genovych zmén podilejicich se na maligni transformaci. Navic
hromadéni riznych genovych zmén v raznych stadiich progrese choroby vyrazné
komplikuje vybér vhodného genu (KRAISOVA, 2006). Vzhledem k obtiznosti
optimalizace genové terapie je doba, kdy bude standardni soucasti 1é€by melanomu,

jeste pravdépodobné velmi vzdalena.
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2.2. POLYOMAVIRY
2.2.1. Klasifikace

Od roku 2000 jsou Polyomaviridae samostatnou virovou ¢eledi, zahrnujici malé
neobalené tumorogenni DNA viry, napadajicich obratlovce (IMPERIALE a MAJOR,
2007, viz tab. 2.5.). Prvnim objevenym polyomavirem byl roku 1953 virus napadajici
mysi (GROSS, 1953). Pravé od schopnosti mysiho polyomaviru (MPyV), vyvolat po
inokulaci u novorozeného mysiho mladéte ¢i imunokompromitované mysi vznik mnoha
riaznych nadord, je odvozen nazev celé Celedi (z feckého poly tj. mnoho a oma tedy
nador; IMPERIALE a MAJOR, 2007). Roku 1960 byl poté identifikovan i prvni primati
virus, SV40, coby kontaminanta poliovirové vakciny, k jejiz produkci byly pouzivany
kultury opi¢ich bunék (SWEET a HILLEMAN, 1960). Tyto dva modelové viry
poslouzily jako nastroj studia fady bunécnych procest nejen in vitro, ale i in vivo a
velkou mérou tak ptispely k vyvoji molekuldrni biologie. Poskytly moznost blize
nahlédnout napt. na déje spojené s bunécénou transformaci, replikaci a transkripci DNA,
regulaci bunééného cyklu a vznikem a vyvojem virem vyvolanych nadort. Stejné tak
posunuly o znaény kus kupfedu i védomosti tykajici se uspotadani viru-podobnych
¢astic. Mysi polyomavirus poslouzil také pti studiu interakci mezi naddory a imunitnim
systtmem (ATKIN et al, 2009; DALIANIS a GARCEA, 2009). Zatimco
u permisivnich bun¢k dochazi k produktivni infekci, tedy probihad zde kompletni Zivotni
cyklus viru zakonceny destrukci bunék, v buitkdch nepermisivnich jsou tvofeny pouze
¢asné genové produkty zpiisobujici transformaci, ale neprobiha tu vSak uc¢innd replikace
viru ani tvorba virového potomstva (IMPERIALE a MAJOR, 2007).

Polyomavirti, které napadaji ¢lovéka, bylo do této chvile odhaleno pét. Dva
z nich, viry BK (GARDNER et al., 1971) a JC (PADGETT et al., 1971), jsou znamy jiz
od roku 1971. Oba ustavuji u zdravych osob asymptomatickou perzistentni infekci,
avSak pfi imunosupresi muze dojit k jejich reaktivaci a mohou zplisobovat velmi
zévazné zdravotni komplikace. BK virus zna¢né zhorSuje predevSim stav pacientd po
transplantaci ledvin, protoze vyvolava post-transplanta¢ni nefropatie a zanéty mocovych
cest. JCV je pro zménu spojen s demyelinizaci neuronii v podobé progresivni
multifokalni leukoencefalopatie (AHSAN a SHAH, 2006; IMPERIALE a MAJOR,
2007, BOOTHPUR a BRENNAN, 2010). V poslednich ¢tyfech letech se diky pouziti
novych detekénich metod tada lidskych polyomavirti rozrostla hned o nékolik novych

zastupctl, a to o viry WU (GAYNOR et al., 2007), KI (ALLANDER et al., 2007), virus
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karcinomu Merkelovych bun¢k (FENG et al., 2008) a zatim posledni virus TSV (VAN
DER MEIDEN et al., 2010). Stejné jako piedchazejici dva piedstavuji riziko
predevsim pro imunosuprimované pacienty. Vysledky sérologickych studii poukazuji na
skute¢nost, Ze populace je lidskymi polyomaviry znaéné promotena, nicméné jimi
zpusobend onemocnéni postihnou pouze zlomek infikovanych osob (BOOTHPUR a

BRENNAN, 2010).

Virus Rok objeveni | Hostitel MT | Agnoprotein
Mysi polyomavirus 1953 Mys Ano

Mysi pneumotropni virus 1953 Mys

SV40 1960 Opice (Makak rhesus) Ano
SA12 1963 Opice (Pavian ¢akma) Ano
Krali¢i polyomavirus 1964 Kralik

Kiecéi polyomavirus 1968 Kiecek Ano

BK virus 1971 Clovek Ano
JC virus 1971 Clovék Ano
Bovinni polyomavirus 1974 Skot Ano
Lymfotropni papovavirus 1979 Opice (Ko¢kodan obecny)

Ptaci polyomavirus 1981 Ptaci Ano
Krysi polyomavirus 1984 Krysa

Paviani polyomavirus typu 2 1989 Pavian

Cynomolgus polyomavirus 1999 Opice (Opice javanska)

Husi hemoragicky polyomavirus | 2000 Husa Ano
Simpanzi polyomavirus 2005 Simpanz

Vrani polyomavirus 2006 Vrana Ano
Pénkavi polyomavirus 2006 Pénkava Ano
KI polyomavirus 2007 Clovék

WU polyomavirus 2007 Clovék

Squirrel monkey polyomavirus 2008 Opice (Kotul veverkovity) Ano
MC polyomavirus 2008 Clovék

Tabulka 2.5.: Polyomaviry znamé na jafe 2009. Upraveno podle DALIANIS a GARCEA (2009).

2.2.2. Struktura virionu a organizace genomu

Ikosahedralni kapsida téchto malych neobalenych DNA virdi je tvofena 360
molekulami hlavniho strukturniho proteinu VPI1, ktery je uspofddan do 60
hexavalentnich a 12 pentavaletnich pentamer (viz obr. 2.6.; LIDDINGTON et al.,
1991). K centralni dutiné uvnitt kazdé pentamery je nekovalentné pfipojena molekula
jednoho ze dvou minoritnich proteini VP2 nebo VP3 (viz obr. 2.6.; BAROUCH a
HARRISON, 1994).
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Obr. 2.6.: Kapsida polyomaviru. Vlevo znazornéna pentamerni struktura VP1 s proteinem VP2 v centralni
duting. Pievzato z CHEN et al., 1998. Vpravo kapsida slozena z pentamer proteinu VP1. Bilou barvou

znazornény hexavalentni pentamery, modrou pentavalentni. Pfevzato ze SALUNKE et al., 1986.

Kapsida dosahujici velikosti 45 nm ve svém nitru uzavird genom, tvoieny
jednou dvoufetézcovou kovalentné uzavienou kruhovou molekulou DNA v komplexu
S bunénymi histony H2A, H2B, H3 a H4 a virovym proteinem VP1, s jejichz pomoci
je uspotradavan do struktury virového minichromozému. Virovy genom o velikosti
pfiblizn€ 5,3 kbp je mozné rozdé€lit na 3 oblasti — ¢asnou (kodujici nestrukturni T-
antigeny), pozdni (exprimovanou az po replikaci viru, z niz jsou piepisovany strukturni
proteiny), a regulacni (v jeji sekvenci se nachazi pocatek replikace spolu s promotory a
enhancery transkripce vSech gent - viz obr. 2.7.). Pfepis genl ¢asné oblasti, mezi néz
fadime sekvence kodujici proteiny LT, ST a u hlodav¢ich polyomaviri jesté¢ MT, zacina
ihned po vstupu do jadra a trva i v pozdé&jsich fazich infekce. Po zahajeni dvousmérné
replikace genomu z jediného pocatku je spusténa i transkripce z druhého fetézce DNA.
Ta probiha opacnym smérem nezli tomu bylo u ¢asnych T-antigent. Pozdni, strukturni,
proteiny VP1, VP2 a VP3 davaji, jak jiz bylo feceno, vzniknout virové kapsidé.
Z pozdni oblasti je u primatich polyomavirii exprimovan jesté regulacni protein Agno
(IMPERIALE a MAJOR, 2007).
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Obr. 2.7.: Organizace genomu myS$iho polyomaviru (MPyV) a lidského polyomaviru JC (JCV). A.
Genom mySsiho polyomaviru. Oblast pozdni transkripce obsahuje geny strukturnich proteind VP1
(modra), VP2 (rtizova) a VP3 (svétle zelenda). V regulacni oblasti lezi pocatek virové replikace ori
(zelena), promotory a enhancery transkripce vSech genti (Cervend). Oblast Casné transkripce koduje
regulacni nestrukturni proteiny LT (zelena), MT (Cervena) a ST (zlutd). Prevzato z COLE (1996). B.
Genom lidského polyomaviru JC. Regulaéni oblast (Control Region) s poc¢atkem replikace, promotory a
enhancery zndzornéna modie. Kodujici oblasti rozdéleny na ¢asnou a pozdni oblast. Casny region koduje
regulacni proteiny — maly (t) a velky (T) antigen (tyrkysove). Z pozdni oblasti jsou piepisovany strukturni
proteiny VP1, VP2, VP3 (Cervené) a kratky regulacni peptid Agno (svétle zelené). Prevzato z SARIYER
et al. (2004).

Hlavni strukturni protein VP1 lze roz¢lenit na 3 dileZité casti, a to na N-
koncovou, stfedni a C-koncovou. N-terminus, orientovany do nitra pentamery, nese
nejen 11 aminokyselin dlouhy jaderny lokalizacni signal, ale také je schopen
nespecificky interagovat s DNA (MORELAND et al., 1991; MORELAND a GARCEA,
1991; CHANG et al., 1992; 1993). Stfedni ¢ast monomeru VP1 je tvofena prevazné -
listy, které jsou propojeny smyckovymi strukturami, a nékolika kratkymi a-helixy.
Smycky BC, DE a HI jsou vystaveny na povrch kapsidy a diky tomu hraji vyznamnou
roli v rozpoznani bunéénych receptort a adsorbci virionu na povrch bunky. Za interakce
S kyselinou sialovou, kterd je soucésti téchto receptord, je zodpovédnych nékolik
aminokyselinovych zbytkil nachazejicich se ve smyckach BC a HI. Smycka FG, kterd je
rovnéz orientovana na vnéjsi strané kapsidy, tvoii soucast Ca®" vazebného mista. Ve

smyckovych doménach jsou vzhledem kjejich lokalizaci obsazeny 1 hlavni
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neutralizacni epitopy. Pentamery jsou vzajemn¢ propojeny velmi flexibilnim C-koncem
VP1 molekuly, ktery vystupuje zkazdého monomeru a invaduje do sousedni
pentamery. Interakce mezi kapsomerami jsou stabilizovany Ca* jonty a disulfidickymi
vazbami (viz obr. 2.8.; GARCEA et al., 1987; LIDDINGTON et al., 1991; STEHLE et
al., 1994; 1996; STEHLE a HARRISON, 1996; 1997; SAPP a DAY, 2009).

Kontakt mezi
kapsomerami

N-konec C-konec

Obr. 2.8.: Monomer VP1. Modfe znazornény B-struktury, zelené a-helixy. Smycky vystavené na povrch
kapsidy oznaceny jako DE, HI, BC a EF. N-konec orientovany do nitra kapsidy nese NLS a nespecificky
vaze DNA. C-koncova c¢ast molekuly zprostfedkovava kontakt mezi pentamerami. Upraveno

z LIDDINGTON et al., 1991.

Molekula VP1 prochézi v hostitelské buiice fadou posttranslacnich modifikaci,
mezi kterymi jsou fosforylace (ANDERS a CONSIGLI, 1983), sulfatace (LUDLOW a
CONSIGLI, 1987), acetylace (BOLEN et al., 1981), hydroxylace (LUDLOW a
CONSIGLI, 1989) a methylace (BURTON a CONSIGLI, 1996). Tyto upravy riznym
zptisobem ovliviiuyji jednotlivé funkce VPI1. Napiiklad fosforylace jsou velmi zasadni
nejen pro morfogenezi virionu, ale zfejmé i pro vazbu receptoru na povrchu bunky (LI a
GARCEA, 1994). Methylace lysinovych a argininovych zbytki na N-konci VP1
pravdépodobné usnadiuje vazbu DNA (BURTON a CONSIGLI, 1996). Jednou
z vyjimeénych vlastnosti hlavniho kapsidového proteinu VP1 je jeho schopnost
samovoln¢ tvofit pentamery, které se mohou v roztoku nizké iontové sily a za
pritomnosti Ca® ionth spontann¢ uspofadat do struktur podobnych virovym kapsidam

(VLPs), a to 1 v nepfitomnosti minoritnich proteinit VP2 a VP3. K tomuto procesu tak
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napiiklad dochazi v jadrech hmyzich bunék Sf9 pouzivanych pro expresi VP1. Stejné
tak nejsou k tvorbé VLPs nutné ani posttranslacni modifikace, protoze purifikovany
VPI1 je schopen se skladat do pseudokapsid i in vitro po produkci prokaryotickym
expresnim systémem bakterie E. coli, ktera pfisluSné upravy neprovadi. Kromé
klasickych pseudokapsid tvofenych 72 pentamerami, mohou z takto pfipraveného VP1
pfi zméné podminek vznikat i dal$i struktury tvofené 36, 24 nebo 12 pentamerami
(SALUNKE et al., 1986; 1989; MONTROSS et al., 1991, FORSTOVA et al., 1993). V
dasledku toho, Ze minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3 jsou cteny ze stejného
¢teciho ramce, je cela sekvence VP3 kompletné obsazena v sekvenci proteinu VP2. Je
to praveé spoleény C-konec molekul, kterym minoritni proteiny interaguji s dutinou
v pentameie VPI1. Protein VP2 je vSak oproti VP3 piiblizné o 1/3 delsi a ma jesté
unikatni N-koncovou ¢ast. N-terminalni glycin VP2 je mnavic myristylovan
(IMPERIALE a MAJOR, 2007).

Mysi polyomavirus, stejné jako umélé virové ¢astice od n€j odvozené, vyuzivaji
ke vstupu do bunky receptorem zprostiedkovanou endocytéozu. Za rozpoznéani
povrchovych receptorti, glykosylovanych gangliosidi GDla a GTl1b, je zodpovédny
hlavni kapsidovy protein VP1 (TSAI et al., 2003; shrnuto v TSAI a QIAN, 2010).
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2.3. UMELE VIROVE CASTICE (VLPs)

V riznych textech se mtizeme setkat s fadou oznaceni jako viru podobné Céstice,
umelé virové Castice, pseudokapsidy a VLPs, které nemusi byt ve vSech ptipadech vzdy
zcela vyznamové totozné, avSak vSechny vyjadiuji prakticky totéz — oznacuji virové
kapsidy, pfipravené in vitro ¢i v heterolognim expresnim systému, které neobsahuji
virovou DNA. V této diplomové praci jsou drobné a nepatrné vyznamové nuance

zanedbany a vyrazy jsou pouzivany coby synonyma.

2.3.1. Obecné vlastnosti a produkce viru podobnych ¢astic

Kapsidové proteiny nékterych virti (napt. papillomavirti, polyomavirt, rotavirt)
vykazuji schopnost uspotradat se spontanné do tzv. VLPs neboli viru podobnych ¢astic
(KIRNBAUER et al., 1992; SALUNKE et al., 1986, REDMOND et al., 1993). VLPs
tak mohou byt ziskdny po purifikaci strukturnich kapsidovych proteinti exprimovanych
v riznych bunkéch (savc¢ich, kvasinkovych, hmyzich, bakterialnich). Volba expresniho
systému zavisi na podminkéach nutnych pro samovolnou tvorbu pseudokapsid a déale na
mnozstvi a typu proteini k tomu nezbytnych. Samoziejmé pro SirSi pouZiti je vhodné
piihlédnout i k jednoduchosti piipravy a neodmyslitelnym ekonomickym naroktim. Pti
prumyslové ptipravé VLPs se uz velmi osvédcCily kvasinkové a bakulovirové expresni
systémy. Pokud je k tvorbé pseudokapsid potfebnd koexprese nékolika proteinil, byva
Castéji zvolena produkce bakulovirem (napt. AN et al., 1999; TEGERSTEDT et al.,
2005; BOURA et al., 2005; HRUSKOVA et al., 2009). Na druhou stranu pouziti
kvasinkovych bunék s sebou piindsi jiné¢ vyhody, jako napft. rychlou produkci vysokého
mnozstvi proteinu pii pripravé Castic sestavajicich zjednoho typu molekul (napf.
PALKOVA et al., 2000; SASNAUSKAS et al., 2002). Ekonomicky nejptiznivéjsi je
pravdépodobné ptiprava proteini v E. coli, nicméné samouspotadani ¢astic vyzaduje
dalsi kroky (napt. CHEN et al., 2001). VLPs se velikosti i tvarem podobaji nativnim
virioniim, od n¢hoz jsou odvozeny, avSak neobsahuji genovou informaci tohoto viru a
nejsou proto infekéni. Jsou sice schopny vstupovat do bun€k majicich piislusny
receptor, vzhledem Kk absenci virového genomu ale nemtze dojit k replikaci. Nékteré
pseudokapsidy mohou obsahovat DNA, nicméné se jedna o fragmenty DNA bunék ¢i
viria produkéniho systému (GILLOCK et al., 1997; AN et al., 1999). Pravé diky

schopnostem umélych virovych ¢astic nespecificky enkapsidovat DNA, vézat receptor
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na bunééném povrchu a diky tomu uspéSné vstupovat do bungk, ale i byt rozpoznany
imunitnim systémem a vyvolat jeho odpoveéd’, zacala byt intenzivné studovana moznost
jejich terapeutického vyuziti coby vakcin a vektori v genové a imunologické terapii.
virm a virovym vektortim, které jsou sice u¢inné, nicméné u nich nelze vyloucit rizna
rizika. Mlize napft. dojit k vyvolani nevitané¢ imunitni odpovédi proti vektoru v genové
terapii, nezadouci interakci virovych gent s geny hostitele ¢i ke vzniku replikacné
kompetentniho viru, at’ jiz vlivem nedostatecné atenuace nebo rekombinace.

V soucasné dob¢ jsou asi nejzndméjsim piikladem vakcin zalozenych na VLP
profylaktické oc¢kovaci latky proti lidskym papillomavirim (HPV) Gardasil (u nés jako
Silgard; Merck) a Cervarix (GlaxoSmithKline). Proteiny tvofici VLPs ve vakciné
Cervarix, (hlavni kapsidové proteiny HPV typu 16 a 18), jsou produkovany
bakulovirovym expresnim systémem. Gardasil, rekombinantni vakcina pfipravovana
v kvasinkovych buiikach, je zacilen nejen proti HPV typu 16 a 18, ale i proti HPV typu
6 a 11, zpusobujicim aZz 90% genitalnich bradavic. Schvaleni a povoleni jejich
klinického pouziti vedlo k rozsdhlym vakcinacim u USA i Evropé. Opakované byla
prokézana jak vysokd ucinnost proti infekci HPV tak i minimum vaznych vedlejsich
ucinktt (SCHMIEDESKAMP a KOCKLER, 2006; SPECK a TYRING, 2006). Jejich
uspéch vedl k dalSimu zvySeni zdjmu o umélé virové Castice a intenzivnimu vyvoji
novych aplikaci. Je testovana celd fada piistupli vyuZivajicich VLPs nejen v roli vakcein,
ale 1 imunoterapeutickych prostredkti pro 1écbu rakoviny (napt. KIMCHI-SARFATY a
GOTTESMAN, 2004; TEGERSTEDT et al, 2005), revmatoidni arthritidy
(CHACKERIAN et al., 2001) ¢i dokonce zavislosti na kouteni (MAURER et al., 2005).
Dale je také zkouméno pouziti VLPs k transferu proteini nebo DNA do bun¢k. S
velkou vyhodu mohou byt k tomuto ucelu vyuZity castice odvozené od jinych nez
lidskych virt, vii¢i kterym nejsou v organizmu piitomny preexistujici protilatky, které

by snizovaly u€innost vektoru.

2.3.2. VLPs odvozené od polyomaviru
Hlavni strukturni protein polyomavirti, VP1, je, jak jiz bylo fec¢eno, za vhodnych
podminek schopen samouspoiadanim vytvoiit VLPs. Castice viceménd morfologicky

odpovidajici infek¢nim virionim a je mozné je snadno ziskat in vitro uspofadanim
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purifikovanych VP1 kapsomer produkovanych bakteriemi E. coli, ¢i pouzitim
kvasinkovych nebo bakulovirovych expresnich systému (viz kapitoly 2.2.2. a 2.3.1.).
Nejvétsiho zdjmu se dostalo viru podobnym c¢asticim mysiho polyomaviru a opiciho
viru SV40. Nicmén¢ stejnym zpusobem jako tyto VLPs mohou byt ziskany i ¢astice
odvozené¢ od dalSich zastupcii celedi Polyomaviridae. Jednim znich je 1 mysi
pneumotropni virus (MPtV), dfive také nazyvany Kilham virus ¢i K-virus. Druhy
objeveny mysi polyomavirus, poprvé vyizolovany roku 1953, zptisobuje fatalni
pneumonii u novorozenych mysi, zatimco infekce dosp€lych jedinct je asymptomaticka
a perzistentni (KILHAM a MURPHY, 1953; GREENLEE, 1981). Vzhledem k tomu, ze
se jedna o netumorogenni virus a je velmi obtizné ho kultivovat in vitro, nebyl
pfedmétem tak intenzivniho studia jako mySi polyomavirus. Terapeutické VLPs
odvozené od MPtV jsou usilovné zkoumany védeckou skupinou ze §védské univerzity
Karolinska University (TEGERSTEDT et al., 2003; ANDREASSON et al., 2009;
2010). Vzhledem k tomu, ze mezi ¢asticemi MPtV a MPyV se pfi sérologickych testech
neprojevila kiizova reaktivita, bylo by potencialné mozné pfti terapeutickych aplikacich
Castice odvozené od téchto dvou virt svyhodou pouzit rezimu prime-boost
(TEGERSTEDT et al., 2003). Stejné tak mohou byt ziskany i ¢astice lidskych vira JC a
BK (napt. SASNAUSKAS et al., 2002), které¢ byly s tspéchem pfipraveny i nasi
laboratofi a mohly by byt eventueln& vyuZity pro preventivni ¢i terapeutickou vakcinaci

proti témto virdam.

2.3.3. Vyuziti éastic odvozenych od polyomaviru (predev§im od MPyV)
2.3.3.1. Pfenos DNA do bunék pomoci VLPs

Schopnost umélych virovych ¢astic inkorporovat exogenni DNA a pienést ji
ptes plazmatickou membranu do eukaryotickych bunék in vitro i in vivo, byla potvrzena
fadou studii. Limitujicim krokem transportu je pravdépodobné tvorba komplexti VP1
sDNA. Castice velmi u¢inné enkapsiduji linearni DNA od volnych konci. Méné
stabilni komplexy se tvoii mezi VP1 a DNA uvniti sekvence ¢i v piipadé cirkuldrni
molekuly. Pseudokapsidy dokazi, stejn¢ jako infekéni virus, vstoupit do celé fady
bunéénych typl, véetné bunck lidskych, a zajistit zde stabilni a perzistentni expresi
vneseného genu (napi. FORSTOVA et al., 1993; SOEDA et al., 1998; STOKROVA et
al., 1999; HEIDARI et al., 2000; KRAUZEWICZ et al., 2000a). Na zakladé studie,
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kterou vypracovali FORSTOVA et al. (1995), se zda, Ze prenos cizorodé DNA do
bun¢k pomoci pseudokapsid ma, v porovnani s jinymi bézné pouzivanymi metodami
jakymi jsou napt. kalcium-fosfatova koprecipitace nebo lipofekce, fadu vyhod,
tykajicich se predevsim udrzeni stability DNA a vyssi ucinnosti genové exprese.
Velikost holé exogenni DNA tvofici in vitro komplex s VLPs dosahovala, podle
vysledkd testu ochrany pied ptisobenim DNaz, piiblizné 3 kbp (FORSTOVA et al.,
1995). Nicméné ¢astice mohou do svého nitra zavzit az 5 kbp DNA v komplexu
S bunénymi histony (GILLOCK et al., 1997). Velikostni limitaci se pokusili obejit
SOEDA et al. (1998) pouzitim polykationického aminu polylysinu, ktery je schopen
interagovat s DNA, kondenzovat ji a ochranit pifed degradaci. Piidani polylysinu ke
komplexiim DNA s VLPs vedlo in vitro i in vivo ke zvySeni transientni exprese genu,
z dlouhodobého hlediska vSak Zadny piinos zaznamenan nebyl. Vysledky pokust
KRAUZEWICZ et al. (2000a) ukazuji, ze markerovy gen byl pseudokapsidami in vivo
uspesné pienesen do Sirokého spektra organt a tkani pokusnych zvirat véetné mozku
(Castice jsou tedy pravdépodobné schopny piekonat hematoencefalickou bariéru). Opét
bylo dosaZeno vyrazné dlouhodobéjsi exprese prenesené¢ho genu nez pii pouziti holé
DNA bez VLPs. Zatimco ucinnost adsorpce a internalizace se mezi pseudokapsidami a
viriony infekéniho viru podle pozorovani RICHTEROVE et al. (2001) v ni¢em nelisi,
situace tykajici se uspéSného dopraveni DNA do jadra je rozdilnd. Pouze mala Cast
molekul DNA, které jsou neseny pseudokapsidami, dosdhne jadra. Mohlo by to byt
zpusobeno absenci minoritnich proteind VP2 a VP3, jejichZ pfitomnost sice neni nutna
pro vytvoteni VLP, ale hraje zasadni roli v infektivité viru (MANNOVA et al., 2002).
In vitro studie KRAUZEWICZ et al. (2000b) naznacuje existenci druhé, neproduktivni,
drahy transferu do jadra, kterd je pseudokapsidami pravdépodobné vyuZzivana, zatimco
infek¢éni viriony jsou piednostné cileny na drahu efektivniho transportu.

Castice odvozené od MPyV jsou vysoce stabilni, své morfologické a
imunologické vlastnosti si uchovavaji i po né¢kolikatydennim skladovani pti pokojové
teplotd (CAPARROS-WANDERLEY et al., 2004). Jsou také mimoiadné imunogenni a
jejich podéni vyvolava odpovéd’ obou slozek imunitniho systému, bunééné i
protilatkové. Dochdzi k proliferaci lymfocyth 1 produkci sérovych a slizni¢nich
protilatek. Imunitni odpovéd’ na produkt transgenu nesen¢ho pseudovirionem je silnéjsi
nez odpoveéd’ proti transgenu vnesenému do organismu samostatné v podobé holé¢ DNA.
Imunogennost ¢astic je ale mozna az pfili§ vysokd, nez aby mohly byt pouZity k pfenosu

terapeutické DNA opakované (CLARK et al., 2001). Zatimco pfi nékterych aplikacich
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muze byt schopnost ¢astic vstoupit do Sirokého spektra bunck vyhodou, v nékterych
ptipadech mtze byt naopak na ptrekazku. Stejna situace plati i co se tyCe imunitni
odpovédi, kterou Castice vyvolavaji. Proto bude pravdépodobné nutné Castice pro ucely
rizného terapeutického vyuziti vice ¢i méné modifikovat napt. s cilem z(zeni spektra
cilovych bunék ¢i snizeni rozpoznani ¢astic imunitnim syst¢émem (HEIDARI et al.,
2000). Jednim zmoznych feSeni problému vysoké imunogenicity je pouziti
pseudokapsid odvozenych od virti, mezi nimiz neexistuje kiizova reaktivita — napf.
MPyV a MPtV (TEGERSTEDT et al., 2003). Jindy mohou byt adjuvantni vlastnosti
pseudokapsid MPyV naopak vyuzity ve prospéch terapie.

Schopnost nespecificky vdazat DNA a transportovat ji do bunck, a tedy i
potenciadlni vyuzitelnost k dopravé transgenil, byla samoziejmé testovana i u Castic
odvozenych od jinych ¢lent ¢eledi Polyomaviridae. K aspésnému pienosu DNA in vitro
byly pouzity napt. pseudokapsidy viri BK, JC ¢i kre¢¢iho polyomaviru (HaPyV),
nicmén¢ uroven exprese vneseného genu byla vétSinou opét velmi nizka stejn¢ jako pri
transferu ¢asticemi mysiho polyomaviru (GOLDMANN et al., 1999; OU et al., 1999;
TOUZE et al., 2001; VORONKOVA et al., 2007).

I ¢asticim druhého modelového polyomaviru, opi¢iho viru SV40, a jejich
transportnim vlastnostem byla vénovana zna¢na pozornost (SANDALON et al., 1997,
ARAD et al.,, 2002; KIMCHI-SARFATY et al., 2002). SV40 VLPs jsou schopny
pfenést piekvapiveé velkou molekulu DNA dosahujici az 17 kbp (KIMCHI-SARFATY
et al., 2003).

2.3.3.2. Vyvolani imunitni odpovédi proti riiznym antigeniim pomoci VLPs
MPyV VLPs jsou, jak jiz bylo feeno vyse, vysoce imunogenni, piedevs§im diky
mnohacetnému opakovani strukturnich motivli. Zatimco protilatkova odpovéd’ slouzi
Vv prvni fadé k zabranéni infekce, buné¢nd naproti tomu jako obrana proti vzniku a
vyvoji virem vyvolanych nadord. V pfipad¢, Ze jsou castice pouzity k dopravé
terapeutické DNA, je vyvolani imunitni odpovédi proti nim nezddouci a mize vést ke
znacnému snizeni UspéSnosti transferu, a proto je k tomuto ucelu nezbytné nutné
vyvinout takové castice, jejichZ indukéni vliv na imunitni systém nebude tak vyrazny.
Na druhou stranu lze vysoké imunogennosti pseudokapsid s vyhodou vyuzit pii piipraveé
vakcin, a to nejen proti virim, od kterych jsou odvozeny, ale i dal§Sim chorobam
dokonce 1 nevirového ptivodu. V tomto ptipadée spliuji ¢astice hned dve funkce - slouzi

zaroven jako nosi¢ antigenu i1 jako adjuvantni agens. Pokud cCastice nesou cizorody
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antigen (virovy, nadorovy), hovofime o chimerickych viru podobnych casticich.
Antigeny, nejCastéji proteinového pivodu, mohou byt s pseudokapsidou spojeny
nekolika riznymi zpiisoby.

Prvni moznosti je fize peptidového ligandu s jednim z minoritnich proteinti VP2
nebo VP3 ¢i jejich spoleénym C-koncem, ktery je zodpovédny za vazbu molekul
k pentameru VP1 (napt. ABBING et al., 2004; TEGERSTEDT et al., 2005; BOURA et
al., 2005; ANDREASSON et al., 2009; HRUSKOVA et al., 2009; aj.). Vznikly fazni
protein je poté nekovalentné asociovan s pentamerami VP1 a je ukryt uvniti vytvoiené
pseudokapsidy. Teoreticky maximalni pocet molekul takovéhoto proteinu na jednu
¢astici je tedy 72, ovSem ve skuteCnosti je fadove nizsi. Vzhledem k lokalizaci uvnitf
Castice neni velikostni limitace antigenu tak striktni. Tuto metodu zvolili napf. i
ABBING et al. (2004) pti piipravé chimerickych ¢astic, ktefi 49 aminokyselin dlouhou
kotevni sekvenci proteinu VP2 fuzovali SGFP ¢ na ni kovalentné pfipojili
nizkomolekularni  cytostatikum  methotrexat.  Castice  vznikajici  z proteind
exprimovanych v E. coli byly pravidelného tvaru a jejich stabilita byla vysoka. Pocet
flznich proteinii odvozenych od VP2 sice nedosahoval teoretické hodnoty 72, ale byl
Vtomto piipadé i tak piekvapivé pomémé vysoky — 64. Obdobny pfistup pouzili
BOURA et al. (2005) pii konstrukci modelovych chimerickych VLPs mysiho
polyomaviru, které obsahovaly flzni protein vznikly spojenim zkracené formy
minoritniho proteinu VP3 a zeleného fluorescenéniho proteinu EGFP (viz obr. 2.), které
poslouzily k testovani tady procesi a metod. K pfipravé obou proteinti tvoricich
chimerickou ¢astici (VP1 1 EGFP-t-VP3) zéirovein byla vyuzita koexprese

bakulovirovym systémem.
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VP1 pentamer VP1 pentamer

tvP3

Obr. 2.: Model pentameru VPI1, ktery ve své dutiné nese cizorody antigen pfipojeny ke zkracenému
minoritnimu proteinu VP2. Vlevo konstrukt obsahujici EGFP-tVP3 (pievzato z FRIC et al., 2008), vpravo
pak schéma FLAG-Bcr-Abl-tVP3 (pievzato z HRUSKOVA et al., 2009)

Druhym moznym zptisobem piipravy chimerickych ¢astic je vlozeni cizorodého
epitopu pitimo do nekteré z povrchovych smycek hlavniho strukturniho proteinu VPI
(GLEITER et al.,, 1999; GELDVILAITE et al., 2000; GLEITER a LILIE, 2001;
STUBENRAUCH et al., 2001; SKRASTINA et al., 2008). Dany epitop je tak v 360
opakovanich vystaven na vn¢j$i stran¢ Castice a je proto piistupny fadé¢ interakci.
Ovsem pii vkladani epitopu do VP1 je tfeba mit na paméti, Ze miiZze dojit k naruseni
jeho strukturnich vlastnosti, a tedy 1 schopnosti tvorby stabilnich ¢astic ¢i vstupu VLPs
do cilovych bun¢k. Existuje tu proto jasna limitace velikosti pouzité¢ho antigenu, ktera
se vétsinou pohybuje mezi 20 a 40 aminokyselinami. Casto se také pro vloZzeni
cizorodého epitopu pouzivaji flexibilni nastavce (napf. glycin-serinové), které
napomahaji molekule zaujmout nejvyhodnéjsi konformaci. GLEITER et al. (1999)
vloZili do HI smycky VP1 dokonce cely 18 kDa enzym, a to dihydrofolatreduktazu E.
coli. Zamérn¢ zvolili HI smycku, protoze vlozeni cizorodého peptidu do tohoto mista
rusi schopnost VP1 vazat sialovou kyselinu, ktera je soucasti pfirozenych receptorti pro
vstup ¢astic do bun¢k. Jejich zamérem bylo totiz v budoucnu do stejného mista vkladat

jiné peptidy, které by casticim propuj€ily nové vlastnosti a navic vedly ke zméné
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vazebné specifity Castic a jejich vstupu jen do tzkého spektra konkrétnich bunék. Na
modelovém konstruktu ovéfili, ze je mozné vlozit cely funkéni protein do sekvence
VP1. Funkce hlavniho kapsidového proteinu, jako napfi. tvorba pentamernich kapsomer
a jejich skladani do psedokapsid nebyla touto inzerci nijak narusena. Ve struktuie a
termalni stabilit¢ vlozené dihydrogenfolatreduktdzy naproti tomu dosSlo ke zna¢nym
zméndm ve srovnani s divokym typem, nicméné jeji enzymova aktivita zustala takika
nedotéena (GLEITER et al., 1999). Na zaklad¢ tohoto puvodniho modelu skute¢né
vyvinuli bunééné specificky transportni systém. Do HI smycky vlozili negativné nabity
peptid, ktery nejen, Ze branil interakci Castic s jejich pfirozenym vazebnym mistem na
bunéénych receptorech, ale navic slouzil jako adaptér pro pfipojeni fragmenth
protilatek, které obsahovaly komplementarné nabité¢ fizni peptidy. Takto tedy inzerci
polyionického peptidu (GlugCys) a ndslednym pifipojenim Fv fragmentu nadorové-
specifické protilatky B3 pfipravili systém, ktery byl schopny se preferencné vazat na
nadorové bunky exprimujici protilitkou rozpozndvany antigen Lewis Y
(STUBENRAUCH et al, 2001). Tyto &astice byly in vitro pouzity ke
specifickému transferu reportérového genu do danych bun€k. Zatimco cileni antigen
exprimujicich bun€k bylo velice uspé$né, jen u velmi malé Casti znich doslo
k efektivnimu ptenosu transportované DNA, pravdépodobné vlivem degradace Castic
v lysozomech (MAY et al., 2002). Dalsim konstruktem stejné vyzkumné skupiny byl
protein VP1-Z. Jednalo se o protein VP1 mysiho polyomaviru, ktery obsahoval v HI
smycCce inzert v podobé proteinu Z, imunoglobulin-vazebné domény Staphylococcus
aureus. Tato sekvence slouzila jako vazebny modul pro nasednuti protilatek, které vedlo
ke zméné prirozeného tropismu €astic a jejich presnému zacileni (GLEITER a LILIE,
2001). Na pseudokapsidy tvoiené VP1-Z byl ptipojen napt. Herceptin, protilatka proti
receptorové tyrozinové kinaze ErbB2, coz umoznilo cileni takovychto ¢astic na bunky
exprimujici pfislusnou kindzu a ty transdukovat pifendSenym reportérovym plazmidem
(GLEITER a LILIE, 2003). Do HI smyc¢ky VP1 mysiho polyomaviru byla umisténa 1
hydrofilni komponenta preS1 sekvence viru hepatitidy B. Po imunizaci ¢asticemi
vzniklymi samouspofadanim tohoto chimerického proteinu byla pozorovana silna
protilatkova odpovéd’ proti nesenému antigenu a piekvapivé doslo k utlumeni jindy
velmi vysoké produkce specifickych protilatek vici nosiCovému VPI1. Proliferace
specifickych cytotoxickych bunék vsak pii pouziti tohoto konstruktu detekovéna nebyla
(SKRASTINA et al., 2008). V nasi laboratofi byl jiz diive do HI smy¢ky vnesen epitop
tvofeny usekem proteinu Ber-Abl dlouhym 25 aminokyselin a sekvenci FLAG. Bohuzel
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tento konstrukt netvofil stabilni Castice a navic byla vloZzenim cizorodého peptidu
narusena schopnost Castic rozezndvat kyselinu sialovou pfitomnou na bunéénych
receptorech a nasledné uéinné vstupovat do bunék (SPANIELOVA, LUDVIKOVA,
nepublikované vysledky). Dalsi védecké skupina se dlouhodobé zabyva piipravou a
upravami ¢astic odvozenych od hlavniho kapsidového proteinu kiecciho polyomaviru
(SASNAUSKAS et al., 1999; GEDVILAITE et al., 2000; GEDVILAITE et al., 2004,
LAWATSCHECK et al., 2007; DORN et al., 2008). Pravé HaPyV VLPs slouzily jako
zéklad pro vyvoj vysoce imunogennich ¢astic obsahujicich vlozeny cizorody epitop. V
sekvenci VP1 byly na zéklad¢ predikované 3D struktury vytypovany 4 oblasti, které by
mély dobfe snaset inzerci cizorodého epitopu. Pozice 1. se nachézela mezi
aminokyselinami 80-89, 2. mezi rezidui 221-224, 3. mezi 243-247 a 4. mezi 288-295.
Podle ptedpokladii mély tii z téchto Ctyt mist byt vystaveny na vnéjSim povrchu vzniklé
pseudokapsidy. Oblast 2. se jako jedind nenachazela ve smyckové oblasti, ale na
zacatku jednoho z B-listi proteinu VP1. Do pfedpovézenych akceptorovych oblasti byl
vlozen S1 epitop odvozeny od preS1 regionu viru hepatitidy B dlouhy pét aminokyselin.
Celkem bylo vytvoteno Sest riznych konstruktii — ¢tyfi obsahovaly pouze jednu inzerci
do jednotlivych pfeduréenych mist, dva poté po dvou inzertech nardz (1 +2 a 1 + 3).
Vsechny byly schopny uspésné tvorit VLPs. Jak se ukazalo pii in vitro analyze western
blotem a enzymovou imunoanalyzou, antigenni vlastnosti nosicového VP1 se vlozenim
epitopu nezménily, zatimco imunoreaktivita vloZeného peptidu siln€é zévisela na misté
inzerce, protoze jednotlivé Castice se zna¢né liSily ve schopnosti vazat specifickou
protilatku. Protilatkova odpovéd testovanych mysi proti S1 antigenu korespondovala s
povrchovou lokalizaci epitopu. Nejvice specifickych protilatek bylo produkovano jako
odpovéd’ na imunizaci ¢asticemi nesoucimi dva inzerty najednou. Z konstruktl
s jedinym vloZzenym epitopem byl nejucinnéj$i ve vzbuzeni imunitni reakce ten, kde
byla antigenni sekvence lokalizovana v pozici 1. (GEDVILAITE et al., 2000).
V nasledujici studii byly do stejnych mist vloZzeny delsi segmenty tentokrat odvozené od
N-konce nukleokapsidového proteinu Puumala hantaviru, tvofené 45 nebo dokonce 120
aminokyselinami. VloZeni do mist 1. a 4. umoZznilo vysoce U¢innou tvorbu VLPs,
zatimco inzerce do oblasti 2. a 3. vedlo kdramatickému snizeni exprese
rekombinantniho proteinu 1 nasledné tvorby chimerickych castic. Opét byly po
imunizaci mysi ziskany vysoké titry protilatek proti cizorodému antigenu, dokonce i
pokud nebylo pfidano zadné adjuvans. Nejsilngjsi protilatkové odpovédi bylo dosazeno

pii pouziti imunogenni sekvence dlouhé 120 aminokyselin. Hantavirovy antigen i
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nosi¢ovy protein VP1 vyvolavaly shodné smiSenou Th1/Th2 odpoveéd, kterd byla
ovSem v ptipad¢ VP1 snizena pfi imunizaci ¢asticemi s delSim inzertem (GEDVILAITE
et al., 2004). Dalsim antigenem vlozenym do sekvence VP1 kiec¢¢iho polyomaviru byl
epitop rozeznavany T-bunikami odvozeny od karcinoembryonického antigenu CAP-1-
6D, tzv. CEA. Kinzerci CEA byla vybrana mista 1. a 4., do kterych byl vlozen bud’
samostatné do kazdého zvlast, nebo do obou najednou. VSechny konstrukty byly
schopny tuspésné tvofit pseudokapsidy nezavisle na ptfitomnosti ¢i nepfitomnosti
flexibilnich glycin-serinovych spojek. Imunizované myS$i i1 pies absenci jakékoli
adjuvantni latky vyvinuly protilatkovou odpovéd’ nejen proti VP1, ale i proti nesenému
epitopu CEA, ovSem uroven reakce byla ovlivnéna mistem inzerce, po¢tem inzertl a
pfitomnosti spojek. Jako nejvice imunogenni se ukazal konstrukt nesouci CEA v pozici
1. bez zjevného vlivu pfidaného spojkového useku. Navic byly CEA-specifické
protilatky u mysi vakcinovanych témito casticemi detekovatelné Sest mésici po
posledni vyvolavaci imunizaci (LAWATSCHECK et al., 2007). V dalsi studii byly
umeélé virové castice kiecciho polyomaviru vyuzity jako nosic pro epitop odovozeny od
lidského mucinu 1 (MUCI) rozpoznavany v kontextu HLA-*A2 cytotoxickymi T-
lymfocyty. Tento antigen asociovany s nadorem byl vlozen nezéavisle i soucasné¢ do
dvou mist VP1 HaPyV (opét pozice 1. a 4.). VSechny konstrukty byly, opét bez vyrazné
zavislosti na flexibilni spojce, schopny tvofit intaktni ¢astice. Castice se nijak nelisily od
nemodifikovanych v otazkach vstupu do bunék ¢i potencialu vyvolat maturaci lidskych
dendritickych buné€k. Po spolecné kultivaci lidskych dendritickych bunék
stimulovanych chimerickymi VLPs s leukocyty periferni krve doslo k aktivaci MUC1-
specifickych CD8" T-lymfocytii, coz bylo dolozeno sekreci IFNy témito namnoZzenymi
T-burikami. Nejsilngjsimi induktory T-bunéénych odpovédi in vitro byly pseudokapsidy
nesouci jediny inzert obklopeny spojkovou sekvenci bud’ v pozici 1. anebo 4. Po
imunizaci mysi pseudokapsidami tvofenymi rekombinantnim proteinem VP1 se dvéma
inzerty byly ziskany monoklonalni protilatky specifické pro MUCI, které byly schopny
specificky reagovat s lidskymi nadorovymi bunkami (DORN et al., 2008).

Méné Castou variantou je ptipojeni cizorodého epitopu k C-konci molekuly VP1,
coz ale muze vést k naruSeni pfirozenych vzijemnych interakci molekul hlavniho
strukturniho proteinu a tak k zamezeni vzniku intaktnich castic. Timto zpiisobem byly
pfipraveny rekombinantni molekuly VP1 nesouci na svém C-termindlnim konci
sekvence odvozené od ovalbuminu (OVA) nebo proteinu piibuzného tyrozindze 2

(TRP2). Oba byly schopny tvofit pentamery, ovS§em u druhého konstruktu byla tvorba
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intaktnich ¢astic vyrazné narusena. Subkutanni vakcinace mysi chimerickymi ¢asticemi
tvofenymi ~ VPI-ovalbumin (OVA252-270) vyvolavaly specifickou, H-2Kb
zprostfedkovanou, odpovéd CD8" T-bundk vici OVA257-264. Ovsem pouze dvoji
opakovani imunizace s tydennim odstupem vyvolalo dostateCnou protektivni imunitu
myS$i proti melanomovym buiikdm exprimujicim ovalbumin (MOS). I chimerické
pentamery nesouci epitop ovalbuminu nebo tyrozinaze piibuzného proteinu 2 mély
indukéni Gi¢inek na specifické CD8" T-buiiky a na modelu mysiho melanomu prokazaly
své pozitivni imunoterapeutické vlastnosti (BICKERT et al., 2005; BRINKMAN et al.,
2007).

Dalsi alternativou je kovalentni pfipojeni proteinovych epitopti nebo malych
molekul k povrchu jiz sestavenych purifikovanych pseudokapsid. Tento postup byl ale
prozatim testovan predev§im na papillomavirovych VLPs. Vyhodou této metody
moznost pfipojeni celé fady odlisnych molekul na preformované VLPs. Dalsi prednosti
je moznost selekce nejimunogenéjSich molekul, které budou vystaveny na povrchu
¢astic, a které vyvolaji co nejsiln€jsi protilatkovou odpovéd’. Byly naptiklad ptfipraveny
biotinylované castice HPV, které byly kombinovany s TNF-a fuzovanym se
streptavidinem. Takto modifikované pseudokapsidy dokazaly po imunizaci prolomit
toleranci a vyvolat tvorbu protilatek proti pfislusSnym autoantigenim. VLPs s epitopem
TNF-o byly u mySiho modelu pouzity k inhibici vyvoje revmatoidni arthtritidy
vyvolané kolagenem typu II (CHACKERIAN et al., 2001). Vysoka hustota a pravidelné
rozlozeni vystavenych epitopii na vnéjs$i strané castic jsou zasadnimi faktory pro
prekonani tolerance a ziskani silné protilatkové odpovédi. Tato technika by tedy mohla
byt uZite¢na k ziskani imunitnich odpovédi vii¢i nevirovym nadorovym antigentim, kde
hraji i1 protilatky dileZitou roli pti odhojeni nadoru.

Detailngj$i pfiblizeni uskali jednotlivych modifikaci ¢astic a uspéchl

dosaZenych pfi jejich pouziti ndsleduje nize.

2.3.3.2.1. Imunitni odpovédi proti pfirozenym polyomavirovym antigenium
Pseudokapsidy mysiho polyomaviru byly s Gispéchem pouzity k vakcinaci proti
infekci MPyV, a to nejen u normalnich, ale 1 u mysi deficientnich v T-buiikach (CD4'/'
cD8’ ). Klepsim vysledkiim vedlo subkutanni podani oproti intraperitonealnimu, bez
vyrazné zavislosti na pfitomnosti kompletniho ¢i nekompletniho Freundova adjuvans
(HEIDARI et al., 2002; VLASTOS et al., 2003). Nicméné titry anti-VLP protilatek byly

obecné vysSi u normalnich mys$i nez u T-bunééné deficientnich, nejspiSe nasledkem
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méné efektivniho IgG piesmyku pii absenci funkénich T-bungk. Uginnost MPyV VLPs
coby vakciny byla také porovnana s pouzitim fizniho proteinu vytvofeného z VP1 a
glutathion-S-transferazy (GST-VP1). Tento konstrukt, snadno produkovatelny
bakterialnim expresnim syst¢émem E. coli, sice tvofi dimery a pentamery, ale ne
kompletni intaktni ¢éstice. Zatimco VLPs odvozené od mySiho polyomaviru mély
protektivni ucinek na vSechny mysi véetné imunokompromitovanych, GST-VP1 sice
zabranilo infekci 100% normdlnich mysi, ale z cD4’cD8” mysi bylo ochranéno
pouhych 60%, pravdépodobné v diisledku méné u€inné produkce protilatek proti VP1.
Zda se tedy, ze umélé virové Castice jsou praveé diky svému usporadani a opakovani
struktur siln€jSimi  imunogeny vyvolavajicimi vrozenou 1 adaptivni odpovéd
(VLASTOS et al., 2003).

Ptedpoklddanym cilem T-bunéénych imunitnich odpovédi, které jsou schopny
zabranit vyvoji nadoru polyomavirového puvodu a zprostredkovavaji i jeho odhojeni,
jsou peptidy odvozené od T-antigeni mySiho polyomaviru prezentované¢ pomoci MHC.
Tyto peptidy jsou oznacované jako nadorové€ specifické transplantacni antigeny (TSTA)
mysiho polyomaviru. S ohledem na ¢innost vakcin zalozenych na VLPs by bylo velmi
vyhodné, kdyby kapsidové proteiny slouzily nejen jako terapeutické prostiedky ale
zaroven 1 jako cil imunitni reakce. U nékterych MPyV tumori skutecné dochazi
k expresi hlavniho strukturniho proteinu VP1, a proto by peptidy od n& odvozené
mohly potencialné slouzit jako TSTA. Tato hypotéza byla experimentalné provefena
ockovanim pomoci MPyV VLPs, které mélo ptedejit propuknuti tfi odliSnych druht
nadort vyvolanych mySim polyomavirem. U jednoho ztumori byla pozorovana
kompletni protekce, u dalsiho ¢aste¢na a u posledniho nulova (FRANZEN et al., 2005).

Skutecnost, Ze VLPs odvozené od mySiho polyomaviru mohou byt vyuzity
k vakcinaci proti infekci MPyV i v kontextu T-bunétné deficience, dokazuje jejich
imunostimulaéni ucinky. Ty byly vyuzity napiiklad k podpofeni plsobeni vakcinace
pomoci plazmidu kodujiciho nukleokapsidovy protein viru HIV, ktery byl do mysi
vpraven metodou ,,gene gun®. Zatimco ptidani 2 pg VLPs k jednotné davce 20 pg
plazmidu nemélo na vysledek vakcinace zadny vliv, 20 pg a 100 pg mnozstvi ¢astic
vedlo u ¢asti imunizovanych mysi ke zvySeni humoralni odpovédi. Tento tc¢inek byl
autory pfipisovan pravé potencialné adjuvantnim vlastnostem castic a schopnosti

ptrenaset cizorodou DNA (ROLLMAN et al., 2003).
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2.3.3.2.2. Imunitni odpovédi proti cizorodym antigenim vyvolané chimerickymi
casticemi

Schopnost vyvolat reakci imunitnich bunék proti antigenim virového i
nevirového plvodu je velmi zadouci pii vyvoji raznych terapeutickych 1
profylaktickych vakcin. Proto byla soustfedéna zna¢nd pozornost védci na vyvoj
ruznych prostredkil, které by tento ucinek vykazovaly a zéroven ho v sobé spojovaly
s dalsimi dilezitymi vlastnostmi, jako jsou napi. minimalni nezddouci ucinky a tedy i
bezpecnost pro osSetfeny organizmus, relativné snadna piiprava a zpisob podani, nizké
naklady spojené s vyrobou a dal$i. Jednim z velmi zasadnich ukolt, pied kterym stoji
zastupy lékaiti 1 védci po celém svéte, je vyvinuti ucinné 1€cby nadort, které v posledni
dobé postihuji ¢im dal vice pacientl. Zhoubné transformované buiiky zatim ale ve
vetSing piipadl vytrvale odoldvaji snaham o eliminaci, a metod, GspésSné bojujicich proti
zhoubnému bujeni bunék, je pofad zoufale malo. To je samoziejmé zplisobeno mnoha
faktory a nejspis pfedevsim skutecnosti, ze nadory jsou utvary velmi individualniho a
heterogenniho charakteru. Pfi imunoterapii nadort nevirového ptivodu je hlavnim cilem
navodit imunitni odpovéd proti autoantigenim, tedy prolomit bariéru tolerance
ustavené vuc¢i nadoru. Na protinadorové vakciny jsou tim padem kladeny velmi vysoké
naroky. Pouziti VLPs v tomto kontextu by mohlo mit pifed sebou pomérné velkou
budoucnost, nicméné zatim bylo rGznych studii zkoumajici vliv chimerickych virovych
¢astic na vyvolani odpovédi proti nevirovym antigeniim vypracovano jen omezené
mnoZzstvi.

V nékolika takovychto studiich byl pouzZit coby autoantigen protoonkogen Her-
2/neu (Her2), jehoz exprese je zvySena v 10-40% piipadi nadord prsu, glioblastomt,
nadorlt vajecniku, karcinomii ledvinnych buné€k a dalSich typech tumori.
Transformovany fenotyp navic ¢asto zavisi na expresi Her-2/neu a u nékterych pacienti
majicich Her-2/neu pozitivni rakovinu prsu byla identifikovana imunitni odpovéd
namifend pravé proti tomuto nadorovému antigenu, coz naznacuje, Ze tolerance vici
nému muze byt prolomena. Proto byla zkoumana moZznost vyvolat imunitni odpovéd’
proti Her-2/neu pomoci chimerickych castic odvozenych od MPyV. Za timto Gcelem
byla extracelularni a transmembranova ¢ast lidského Her-2/neu fuzovana s minoritnim
proteinem VP2 mysiho polyomaviru. Fuzni protein byl poté koexprimovan spole¢né
s VP1 bakulovirovym produkénim systémem. Z hmyzich bunc¢k byly nasledné
izolovany a purifikovany pseudokapsidy obsahujici n€kolik malo kopii VP2-Her2.

Pokusy s vakcinaci témito ¢asticemi byly provedeny na dvou odlisnych nadorovych in
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vivo modelech. Prvnim z nich byl model odhojeni nadoru, kdy byly mysi vystaveny
pusobeni nadorové bunécné linie exprimujici lidsky Her2 protein. Druhym modelem
pak byly transgenni mysi BALB-neuT nesouci aktivni mutovany krysi gen pro Her-
2/neu, u kterych ve stafi 15 tydnt dochazelo k vyvoji neuT-indukovanych nadort ve
vSech mlécnych zlazach. Jedind 50 pg davka Her2 VLPs stacila k vyvolani plné ochrany
proti vyvoji nadoru u obou modelii. U modelu rejekce nadoru byla vakcinace provedena
14 dni pfed inokulaci nadoru. Terapeutickou imunitni odpovéd’ proti stejnému Her2-
pozitivnimu nadoru bylo mozné ziskat uz 6 dni po inokulaci nadoru pfi imunizaci 50 pg
Her2 casticemi spolu s CpG. V piipad¢ transgenniho modelu, bylo k ziskani kompletni
protekce nutné, aby byla vakcinace provedena u mysi starych 6 tydni. Pokud byla
imunizace provedena az pozd¢ji, ve staii 10 tydnl, ochranny efekt byl zpozdén. Pti
podani vakciny mySim, které dosdhly véku 14 tydnd, uZz nebyl pozorovan zadny
protektivni t¢inek. Ani u jednoho z modelli nebyla pozorovana protilatkova odpoveéd
proti Her2. Ochrana vyvoland vakcinaci je s nejvyssi pravdépodobnosti zplsobena
bunécnou slozkou imunitni odpovédi, pti¢emz ptitomnost Her2 specifickych bunék byla
prokdzana testem ELISPOT. Zd4 se tedy, Ze chimerické ¢astice nesouci Her2 fuzni
protein ptedstavuji bezpe¢nou a ucinnou vakcinu proti nadoriim exprimujicim Her2
(TEGERSTEDT et al., 2005). Stejna vyzkumna skupina pfipravila jesté dalsi
chimerické c¢astice odvozené od jiného polyomaviru, mysSiho pneumotropniho viru
(MPtV), nesouci stejny antigen, a to ¢ast proteinu Her-2/neu. Opét se zabyvala
profylaktickym a terapeutickym potencidlem téchto ¢astic cilenym proti nadorim
exprimujicim Her-2/neu. Imunizace Casticemi s lidskou variantou Her2 v kombinaci
CpG aplikovand 6 dni po vneseni D2F2/E2 bunék, exprimujicich lidsky Her2, méla
terapeutické U¢inky a vedla k odhojeni k nadorovych bunék (ANDREASSON et al.,
2009). Chimerické pseudokapsidy odvozené od mysiho pneumotropniho viru obstély
v modelu odhojeni nadoru coby profylaktickd vakcina stejné¢ dobie, jako obdobné
¢astice mysiho polyomaviru v pfedchozi studii (ANDREASSON et al., 2009). Dalsi ze
série Svédskych studii potvrdila, ze chimerické Castice odvozené od MPtV stimuluji
nejen CD8" buiiky, jejichz role v odhojeni nddoru byla prokazana, ale i dalsi sou¢dsti
imunitniho systému, jejichZz tloha v tomto procesu zatim nebyla zkouména. Podle
vysledkil ziskanych na pokusnych mysich deficientnich v rtiznych sloZzkach imunitniho
systému védci usoudili, ¢ CD4" a CD8" T-lymfocyty mohou v odhojeni nddoru po
vakcinaci plisobit do jisté miry nezavisle, protoZe pouze u zvifat s depletovanymi CD4™

i CD8” T-buiikami doslo k Gplné ztrate ochrany pred vyvojem nadoru. V kombinaci s
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CpG byly navic tyto chimerické pseudokapsidy schopny navodit dlouhodobou
imunologickou pamét pretrvavajici minimalné 10 tydni (ANDREASSON et al., 2010).

V nasi laboratofi byly pfipraveny castice obsahujici zkracenou formu
minoritniho proteinu  VP3 flizovanou se 171 aminokyselin dlouhym epitopem
odvozenym od proteinu Ber-Abl a znackou v podobé FLAG sekvence. Skupina proteinti
Ber-Abl jsou samy taktéz fuznimi proteiny vytvofené nasledkem reciproké translokace
mezi chromozomy 9 a 22, ke které dochazi pti chronické myeloidni leukémii (CML).
Ke zlomim chromozomii dochazi pravé v oblastech genti ber a abl a jejich spojenim tak
vznikaji naprosto unikatni sekvence. Pravé z divodu jedinecnosti Ber-Abl a jeho
vyskytu pouze v leukemickych buiikach byl tento protein vybran jako autoantigen pro
pfipravu imunoterapeutickych chimerickych VLPs, které mély slouZzit k 1é€bé CML.
Castice vyizolované z hmyzich bun&k byly trochu vétsi a méné pravidelné nez VLPs
divokého typu, nicméné byly stabilni. Obsahovaly 11-12 molekul rekombinantniho
proteinu FLAG-Bcr-Abl-tVP3 a Gspésné vstupovaly do savéich bunék. Bohuzel se
ukézalo, Ze imunizace pomoci téchto ¢astic sice vyvolava silnou protilatkovou odpoveéd
proti proteinu VP1, ale nevede K produkci protilatek proti Ber-Abl, ani aktivaci
cytotoxickych T-bunék specifickych pro Ber-Abl (HRUSKOVA et al., 2008).

Ve studiich BRINKMAN et al. (2005) a BICKERT et al. (2007) byl pouzit jiz
zminény ovalbuminovy epitop exprimovany mySim melanomem. Tento epitop byl
vlozen pfimo na C-konec VPI1. Castice vzniklé z tohoto chimerického proteinu byly
pouzity i1 inokulaci mysi 4 a 11 dni po vneseni melanomovych bunck. Tento piistup
poskytl mySim kompletni ochranu vii¢i vyvoji nddoru a byla pozorovédna piitomnosti
CD8" T-bungk specifickych pro ovalbuminovy epitop.

Jednim ze zplsobl, kterym lze dosdhnout zvySeni odpovédi T-bunék po
vakcinaci VLPs, je pfed samotnou vakcinaci predloZit ¢astice a antigeny ke zpracovani
dendritickym bunkam in vitro a ty poté podat zpét imunizovanému zvifeti.
Pseudokapsidy jsou dendritickymi bunkami pfijimany spontann€, bez potieby
pfedchoziho specialni oSetfeni. OvSem ne vSechny castice stimuluji maturaci
dendritickych bunck stejn¢ efektivné. Zatimco u pseudokapsid mysiho a kiecciho
polyomaviru byl pozorovan pozitivni vliv na dozravani dendritickych bunck a
néslednou produkci IL-12 a stimulaci CD8" T-bunéénych odpovédi, ¢astice primatich
polyomavirii véetné lidskych virtt JC a BK tento tc¢inek nevykazovaly (GEDVILAITE
et al., 2006). Nicmén¢ ne vSechny studie provedené s casticemi odvozenymi od mysiho

polyomaviru vedly k podobnym zavérim. Zatimco BICKERT et al. (2007) zaznamenali
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po stimulaci pseudokapsidami MPyV zvySenou expresi povrchovych markert
dendritickych bunék naznacujici jejich maturaci, skupiny TEGERSTEDT et al. (2007)
ani BOURA et al. (2005) pii svych in vitro pokusech podobné pozitivnich vysledki
nedosahli. Nicméné ve vSech téchto ptipadech bylo dosazeno zvysené produkce 1L-12
dendritickymi buiikami (BOURA et al., 2005; BICKERT et al., 2007; TEGERSTEDT
et al., 2007). Ke stejnym zavérum, tedy ke konstatovani zadnych vyraznych zmén v
expresi povrchovych molekul dendritickych bunék a zvyseni sekrece IL-12, dospéli i
ANDREASSON et al. (2009) pii pouziti chimerickych ¢astic odvozenych od mysiho
pneumotropniho viru. V pfipadé Céstic kfec¢ciho polyomaviru byly vysledky studii
mnohem jednotné&jsi (GEDVILAITE et al., 2006; DORN et al., 2008).

Pii vakcinaci in vivo vstupuji ¢astice do Sirokého spektra bunék. K podpoteni
ptednostni vazby na dendritické bunky je tedy mozné pted vakcinaci in vivo inkubovat
VLPs s dendritickymi bunikami in vitro. Tak by mélo byt zajisténo, ze velké mnozstvi
VLPs nesoucich vlozeny antigen vstoupi dovniti ,,spravnych® bunék a tim je zvySena
pravdépodobnost vyvolani u¢inné imunitni odpovédi.

U modelu odhojeni nadoru exprimujiciho Her2 (popsan napt. v TEGERSTEDT
et al., 2005) bylo mozné po inkubaci s dendritickymi buitkami snizit imuniza¢ni davku
az 10x (na 5 pg) pti zachovani stejného ucinku vakcinace. Doslo tedy k ochrané 100%
osSetfenych zvifat i po jediné imunizaci dendritickymi bunikami, kterym byla ke
zpracovani pfedloZzena 5 pg davka VLPs nesoucich fuzni protein VP2-Her2. DalS§im
pfiznivym ucinkem bylo Sestindsobné snizeni protilatkové odpovédi proti VLPs, ovSem
bez snizeni Uc¢innosti imunizaci. At uz byly k vakcinaci pouzity chimerické Castice
samotné ¢i zpracované dendritickymi buiikami, byla prok4zana specifickd odpovéd T-
bun¢k proti Her2 avSak produkce Her2-specifickych protilatek detekovana nebyla.
Stejné tak nebyla in vitro pozorovana maturace dendritickych bunék zpusobena
chimerickymi pseudokapsidami, ale naproti tomu byla vyrazné zvysena produkce 1L-12

(TEGERSTEDT et al., 2007).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE
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Laboratof virologie PfF UK se dlouhodob¢ zabyva studiem polyomavird, véetné
jejich ptipadného terapeutického vyuziti. Jednim ze smérii naseho vyzkumu je vyvoj
riznych viru podobnych castic odvozenych od kapsidovych proteini mysSiho
polyomaviru, které by mohly slouzit jako vektor terapeutickych molekul v genové
terapii ¢i imunoterapii.

Hlavnim cilem této prace bylo zkonstruovat chimerické VLPs nesouci v DE
smycce proteinu VP1 epitop maligniho melanomu. Pro ucely konstrukce byla vybrana
mutantni forma VPI1 proteinu (nazvand VP1 7less), zkracena o 7 aminokyselin
(GARCIA et al., 2000). Pfedpokladem, ze kterého navrh konstruktu vychazi, je, ze
odstranénim ¢asti VP1 a jejim nahrazenim cizorodym epitopem nebude velikost a snad
ani stabilita rekombinantniho proteinu zménéna natolik, aby dopad tohoto zasahu do
struktury castic zdsadné ménil jejich vlastnosti. Pro konstrukci byly zvoleny tfi rizné
cizorodé epitopy — kontrolni ovalbuminovy (10 aminokyselin) a dva melanomové (mysi
a lidsky). Oba epitopy v rozsahu 8 aminokyselin jsou odvozeny od melanomového
proteinu Melan-A/MART-1, jejich sekvence se ovsem odliSuje v jediné aminokyseling.

Druhym zdmérem bylo produkovat VLPs odvozené od hlavniho strukturniho
proteinu lidského viru JC, které by mohly byt pouzity k riznymi imunologickym

aplikacim. K tomuto ucelu byl taktéz zvolen systém Bac-to-Bac.

Konkrétni cile této diplomové prace tedy byly nasledujici:
1. a) Zkonstruovat 3 typy rekombinantniho proteinu VP1 nesouciho cizorody
epitop a exprimovat je pomoci systému Bac-to-Bac v hmyzich buiikiach Sf9
e ovalbuminoveé*“ VLPs, nesouci epitop kuteciho ovalbuminu SIINFEKL
e _mysi melanomové“ VLPs, nesouci epitop mySiho melanomového proteinu
Melan-A/MART-1 EAAGIGILIV
o lidské melanomové™ VLPs, nesouci epitop lidského melanomového proteinu
Melan-A/MART-1 EAAGIGILTV
b) ovérit jejich stabilitu

¢) ovérit jejich schopnost vstupovat do bunék

2. Pripravit VLP odvozené od lidského polyomaviru JC pro imuniza¢ni a

screeningové ucely, taktéz systémem Bac-to-Bac.

87



4. MATERIAL A METODY
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4.1. MATERIAL

4.1.1. PouZzité pristroje

Analytické vahy Pioneer (Schoeller Pharmacia Praha)

Aparatura pro horizontalni agar6zovou DNA elektroforézu multiSub Mini (Cleaver
Scientific)

Aparatura pro SDS-PAAGE SE 260 (Hoefer)

Aparatura pro western blot TE 22 (Amersham Biosciences)
Centrifuga Beckman Centrifuge GS-15R, rotor S4180 (Beckman)
Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraeus Sepatech)

Centrifuga Microfuge Lite 16, rotor A46544 (Beckman)
Centrifuga Microfuge Lite, rotor F1802 (Beckman)

Centrifuga Microfuge R, rotor F241,5 (Beckman)

Centrifuga MiniSpin plus, rotor IL 016 (Eppendorf)

Centrifuga 3K30, rotory 12171, 12154-H, 18776-H (Sigma)
Centrifuga s vykyvnym rotorem MSE (MSE)

CO, termostat (Forma Scientific)

Elektronovy mikroskop JEOL JEM 1200EX

Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Biorad)

Fluorescen¢ni mikroskop BX-60 (Olympus)

Fluorescenc¢ni invertovany mikroskop IX71 (Olympus)

Chladici a vyhfivaci termoblok BIOSAN typ CH-100 s blokem CH-2, 20x1,5 ml
Invertovany mikroskop (Carl Zeiss-Jena)

Invertovany mikroskop Olympus CK40 (Olympus)

Konfokalni mikroskop Leica TCS SP2 (Leica)

Kultiva¢ni tfepacka Orbital Shaker (Forma Scientific)

Kultivaéni tiepacka Orbi-Safe TS (Gallenkamp)

Laminarni box (Forma Scientific)

Lupa s bo¢nim osvétlenim (Olympus)

Magneticka michacka B212 (Bibby)

Magneticka michacka Bigsquid (Ika)

Nanodrop — Spektrofotometr ND-1000 (NanoDrop Technologies)
PCR cykler Mastercycler EPgradient S (Eppendorf)

pH metr PH 114 (Snail Instruments)
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pH metr S20 SevenEasy (Mettler Toledo)

Refraktometr ABBE (Carl Zeiss-Jena)

Rozklada¢ gradientu (Beckman)

Sonikator Bransonic 5 (Cole-Parmer Instrument Company)
Sonikator Soniprep 150 (Schoeller Pharmacia Praha)
Sonikator UPS0H (Schoeller Pharmacia Praha)
Spektrofotometr Helios B (Thermo Electron Corporation)
Svafecka folii Bio-Vacufresh 2 (MIA)

Termostat TCH 100 (laboratorni pfistroje Praha)

Ttepacky (Labnet, Lab Therm)

Ultracentrifuga Optima L-90K, rotor SW 41 (Beckman)

UV transluminator (BioLum)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

Vodni lazenn SUB (Grant)

Zdroj elektrického napéti Consort EV265 (Isogen)

Zdroj elektrického napéti E-C Apparatus EC3000P (Lehman)
Zdroj elektrického napéti Gene Line Power Supply (Beckman)
Zdroj elektrického napéti OSP-250L Power Supply (Lightning Volt)
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4.1.2. Chemikalie

Chemikalie

Agaroza

Akrylamid

Amonium persulfat

Ampicilin

Antibiotika pro TK

Baktopepton

Bovinni sérum albumin (BSA)

Bromfenolova modi (BFM)
Bromo-chloro-indolyl-galactopyranosid (X-gal)
Cesium chlorid (CsCl)

Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB)
Disodna stl kyseliny diethltetraoctové (EDTA)
dNTP

Dithiotreitol (DTT)

Ethanol

Ethidium bromid

Fenol

Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Fetalni teleci sérum (FCS)

Gentamicin

Glycerol

Glukoza

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného

HEPES (kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonova)

Hydroxyd sodny
Chlorid draselny
Chlorid sodny
Chlorid hotec¢naty
Chlorid véapenaty
Chloroform
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Vyrobce
Sigma, Serva
Serva
Serva
Léciva
KRD
Imuna
Sigma
Lachema
Fermentas
Serva
Serva
Sigma
Sigma
Roche
Lachema
Lachema
Lachema
Sigma
Sigma
Gibco
Lachema
Serva
Lachema
Sigma
Lachema
Lachema
Sigma
Lachema
Sigma
Lachema



Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG)
Izopropanol

Kanamycin

Kyselina borita

Kyselina fosfore¢na
Kyselina chlorista

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Kyselina p-kumarova
Kvasni¢ny autolyzat
L-glutamin

LUMINOL
[-merkatoethanol

Methanol
N,N’-methylenbisakrylamid
Nonidet P-40 (NP-40)
Octan draselny (KAc)
Octan hote¢naty (MgAc,)
Octan sodny (NaAc)
Polyethylenglykol (PEG)

SeaPlaque agardza

Siran hotecnaty

Dodecylsulfat sodny (SDS)

Tetracyklin

N,N,N‘,N “-tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Verzen

Zivny agar &. 2 (ZA €. 2)

Zivny bujén &. 2 (ZB &. 2)
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Fermentas
Lachema
Sigma
Serva
Lachema
Lachema
Lachema
Lachema
Sigma
Imuna
Sigma
Serva
Serva
Lachema
Serva
Sigma
Lachema
Lachema
Lachema
Serva
FMC
BioProducts
Lachema
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sevac
Imuna

Imuna



4.1.3. Pouzité plazmidy

pFastBac 1 (Invitrogen)

pFastBac Dual (Invitrogen)

pMJG

pBRJCV-MAD-1

BamH |
Rsrll

BssH I

EcoR |
Stul

Sal |

Kpn |

Hind Il

Vektorovy plazmid firmy Invitrogen uréeny pro
systém Bac-to-Bac. Obsahuje silny polyhedrinovy
promotor. Slouzi k expresi proteinti v hmyzich
burikach. Selekce pomoci amp" a gen'. Mapa
plazmidu je na obr. 3.1.

Bakulovirovy transferovy vektor, ktery je soucasti
Bac-to-Bac expresniho systému. Obsahuje dva silné
promotory (polyhedrinovy a p10), coz umoziuje
soucasnou expresi dvou proteinli v hmyzich bunkéch.
Selekce je mozna pomoci amp' a gen". Mapa
plazmidu je na obr. 3.2.

Plazmidovy vektor odvozeny od plazmidu pMJ1, do
kterého je vlozen kompletni genom MPyV
linerizovany enzymem EcoRI (KRAUZEWICZ et al.,
1990; poskytnuto Mgr. Lenkou Hornikovou).
Plazmidovy vektor odvozeny od plazmidu pBR322,
do kterého je vloZen cely genom JCV kmene MAD-1
linearizovany enzymem EcoRI (poskytnuto UHKT)

Obr. 3.1.: Mapa plazmidu pFastBac 1

Plazmid  obsahuje  silny  polyhedrinovy
promotor, pro zajisténi exprese vlozeného
genu.Za promotorem je umistén polylinker
s cilovymi restrikénimi

misty pro Stépeni

endonukledzami (oznacovany téz Multiple
Cloning Site, MCS). Plazmid nese geny pro
rezistenci ke gentamicinu a ampicilinu.
Pfevzato z
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/p

fastbacl_map.pdf
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4.1.4. Pouzité bunécné linie

4.1.5. Pouzité bakterialni kmeny

Sf9

NIH 3T6

B16-F10

Escherichia coli XL-1 Blue

Spodoptera frugiperda

Obr. 3.1.: Mapa plazmidu pFastBac
Dual

Plazmid  obsahuje = dva  silné
promotory (polyhedrinovy a p10), pro
zajisténi exprese vlozenych geni. Za
promotory jsou umistény polylinkery
Scilovymi  misty pro  Stépeni
restrikénimi endonukledzami.
Plazmid nese geny pro rezistenci ke
gentamicinu a ampicilinu.

Prevzato z
http://tools.invitrogen.com/content/sfs

Ivectors/pfastbacdual_map.pdf

Stabilni linie hmyzich bunék odvozena z tkani ovarii motyla

Stabilni buné¢na linie mySich fibroblasti

(poskytnuto prof. Griffin, Royal Postgraduate School, London)
Stabilni buné¢na linie mysich melanomovych bunék
(poskytnuto RNDr. Vratislavem Horakem, Csc.; UZFG AV CR;
Sekce embryologie zivocicht, bunééné a tkanové diferenciace;

Laboratof biologie nadort; Libéchov)

[recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac F” proAB laclqZAMI15 Tn10 (Tetr)]
(poskytnuto Mgr. Martinem Fraiberkem).


http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pfastbacdual_map.pdf
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pfastbacdual_map.pdf

e Escherichia coli DH10Bac [F- mcrA (mrr-hsdRSM-mcrBC) f80lacZDM15
lacX74 deo R recAl endAl araD139 (ara, leu)7697
ga/U ga/K — rpsL nupG/bMON14272/pMON7124]
(poskytnuto Mgr. Martinem Fraiberkem)

4.1.6. Primery pro PCR reakce

e Syntéza veSkerych primeri byla zajisténa firmou KRD.

Primer MPyV VP1_1F: 5° GAT GAT GAA TTC ATG GCC CCC AAA AGA AAA
AGC GGC 3’

......

sekvence komplementarni k amplifikovanému genu.

Primer MPyV VP1_2R: 5° GAT GAT GGA TCC TGAGCC GCT ACCGGG TTT
GTT GAA CCC ATG 3¢
Cervené je vyznadeno restrikéni misto pro BamHI, tuéné modie sekvence

komplementarni k amplifikovanému genu.

Primer MPyV VP1_3F: 5° GAT GAT GGA TCC GGG TCT GGC TCT GGA ATT
TCC ACT CCAGTG 3¢
Cervené je vyznadeno restrikéni misto pro BamHI, tuéné modie sekvence

komplementarni k amplifikovanému genu.

Primer MPyV VP1_4R: 5° GCT GCT GGT ACC TTAATT TCC AGG AAATAC
AGTCTT TG 3°
Cervené je vyznaceno restrikéni misto pro Kpnl, zelené stop kodon a tuéné modie

sekvence komplementarni k amplifikovanému genu.

Primer MELAN-A (L)1: 5° GA TCC GAG GCC GCT GGG ATC GGC ATCCTG
ACAGTGG 3¢

Tucn€ modie vyznacena sekvence odpovidajici danému epitopu.
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Primer MELAN-A (L)2: 5° GA TCC CAC TGT CAG GAT GCC GAT CCC AGC
GGCCTC G 3¢

Tucné modie vyznacena sekvence odpovidajici danému epitopu.

Primer MELAN-A (M)1: 5° GA TCC GAG GCC GCA GGG ATC GGC ATC
CTGATCGTGG 3¢

Tucné modie vyznacena sekvence odpovidajici danému epitopu.

Primer MELAN-A (M)2: 5° GA TCC CAC GAT CAG GAT GCC GAT CCC TGC
GGCCTC G 3¢

Tuéné modie vyznacena sekvence odpovidajici danému epitopu.

Primer OVA 1: 5° GA TCC AGT ATAATC AACTTT GAAAAACTG G 3¢

Tuéné modie vyznacena sekvence odpovidajici danému epitopu.

Primer OVA 2: 5 GATCCCAG TTT TTC AAAGTT GAT TAT ACT G 3¢

Tuéné modie vyznacena sekvence odpovidajici danému epitopu.

4.1.7. Epitopy

e Syntéza epitopt ve forme ssDNA byla zajiSténa firmou KRD.
P znazoriuje fosforylaci 5° konce epitopti. Tuéné modie jsou vyznaceny sekvence

odpovidajici danému epitopu.

Epitop MELAN-A (L)1: 5 P-GA TCC GAG GCC GCT GGG ATC GGC ATC
CTGACAGTGG3®

Epitop MELAN-A (L)2: 5 P-GA TCC CAC TGT CAG GAT GCC GAT CCC
AGC GGCCTCG 3¢

Epitop MELAN-A (M)1: 5° P-GA TCC GAG GCC GCA GGG ATC GGC ATC
CTG ATC GTG G 3¢
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Epitop MELAN-A (M)2: 5° P-GA TCC CAC GAT CAG GAT GCC GAT CCC
TGC GGC CTC G 3¢

Epitop OVA 1: 5 P-GA TCC AGT ATAATC AACTTT GAAAAACTG G 3¢

Epitop OVA 2: 5 P-GATCC CAG TTT TTC AAAGTT GAT TAT ACT G 3°

4.1.8. Antibiotika

Ampicilin (Lé€iva) — pouzivana kone¢nd koncentrace 100 pg/ml

Kanamycin (Sigma) — pouzivana kone¢na koncentrace 50 pg/ml

Gentamicin (Gibco) — pouzivana kone¢na koncentrace 7 pg/ml

Tetracyklin (Sigma) — pouzivana kone¢na koncentrace 10 pg/ml

Smés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma): 100x koncentrovany roztok obsahuje

10000 jednotek/ml penicilinu, 10 mg/ml streptomycinu, 25 mg/ml amphotericinu B

4.1.9. Protilatky
4.1.9.1. Primarni protilatky

Mysi monoklonalni protilatka proti proteinu VP1 mysiho polyomaviru. Pro western blot
a dot-blot fedéno 10x (FORSTOVA et al., 1993)

Krali¢i polyklondlni protilatka proti VP1 proteinu mySiho polyomaviru. Pro nepiimé
imunofluorescen¢ni znaceni fedéno 1500x (pfipravena v nasi laboratoti)

Krali¢i polyklonalni protiladtka proti melanomovému proteinu Melan-A. Pro western
blot a dot-blot fedéno 50x (Santa Cruz)

Krali¢i polyklonalni protilatka proti kufecimu ovalbuminu. Pro western blot a dot-blot
fedéno 1000x (Abcam)

Krali¢i polyklondlni protilatka proti proteinu VP1 viru SV40. Pro western blot a dot-
blot fedéno 500x (Abcam)

Mysi polyklonalni protildtka proti tubulinu, klon TU-O2. Pro nepfimé

imunofluorescen¢ni znaceni fedéno 100x (EXBIO Praha)
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4.1.9.2. Sekundarni protilatky

Kozi protilatka proti krali¢im imunoglobuliniim konjugovana s Alexa Fluor 546. Pro
imunofluorescencni znaceni fedéno 1000x (Molecular Probes).

Kozi protilatka proti kralicim imunoglobuliniim konjugovanad s kienovou peroxidazou.
Pro western blot a dot-blot fedéno 1000x (Pierce).

Kozi protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovand s Alexa Fluor 488. Pro
imunofluorescenéni znaceni fedéno 1000x (Molecular Probes).

Kozi protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s kfenovou peroxidézou.
Pro western blot a dot-blot fedéno 1000x (Bio-Rad).

Osli protilatka proti mySim imunoglobuliniim konjugované s Alexa Fluor 488. Pro

imunofluorescen¢ni znaceni fedéno 1000x (Molecular Probes).
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4.2. METODY

4.2.1. Sterilizace

Roztoky, Spi¢ky na pipety a mikrozkumavky byly sterilizovany v autoklavu 30
minut, pii tlaku 120 kPa a teploté 127 °C. Sklo bylo sterilizovano horkym vzduchem 3
hodiny pii teploté 160°C. Roztoky, které nemohou byt sterilizovany pomoci autoklavu,
byly filtrovany pomoci prefiltru a sterilniho filtru s pory o velikosti 0,22 pm.
Umeélohmotné centrifugaéni zkumavky byly sterilizovany 24 hodin kyselinou
peroctovou. Pinzety, kovové lzicky, mikrobiologické klicky a hokejky byly

sterilizovany namocenim v ethanolu a vyzihanim v plameni.

Material:

Denaturovany ethanol

4.2.2. Prace s bakterialnimi kulturami
4.2.2.1. Kultivace bakterii

Kultivace bakterii probihala v tekutém médiu (Zivny bujon & 2, ZB &. 2)
V tfepadce pii 37 °C pies noc (16 — 18 hodin) nebo na pevném médiu (Zivny agar &. 2,
ZA &.2). Do médii byla podle plazmidem nesenych rezistenci piidana pfislusna selekéni

antibiotika (viz kapitola 4.1.8.)

Material:

ZA ¢&. 2 (Imuna)

7B ¢&. 2 (Imuna)

Antibiotika (viz kapitola 4.1.8.)

4.2.2.2. Priprava kompetentnich bakterii pro elektroporaci

Bakterie z konzervy byly zaoCkovany do 10 ml média TPN v Erlenmeyerové
bance. Suspenze bakterii byla kultivovéna pies noc v tiepacce (150 rpm, 37 °C). Po
inkubaci byla suspenze 25x natfedéna a nasledné byla zmétena optickd denzita pii 560
nm (spektrofotometr Helios B). Nasledné byla bakterialni kultura nafedéna do 400 ml
TPN tak, aby vysledna optick4 denzita po zaoCkovani byla A = 0,1. Poté byla kultura

dale péstovana v tiepacce pi1 150 rpm a 37 °C. Po 1,5 h byla znovu zméfena opticka
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denzita kultury, kterd ma dosahnout hodnoty 0,5 — 0,7. Dalsi méfeni byla provedena s
20 minutovym a 5 minutovym odstupem. Po dosazeni piislusné hodnoty OD byla
bakterialni suspense rozdélena do osmi 50 ml zkumavek Falcon a centrifugovana (4000
g, 10 min, 4 °C). Bunétné pelety byly resuspendovany v kazdé zkumavce v 50 ml
sterilni ddH,O a opét zcentrifugovany (4000 g, 10 min, 4 °C). Sedimenty byly
resuspendovany ve 25 ml ddH,O a suspense byly nasledné spojeny do ¢tyt zkumavek a
znovu centrifugovany (4000 g, 10 min, 4 °C). Kazdy ze sedimentii byl po centrifugaci
resuspendovan ve 4 ml 10% glycerolu a suspense byly pifevedeny do 2 zkumavek a opét
centrifugovany (4000 g, 10 min, 4 °C). Pelet byl resuspendovan v 8 ml 10% glycerolu a
naposledy centrifugovan (4000 g, 10 min, 4 °C). Nakonec byly bakterie resuspendovany
v 800 pul 10% glycerolu a rozdéleny po 100 pl alikvotach do mikrozkumavek a ihned
zamrazeny v tekutém dusiku a uskladnény v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C.

Kompetence bakterii byla ovétena zkusebni elektroporaci plazmidové DNA.

Material:

ZA ¢&. 2 (Imuna)

TPN médium (2% pepton pro bakteriologii; 0,5% kvasni¢ny extrakt; 0,5% NaCl)
10% glycerol

4.2.2.3. Elektroporace plazmidové DNA do kompetentnich bakterii E. coli XL1-
Blue nebo E. coli DH10Bac

Kompetentni bakterie byly rozmraZeny na ledu (tedy pii 0 °C). K 50 pl bakterii
byl pfidan 1 — 2 pl plazmidové DNA (podle toho o jaky plazmid se jednalo) a smés byla
1 minutu ponechana na ledu. Poté byla pomoci pipety pienesena do elektroporacni
kyvety vychlazené na 0 °C. Na elektroporatoru byly nastaveny hodnoty 25 pF, 2.5 kV,
200 Q, 2 mm a nasledné byl aplikovan puls (optimalni délka pulsu je 5 ms £ 0,5 ms). K
bakteriim byl neprodlené pfidan 1 ml SOC média a suspense byla ptfenesena do sterilni
100 ml Erlenmeyerovy barky a 1 hodinu tfepana pii 155 rpm a 37°C. Po kultivaci byly
bakterie vysety na plotny s pevnym médiem s ptidavkem piisluinych antibiotik (ZA ¢&.

2) a kultivovany pies noc (cca 16 — 18 hodin) v termostatu pii 37 °C.

Material:
SOC médium (2% pepton pro bakteriologii; 0,5% kvasni¢ny autolyzat; 10 mM NaCl;
2,5 mM KCI; 20 mM glukéza; 10 mM MgCly; 10 mM MgSQO,)
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MgCl; (100 mM zasobni roztok)
MgSO, (100 mM zasobni roztok)
Glukoéza (filtrovana pomoci prefiltru a sterilniho filtru s primérem pora 22 um)

ZA ¢&. 2 (Imuna)

4.2.2.4. Priprava konzerv z bakterii E. coli

Bakterie byly péstovany v zivném bujonu €. 2 s pfisluSnym antibiotikem pfes
noc pii 37 °C za soustavného trepani (155 rpm). Pak byly rozdéleny po 400 ul do
mikrozkumavek a ke kazdé alikvote bylo pridano 400 pl 40% glycerolu, takze vysledna
koncentrace glycerolu byla 20%. Konzervy byly skladovany v hlubokomrazicim boxu
pti— 80 °C.

Materiéal:
40% glycerol
7B &. 2 (Imuna)

4.2.3. Prace s tkanovymi kulturami

4.2.3.1. Prace s kulturou hmyzich bunék Sf9
4.2.3.1.1. Pasazovani hmyzich bunék

Kultura hmyzich bun¢k Sf9 byla péstovana na Petriho miskach o priméru 6
nebo 10 cm v médiu TNM-FH s 10% sérem. Po dosazeni konfluence byla oskrabana do
média a prevedena do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky Falcon. K suspenzi bunék bylo
ptidino TNM-FH médium vytemperované na laboratorni teplotu v poméru 1:4 a vznikla
smés byla resuspendovana opakovanym protazenim sklenénou pipetou. Bunky byly
pomoci sklenéné pipety vysety na nové sterilni Petriho misky a pokud nebyly v den
pasaze pouzity k infekci i transfekci, byly inkubovany v termostatu pii 28 °C po dobu

3-4 dnu a poté zpracovany na lyzat (viz kapitola 4.2.5.1.) nebo znovu zpasazovany.

Material:

TNM-FH médium (Sigma)

10% FBS (Sigma)

Smés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma; viz. kapitola 4.1.8.)
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4.2.3.1.2. Transfekce hmyzich bunék rekombinantnim bakmidem
Petriho miska s konfluentné narostlou kulturou hmyzich bun¢k Sf9 byla

oSkrabana do média a suspenze byla pievedena do sterilni zkumavky Falcon. Na sterilni
misku o priméru 6 cm bylo vyseto 2 x 10° bunék a mnoZstvi bylo doplnéno do 5 ml
médiem TNM-FH bez séra. Po ptisednuti bun¢k (1 hodina) bylo bezsérové médium
odsato a byly pfidany 2 ml TNM-FH s 10% sérem a antibiotiky. Byla pfipravena
transfekéni smés: 50 ul 2,5 M CacCl,

10 nebo 15 pl bakmidové DNA (viz kapitola 4.2.4.13.)

940 nebo 935 ul HEBS roztoku
Tato smés byla opatrn¢ promichéna, 30 minut inkubovana pfi laboratorni teploté a poté
opatrné¢ rovnomeérné po kapkach pfidana na kulturu bunék. Nasledovala inkubace 4
hodiny pfi 28 °C. Po uplynuti této doby bylo médium odséto, buiiky oplachnuty 5 ml
sérového TNM-FH, zality 5 ml cerstvého média s 10% sérem a antibiotiky a
inkubovany 4 — 6 dni pfi 28 °C. Médium bylo nasledné pouzito k ziskani

rekombinantniho bakuloviru pomoci plakovych zkousek (viz kapitola 4.2.3.1.4.).

Material:

TNM-FH médium (Sigma)

10% FBS (Sigma)

Smés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma; viz kapitola 4.1.8.)

1x koncentrovany roztok HEBS (0,137 M NaCl; 6 mM glukéza; 5 mM KClI; 0,7 mM
Na;HPO,x 7H,0; 0,02 M HEPES)

Bakmidova DNA (viz kapitola 4.3.4.13.)

CacCl; (Sigma)

4.2.3.1.3. Infekce hmyzich bunék rekombinantnim bakulovirem a sklizeni
infikovanych bunék

Bunky byly zpasaZzovany do bezsérového TNM-FH média tak, aby dosahovaly
60% konfluence. Poté, co bunky prisedly na Petriho misku (30 minut — 1 hodiny), bylo
médium odsato a bylo pfidano bakulovirové inokulum (10 pfu na buiiku). Nasledovala
inkubace za stalého kolébani 1 hodinu pii laboratorni teploté. Po uplynuti 1 hodiny bylo
pfidano TNM-FH hmyzi médium s 10% sérem tak, aby celkové mnozstvi média bylo 5

ml u 6 cm Petriho misky a 10 ml u 10 cm misky. Infekce probihala 3-4 dny pii 28°C.
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Poté byly bunky seskrabany do média a ptevedeny do 50 ml zkumavky Falcon a
centrifugovany 10 minut pti 2000 rpm a 4 °C (centrifuga Sigma 3K30, rotor 18776-H).
Supernatant pfeveden do sterilni zkumavky Falcon a uchovén pii 4 °C. Sediment byl
resuspendovan ve sterilnim PBS a znovu zcentrifugovan 10 minut pti 2000 rpm a 4 °C
(centrifuga Sigma 3K30, rotor 18776-H) a poté pouzit pro izolaci kapsidovych struktur
(viz kapitola 4.2.3.1.5.), k ptipravé lyzatu (viz kapitola 4.2.5.1.) nebo uskladnén pfi

—20 °C.

Material:

TNM-FH médium (Sigma)

10% FBS (Sigma)

Sm¢és antibiotik pro tkanové kultury (Sigma; viz. kapitola 4.1.8.)

1x PBS (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na;HPOy; 6,5 mM KH,POy; pH 7,4)

4.3.3.1.4 Plakova zkouska a izolace rekombinantnich plaki

Na sterilni Petriho misky o priméru 6 cm bylo vyseto 2 x 10 hmyzich bunék
S19, které byly ziskany oskrabanim konfluentné narostlé kultury. Suspenze bylo
doplnéna do 5 ml médiem TNM-FH bez séra. Po pfichyceni bun¢k na dno misky (1
hodina) bylo médium odséto a bylo pfidano 0,6 ml vhodné natedéného virového inokula
(obvykle byla pouzivana fedici fada od 10™ do 10). Buiiky byly inkubovany 1 hodinu
pii laboratorni teploté na kyvacce. Poté bylo inokulum odsato a na bunky byly velmi
opatrn¢€ napipetovany 4 ml na 40 °C zahtate, sterilni 1,5% SeaPlaque agar6zy v TNM-
FH s 10% sérem a antibiotiky. Po ztuhnuti agar6zy byly buiky inkubovany 6-8 dni pfi
28 °C. Vyvinuté rekombinantni plaky byly oznaceny pod lupou s bocnim osvétlenim pfi
zvétSeni 30x, vypichnuty sterilni Spi¢kou a pfeneseny na misku s hmyzimi buiikami,
aby se v nich ziskany rekombinantni bakulovirus pomnozil. Buriky byly inkubovany 4
dny pii 28 °C a poté oSkrabany do média, pfevedeny do 50 ml zkumavky Falcon a
centrifugovany 10 minut pii 2000 rpm a 4 °C (centrifuga Sigma 3K30, rotor 18776-H).
Supernatant byl pouzit jako inokulum pro infekci (viz kapitola 4.2.3.3.)

Material:

TNM-FH médium (Sigma)

10% FBS (Sigma)

Smés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma; viz. kapitola 4.1.8.)
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SeaPlaque agaréza (FMC BioProducts)

4.2.3.1.5. I1zolace umélych virovych kapsid z hmyzich bunék

Hmyzi buiiky infikované rekombinantnim bakulovirem byly oskrabany do
média a pfeneseny do 50 ml zkumavky Falcon a centrifugovany 10 minut pti 2000 rpm
a 4°C (Centrifuga GS-15R, rotor S4180). Supernatant byl uschovan pro dalsi pouziti a
sediment byl proplachnut PBS, znovu zcentrifugovan (10 min, 2000 rpm, 4°C,
centrifuga GS-15R, rotor S4180) a resuspendovan ve sterilnim purfu B. Nasledovala
sonikace 3x30 sekund (sonikator Soniprep 150, Schoeller Pharmacia Praha). Mezi
jednotlivymi sonikacemi byla suspenze bun¢k vzdy 30 sekund inkubovéna na ledu. Po
sonikaci byla provedena centrifugace (10 min, 4800 rpm, 4 °C, centrifuga GS-15R, rotor
S4180). Supernatant byl odebran do centrifuga¢ni zkumavky (Beckman Polyallomer
Ultra-Clear Centrifuge Tubes 14x89 mm) a ze sedimentu resuspendovaném v 1 ml B
pufru bylo odebrano 5 pl pro mikroskopické ovéfeni kompletni destrukce bunék.
Sediment byl poté znovu sonikovan 3x30 sekund a centrifugovéan (10 min, 4800 rpm, 4
°C, centrifuga GS-15R, rotor S4180), aby byl ziskdn co nejvyssi vytézek virového
proteinu. Sediment byl opét odebran a spojen s piedchozim v centrifuga¢ni zkumavce.
Nasledovala centrifugace pies 10% sachardzovy polstai v B pufru 3 hod pii 35000 rpm
pii 4°C (viz kapitola 4.2.3.1.6.). Ziskany sediment byl resuspendovan v B pufru a opét
sonikovan 3x 30s (sonikator Soniprep 150, Schoeller Pharmacia Praha). Poté byla
suspenze centrifugovana v rovnovazném CsCl gradientu 20 — 24 hodin pti 35000 rpm a
18°C (viz kapitola 4.2.3.1.7.). Po ukonceni centrifugace byl vznikly gradient rozebran
rozklada¢em gradientu (Beckman) na jednotlivé frakce, u kterych byl zméfen
refraktometricky index (refraktometr ABBE, Carl Zeiss-Jena) a imunologicky ovétena
ptitomnost hlavniho virového kapsidového proteinu (viz kapitoly 4.2.5.5. 2 4.2.5.6.). Na
zéklad¢ ziskanych hodnot byly jednotlivé frakce pospojovany do 3 vyslednych frakei,
které byly ptfes noc dialyzovany proti pufru B (viz kapitola 4.2.3.1.8.). Frakce po
dialyze byly pievedeny do centrifugacnich zkumavek a zahuStény pifes 10%
sachar6zovy polstai (viz kapitola 4.2.3.1.6.) nebo pomoci PEG 20000 (viz kapitola
4.2.3.1.9.). Sediment ziskany centrifugaci pies sachar6zovy polstai byl resuspendovan
v B pufru. Pfitomnost hlavniho kapsidového proteinu byla prokdzana pomoci SDS-
PAAGE (viz kapitola 4.2.5.2.), western blot (viz kapitola 4.2.5.4.) a imunodetekce (viz
kapitola 4.2.5.6.). Intaktnost kapsidovych struktur byla ovéfena elektronovou

mikroskopii (viz kapitola 4.2.5.9).
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Material:

1x PBS (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na;HPOQOy; 6,5 mM KH,POy; pH 7,4)
Pufr B (10 mM Tris-HCI, pH=7,4; 150 mM NacCl; 0,01 mM CaCl,)

CsCl

10% sacharo6za v pufru B

4.2.3.1.6. Centrifugace pres 10% sacharozovy polStar

Vzorek umélych virovych kapsid vpufru B byl centrifugacni zkumavce
(Beckman Polyallomer Ultra-Clear Centrifuge Tubes 14x89 mm) opatrné podvrstven
pomoci kapilary 1 — 1,5 cm silnou vrstvou 10% sachardzy. Zkumavky byly vyvazeny B
pufrem a opatrné umistény do centrifugacnich kyvet tak, aby nedoSlo k poruseni
sachar6zové vrstvy. Centrifugace probihala 3 h pti 35000 rpm a 4°C (centrifuga Optima
L-90K, rotor SW41, Beckman). Supernatant byl slit a sediment resuspendovan v B

pufru opakovanou sonikaci (sonikator Soniprep 150, Schoeller Pharmacia Praha).

Material:
Pufr B (10 mM Tris-HCI, pH=7,4; 150 mM NacCl; 0,01 mM CacCl,)

10% sachardza v pufru B

4.2.3.1.7. 1zopyknicka centrifugace v rovnovazném CsCl gradientu

Izopyknicka centrifugace v rovnovazném gradientu CsCl umoZiuje separovat
molekuly na zékladé rozdilu jejich vznasivé hustoty. Lze tak od sebe rozdélit 1 plné a
prazdné virové kapsidy, které v ustadleném gradientu tvoii opaleskujici prouzek.

Vzorek resuspendovany v pufru B byl pfeveden do centrifuga¢ni zkumavky
(Beckman Polyallomer Ultra-Clear Centrifuge Tubes 14x89 mm), dovaZzen pufrem do
7,9 g a smichdn s 3,79 g CsCl. Po rozpusténi CsCl byla smés pievrstvena vrstvou
parafinového oleje, kterym byly vyvdzeny 1 zkumavky. Zkumavky byly vsazeny do
centrifuga¢nich kyvet a nasledovala centrifugace pii 35000 rpm a 18°C trvajici 20 — 24
hodin (centrifuga Optima L-90K, rotor SW 41, Beckman). Poté byl vznikly gradient
rozloZzen na frakce rozkladatem gradientu (Beckman). Zjednotlivych frakci byly
odebrany kapky o objemu 8 pul, u nichz byl urCen refraktometricky index pomoci
refraktometru (Carl Zeiss-Jena). Dale byla ve vzorcich zjistovana pfitomnost hlavniho
kapsidového proteinu metodou Dot-blot (viz kapitola 4.2.5.5) a imunologickou detekci

(viz kapitola 4.2.5.6.). Na zakladé vysledku téchto testd byly frakce pospojovany do 3

105



vyslednych frakci, které byly pfes noc dialyzovany proti pufru B (viz kapitola
4.2.3.1.8.).

Material:
Pufr B (10 mM Tris-HCI, pH=7,4; 150 mM NaCl; 0,01 mM CacCl,)
CsCl

4.2.3.1.8. Dialyza

Pti dialyze dochazi k priichodu nizkomolekularnich latek jako jsou napf. soli
pies semipermeabilni membranu z prostfedi o vysSsi koncentraci do prostiedi o
koncentraci nizsi. Vysokomolekuldrni slouceniny (proteiny, DNA a dalsi) jsou moc
velka na to, aby mohly projit pérem membrany a proto zUstavaji uvnitf. Zaroven pies
membranu vstupuji molekuly pufru, ¢imz dochézi k rozfedéni vzorku.

Nejdiive bylo nezbytné povatit celuldzovou dialyzaéni membranu o praméru 16
mm (pramér poéru 2,5 nm; Serva) 10 minut v destilované vodé, aby doslo k jejimu
zméknuti a bylo mozné do ni nanést vzorek. Po povareni byla membrana piremisténa do
pufru B a z jedné strany uzaviena svorkou. Po naneseni vzorku do membrany byla na
opacnou stranu membrany umisténa druhd svorka tak, aby uvnitf membrany zistal
dostatek volného prostoru a vzorek mohl nasavanim cistého pufru B zvétSovat sviij
objem. Membrany byly umistény do 2 1 vychlazen¢ho pufru B, kde byla za stalého
michani ponechiany 2 hodiny. Po uplynuti této doby byly pfemistény do 2 1 &istého
vychlazeného pufru B, ve kterém probihala dialyza ptes noc za stdlého michani a 4 °C.
Poté, co byly vzorky dialyzou zbaveny iontl soli, byly zahu§tén centrifugaci pies 10%

sachar6zovy polstar (viz kapitola 4.2.3.1.6.) a resuspendovany v B pufru.

Material:

Pufr B (10 mM Tris-HCI, pH=7,4; 150 mM NacCl; 0,01 mM CacCl,)

4.2.3.1.9. Zahusténi frakei po dialyze pomoci PEG

Frakce dialyzované pies noc pii 4 °C proti pufru B, které nemohly byt z diivodu
ocekavaného nizkého vytézku preciStény a zakoncentrovany centrifugaci pies 10%
sachar6zovy polstat, byly zahustény pomoci vysokomolekularniho PEG (Mw = 20000).
Dialyzacni stfevo bylo vyjmuto z pufru B a zasypano dostatecnym mnozstvim PEG, tak

aby bylo dokonale pokryto. Poté co PEG absorboval pozadované mnozstvi tekutiny a
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frakce tak byla dostate¢né zahusténa, byla membréana ocisténa od zbytkd PEG a frakce
byla premisténa do mikrozkumavky. Ziskany vzorek byl sonikovan (sonikator Brasonic
5, Cole-Parmer Instrument Company) po dobu 3x 30 sekund a piitomnost hlavniho
kapsidového proteinu byla prokdzana pomoci SDS-PAAGE (viz kapitola 4.2.5.2.),
western blotu (viz kapitola 4.2.5.4.) a imunodetekce (viz kapitola 4.2.5.6.). Intaktnost

kapsidovych struktur byla ovéfena elektronovou mikroskopii (viz kapitola 4.2.5.9.)

Material:

PEG 20000 (Serva)

4.2.3.2. Prace s kulturami savéich bunék
4.2.3.2.1. PasaZovani sav¢ich bunék

Kultury mysich fibroblasti 3T6 nebo mysiho melanomu B16-F10 byly
péstovany v DMEM médiu se sérem na 6 cm Petriho miskach. Po dosazeni konfluence
bylo z misek s bunéénou kulturou odsato médium a buiky byly oplachnuty 5 ml
verzenu a poté k nim byl ptidano 300 p | roztoku trypsinu. V ném byly ponechany
dokud se neuvolnily ode dna misticky. Aktivita trypsinu byla zastavena pfidanim
sérového DMEM média. Builkky byly resuspendovany opakovanym protazenim
sklenénou pipetou a rozdéleny na nové sterilni Petriho misky do kompletniho sérového
média v poméru 1:10. Pokud byly bunky pasazovany na mikroskopicka sklicka ve 24-
jamkové desticce bylo pouzito 30 u | bunééné suspenze a 1 ml DMEM sérového média.

Bunky byly inkubovany v termostatu s 5% atmosfére CO, pti 37°C.

Material:

Roztok verzenu (0,25% verzen v PBS)

Roztok trypsinu (0,25% trypsin v PBS)

DMEM médium (Sigma)

10% FBS (Sigma)

2 mM glutamin (Sigma)

Smés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma; viz. kapitola 4.1.8.)
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4.2.3.2.2. Infekce mysich fibroblasti 3T6 umélymi virovymi kapsidami za ucelem
ovéreni vstupu kapsid do bunék

K infekci byla pouzita kultura mySich fibroblastli rostouci na mikroskopickych
skli¢cich obvykle 24 hodin po pasazi. Z jamek bylo odsato médium a bylo nahrazeno
200 pl bezsérového média . Poté byla desticka inkubovana 30 minut na ledu. Bezsérové
médium bylo odstranéno a bylo piidano 200 ul vychlazeného inokula s kapsidami
nafedéného v bezsérovém DMEM médiu na pozadovanou multiplicitu infekce a
desti¢ka byla opét inkubovana na ledu, tentokrat 1 hodinu. Po uplynuti 1 hodiny byly
buiky bud’ fixovany (viz kapitola 4.2.3.2.5.) nebo inkubovany 1 hodinu v termostatu

S 5% atmosférou CO, a 37 °C a fixovany az poté.

Material:

DMEM médium (Sigma)

10% FBS (Sigma)

2 mM glutamin (Sigma)

Sm¢és antibiotik pro tkanové kultury (Sigma, viz kapitola 4.1.8.)

4.2.3.2.3. Sklizeni sav¢ich bunék

Buniky byly seSkrabany do média a pfevedeny do 50 ml zkumavky Falcon a
centrifugovany pii laboratorni teploté, 10 minut, 1500 rpm (centrifuga MSE). Sediment
byl resuspendovan ve sterilnim PBS a znovu zcentrifugovan pii laboratorni teploté, 10
minut, 1500 rpm (centrifuga MSE) a poté pouzit k ptipravé lyzatu (viz kapitola 4.2.5.1.)
nebo uskladnén pii —20 °C.

Material:

1x PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na,HPOy; 6,5 mM KH,POy; pH 7,4)

4.2.3.2.4. Priprava konzerv sav€ich bunék

Z bunék po dosazeni 80% konfluence bylo odsato médium a byly oplachnuty 3
ml roztoku verzenu. Poté bylo aplikovano 300 pl roztoku trypsinu, jehoz aktivita byla
po uvolnéni bun¢k zastaven pfidanim 3 — 5 ml DMEM média s 10% sérem. Po
dikladném resuspendovani bunééné suspenze nékolikandsobnym protazenim sklenénou
pipetou byla provedena centrifugace v 50 ml zkumavce 6 minut, pti laboratorni teplot¢ a

1500 rpm (centrifuga MSE). Supernatant byl opatrné odsat a pelet resuspendovan v
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mrazicim médiu a inkubovan 10 minut pfi pokojové teploté. Bunécna suspenze byla po
1 ml rozplnéna do kryozkumavek a na 15 minut ulozena do —20 °C. Odtud byly
zkumavky premistény na 24 hodin do —80 °C a nakonec ulozeny do tekutého dusiku

k dlouhodobému uchovani.

Material:

Roztok verzenu (0,25% verzen v PBS)

Roztok trypsinu (0,25% trypsin v PBS)

DMEM médium (Sigma)

10% FBS (Sigma)

2 mM glutamin (Sigma)

Sm¢és antibiotik pro tkanové kultury (Sigma; viz. kapitola 4.1.8.)

Mrazici médium (95% DMEM médium s 10% FBS a 2 mM glutaminem; 5 % DMSO)

4.2.3.2.5. Fixace bunék na mikroskopickych sklickach

Z hmyzich bunék narostlych na sklicku ve 24-jamkové desticce bylo odsato
médium a byly oplachnuty 0,5 ml roztoku PBS. Poté byly fixovany pfti pokojové teploté
pridanim roztoku 3% paraformaldehydu v PBS. Buiky byly v roztoku ponechany 15
minut a poté byl odstranén a builky byly promyty 5 minut v PBS a nasledné
permeabilizovany S-minutovou inkubaci v 0,5% roztoku Tritonu X-100 v PBS. Po
permeabilizaci byly bunky opét oplachnuty PBS (3x 5 minut) a sklicka s fixovanymi
buiikami byla vysycena 30-minutovou inkubaci v roztoku 0,25% Zelatiny a 0,25% BSA
v PBS. Takto pfipravend sklicka sbuilkami byla pouzita k nepfimému

imunofluorescenénimu znaceni (viz kapitola 4.2.5.7.).

Material:

1x PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na;HPOQOy; 6,5 mM KH,POg4; pH 7,4)
Fixacni roztok (3% paraformaldehyd v PBS)

Blokovaci roztok (0,25% zelatina, 0,25% BSA v PBS)

Permeabiliza¢ni roztok (0,5% Triton X-100 v PBS)
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4.2.4. Prace s DNA

4.2.4.1. Separace molekul DNA pomoci horizontalni gelové elektroforézy

Nejdiive byl ptipraven 1% agarézovy gel kratkym povarenim agardzy v 0,5x
koncentrovaném TBE pufru. Po zchladnuti gelu na 50 °C byl kvili vizualizaci DNA
pfidan ethidium bromid a gel byl nalit do piipravené formicky, kterd je soucasti
aparatury pro horizontalni elektroforézu firmy Cleaver Scientific. Do gelu byl ponofen
hieben, ktery v gelu vytvafri jamky pro naneseni vzorku. Gel tuhnul pifi laboratorni
teploté asi 30 — 45 minut. Po ztuhnuti gelu byl opatrn€ vyjmut hieben a byly odstranény
2 odnimaci strany formicky a gel byl i s nddobkou vlozen do elektroforetické aparatury
a zalit 0,5x koncentrovanym pufrem tak, aby byl zcela ponofen. Vzorky DNA byly pied
nanesenim do jamek v gelu smichdny v poméru 6:1 s nanaSeci barvickou 6x Orange
Loading Dye (Fermentas). Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit marker
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, 75 — 20 000 bp (Fermentas — viz obr. 4.1.).
Velikost pouzitého napéti se pohybovala od 50 — 90 V a od toho se odvijela i doba
potiebna k rozdéleni DNA (asi 45 — 60 minut). Gel byl poté vyjmut z nadobky, vlozen

pod UV transluminator a vyfotografovan.

Material:

0,5x koncentrovany TBE pufr (45 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 45 mM H3BO3, 1 mM
EDTA, pH =8,0)

6x DNA Orange Loading Dye (Fermentas)

Agar6za pro elektroforézu (Amresco)

2000x ethidium bromid (Serva) 1 mg/ml H,O

Marker molekulovych hmotnosti GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, 75 — 20 000 bp

(Fermentas)
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Obr. 4.1.: Marker molekulovych hmotnosti DNA GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Pievzato z www.fermentas.com

4.2.4.2. Maxipreparace plazmidové DNA — alkalicka metoda

Monokolonie bakterie E. coli nesouci zddany plazmid byla zaoCkovana do 100
ml ZB &. 2 s piislusnym antibiotikem a tfepana pres noc (150 rpm, 16 — 18 hodin, 37
°C). Po kultivaci byl objem rozdélen do 2 zkumavek Falcon a centrifugovén 15 minut
pii 4000 g a 4 °C. Supernatant byl slit a jeho zbytky opatrné odsaty bunicitou vatou.
Sedimenty byly resuspendovany ve 2 ml Roztoku I a pfevedeny do 1 zkumavky. Poté
bylo pfidano 8 ml Roztoku II a suspense byla velmi opatrné promichdna ptevracenim
zkumavky a inkubovdna maximalné¢ 10 min pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo
pfidano 6 ml ledové vychlazeného Roztoku III, suspense byla opét promichana
otaCenim zkumavky a inkubovdna 20 min na ledu. Po inkubaci byla smés
centrifugovana (15 000 g, 15 min, 4 °C). Supernatant byl prefiltrovan ptes vrstvu Cisté
gazy do nové zkumavky. Centrifugace a filtrace byla zopakovana jesté jednou. K
supernatantu byl poté pfidana 0,6 objemu izopropanolu, smés byla promichana a
inkubovéna 10 min pii laboratorni teploté. Nasledovala centrifugace (4800 rpm, 30 min,
18 °C). Sediment byl proplachnut 1 ml 70% EtOH a vysuSen pfi laboratorni teploté. Po
vyschnuti byl resuspendovan ve 300 pl ddH,O nebo sterilniho TE pufru a pieveden do

mikrozkumavky. Ziskany resuspendovany sediment byl zbaven RNA inkubaci s
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RNézou (viz kapitola 4.2.4.5.), zbylych proteinli a RNéazy pomoci extrakce smési
fenol/chloroform 1:1 (viz kapitola 4.2.4.6.). DNA byla vysrazena ptidanim 3M octanu
sodného a 96% EtOH (viz kapitola 4.2.4.7.) a pifevedena do men$iho objemu
resuspendovanim v ddH>O nebo sterilnim TE pufru (obvykle v 50 ul). Kvalita a identita
vyizolovaného plazmidu byla ovéfena elektroforeticky (viz kapitola 4.2.4.1.) a pomoci
restrikéni analyzy a jeho koncentrace byla zméfena nanodropem. Takto pfipravena

plazmidovd DNA byla pouzita k dal$im manipulacim.

Material:

7B ¢&. 2 (Imuna)

Roztok I (25 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 10 mM EDTA-NaOH, pH = 8,0; 50 mM
glukéza)

Roztok Il (1% SDS; 0,2 M NaOH)

Roztok IIT (60 ml 5 M octanu draselného; 11,5 ml ledové kyseliny octové; 28,5 ml

dH,0)

1x koncentrovany TE pufr (10 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 1 mM EDTA-NaOH, pH = 8,0)

100% izopropanol

3 M octan sodny (pH 5,2)

96% ethanol

70% ethanol

RNaza A (10 mg/ml)

4.2.4.3. Minipreparace plazmidové DNA — alkalicka metoda

Monokolonie bakterii E. coli byly zaotkovany do 700 pl ZB &. 2 s piislusnym
antibiotikem a byly pfes noc (16 — 18 hodin) kultivovany v tfepacce pii 37 °C a 150
rpm. Bunky byly centrifugovany 5 minut pii 4000 g a 4 °C. Pelet byl resuspendovan
v 250 ul Roztoku I. K suspenzi bylo poté pfidano 250 pl Roztoku II a nasledovalo
opatrné promichani otd¢enim mikrozkumavky a inkubace 10 minut pfi laboratorni
teploté. Pak bylo pfidano 200 pl ledové vychlazeného Roztoku III a smés byla opét
velmi opatrn€ promichéna a inkubovana 10 minut na ledu. Smés byla po inkubaci
centrifugovdna 10 minut, 17530 g, 4 °C. Supernatant byl pienesen do nové sterilni
mikrozkumavky a bylo knému pifidano 500 pl 100% izopropanolu. Smeés byla
promichéna pomoci vortexu a inkubovana 10 minut na stole. Nasledovala centrifugace

20 minut, 20000 g, 4 °C, po niz byl supernatant slit a sediment byl promyt 70%
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ethanolem. Zbytky ethanolu byly odstranény opatrnym vytfenim mikrozkumavky
bunicitou vatou a pelet byl ususen pfi laboratorni teploté¢ a resuspendovan v 15 — 25 pl

ddH,0 nebo sterilniho TE pufru s 1/10 objemu RNazy A.

Material:

7B &. 2 (Imuna)

Roztok I (25 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 10 mM EDTA-NaOH, pH = 8,0; 50 mM
glukoza)

Roztok Il (1% SDS; 0,2 M NaOH)

Roztok III (60 ml 5 M octanu draselného; 11,5 ml ledové kyseliny octové; 28,5 ml

dH,0)

1x koncentrovany TE pufr (10 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 1 mM EDTA-NaOH, pH = 8,0)

100% izopropanol

70% ethanol

RNéza A (10 mg/ml)

4.2.4.4. 1zolace plazmidu ve vysoké Cistoté pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN)

Pro izolaci rekombinantnich plazmidi pFastBac 1, které byly pouzity ke
klonovani a nasledné transfekci do kompetentnich bunék byl pouZzivan kit QIAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN). Plazmid byl vyizolovan piesné dle navodu a s pouzitim
materidld  dodaného vyrobcem. Cistota vyizolovaného plazmidu byla ovéfena
elektroforeticky (viz kapitola 4.2.4.1.) a pomoci nanodropu. Izolace timto kitem vSak
neni nejlevnéjsi a proto se nehodi naptiklad pro izolaci pii ovéfovani rekombinantnich
plazmid. Mnozstvi vyizolovand DNA bylo dostaCujici pro vétSinu provadénych

experimentd.

Material:

QIlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)

4.2.4.5. Odstranéni RNA ze vzorku pfi izolaci DNA
Ke vzorku DNA byla pfidana 1/100 objemu Rnazy A a vzorek byl inkubovéan
1 hodinu pii 37 °C. Aktivita Rnazy A byla zastavena pieciSténim vzorku pomoci

fenol/chloroformové extrakce (viz kapitola 4.2.4.6.).
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Material:
RNéza A (10 mg/ml)

4.2.4.6. Odstranéni proteini ze vzorku DNA - fenol/chloroformova extrakce

Ke vzorku DNA v mikrozkumavce (pokud byl objem mensi nez 100 pl, byl na
toto hodnotu doplnén ddH,0) byl pfiddn 1x objem upraveného fenolu, smés byla
zvortexovana a centrifugovana 5 minut pii 15000 rpm na stolni centrifuze (centrifuga
Microfuge Lite, rotor F1802, Beckman). Horni vodna faze byla poté pfenesena do nové
mikrozkumavky a byl kni pfidan 1x objem smési fenol/chloroformu 1:1 a opét
nasledovalo vortexovani a centrifugace (5 minut, 15000 rpm). Tento krok byl opakovéan
tak dlouho, dokud nezmizela bila vrstva proteinii na rozhrani horni vodné a dolni
organické faze. Horni faze byla poté opét odebrana a vortexovanim promisena s 1X
objemem upraveného chloroformu a poté byla smés zcentrifugovana (5 minut, 15000
rpm, centrifuga Microfuge Lite, rotor F1802, Beckman). DNA obsazena v horni vodné
fazi byla dale srazena pomoci 3 M NaAc a 96% EtOH (viz kapitola 4.2.4.7.)

Material:
Upraveny fenol (Sigma-Aldrich)

Chloroform s izoamylalkoholem 24:1

4.2.4.7. Presrazeni DNA pomoci 3M octanu sodného a 96% EtOH

Do mikrozkumavky s roztokem DNA bylo pfidano 0,1 objemu 3 M NaAc a 2,5
objemu 96% EtOH. Roztok byl inkubovéan 30 minut v — 20 °C. Po srdzeni nasledovala
centrifugace 25 minut, 15300 rpm, 4 °C (centrifuga Microfuge R; rotor F241,5;
Beckman). Pelet byl promyt 1 ml 70% EtOH a pro jistotu znovu centrifugovan 20 min,
15300 rpm, 18 °C. Supernatant byl slit, zbytky EtOH opatrné¢ odstranény odsatim
buni¢itou vatou a sediment byl vysuSen pii laboratorni teplot¢. DNA byla poté
rozpusténa v ddH,O nebo sterilnim TE pufru pfed dalsim pouzitim uchovana pii — 20

°C.

Material:

3 M octan sodny
96% ethanol
70% ethanol
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1x koncentrovany TE pufr (10 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 1 mM EDTA-NaOH, pH = 8,0)

4.2.4.8. Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleaz

Pfi pouziti restrikénich enzymt ke Stépeni DNA bylo postupovano dle
doporuceni vyrobce (Fermentas). Do mikrozkumavek byla napipetovana DNA
V doporueném mnozstvi, pfiddn 10x koncentrovany pufr pro piislusny restrikéni
enzym tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 1x a smés byla doplnéna ddH,O do
konecného objemu. Jako posledni byl do restrikéni smési pfidan enzym dle doporuceni
vyrobce (vétSinou 1U/ug DNA). Smés byla inkubovana pii 37 °C. Doba inkubace se
pohybovala od 3 hodin pfi ovéfovani plazmidu do 16 hodin, pokud bylo potieba
naStépit veSkerou DNA. Pokud bylo potieba naStépit DNA dvéma enzymy, byl
K navrzeni postupu vyuzit vyhodnocovaci program DoubleDigest umistény na
webovych strankéach vyrobce restrikénich enzymii (Fermentas), ktery je schopen urcit a
doporucit nejlepsi podminky pro reakei
(http://www.fermentas.com/en/tools/doubledigest).

Nastépeni bylo ovéfeno pomoci horizontalni gelové elektroforézy (viz kapitola 4.2.4.1.).

Material:
Restrikéni endonukleazy (Fermentas): BamHI, EcoRI, EcoRV, Kpnl, HindIII
Pufry pro restrikéni enzym (Fermentas): pufr TANGO, R, BamHI, Kpnl

4.2.4.9. Defosforylace 5° koncii plazmidu nastépeného restrikénimi enzymy pomoci
fosfatazy

Po Stépeni plazmidu restrikénimi endonukledzami zlstava na 5° koncich DNA
fosfatova skupina, kterou je vhodné odstranit, aby tak bylo zabranéno zpétné
recirkularizaci plazmidu. Fosfatova skupina slouzi jako zdroj energie pro dalsi enzym,
ligazu, ktera dokaze spojit dva konce linearni DNA (viz kapitola 4.3.4.11.). Ke spojeni
dvou koncli DNA ovSem plné dostacuje jedna fosfatova skupina, kterou do reakce
pfinasi vkladany fragment a proto mize byt fosfatova skupina plazmidu odstranéna
fosfatazou.
Reakéni smés na defosforylaci byla pfipravena dle ndvodu vyrobce:

Linearni DNA 1-5 pg (do 10 pmol koncii)

10x FastAP™ pufr 5 pl

ddH,0 do 49 pl
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FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) 1 pl (1 U)
Pak byla mikrozkumavka s reakéni smési inkubovana 1 hodinu pti 37 °C. Reakce byla
ukoncena tepelnou inaktivaci enzymu 5 min pii 75 °C nebo extrakci

fenol/chloroformem (viz kapitola 4.2.4.6.).

Material:
Fosfataza FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) 1 U/ul

10x koncentrovany FastAP™ pufr (Fermentas)

4.2.4.10. Amplifikace Gsekii DNA polymerazovou ietézovou reakci - PCR
Reakéni smés byla namichana podle doporuceni vyrobce polymerazy:
5 ul 10x koncentrovaného pufru pro polymerdzu (Vent nebo High Fidelity PCR
enzyme mix — ob¢é Fermentas)
1,5 pl forward primeru (10 pM)
1,5 ul reverse primeru (10 uM)
1 pl ANTP mix (10 uM)
1 ul DNA (1 - 1,2 ng/pl)
0,5 ul polymerazy (Vent nebo Fidelity PCR enzyme mix — obé Fermentas)
39,5 ul ddH,0

Program PCR byl nastaven podle doporuceni vyrobce polymerazy a optimalizovan

podle konkrétnich pouzitych primert a délky amplifikovaného tseku:

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

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

3. krok (hybridizace primert na templat) — teplota dana teplotou tani primeru a
¢as urcen délkou amplifikovaného
useku

4. krok (polymerizace) — 1 min pti 72°C

5. krok — 30x opakovani kroka 2. - 4.

6. krok (polymerizace) — 7 min pii 72°C

Pro amplifikace byly pouZivany dva enzymy a to Vent polymeraza (Fermentas)
a High Fidelity PCR enzyme mix (Fermentas). Jako templaty byl pouzity plazmidy
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pMJG se zaklonovanym genomem MPyV a plazmid pBRJCV-MAD-1 se
zaklonovanym genomem JCV (viz kapitola 4.1.3.). Kvalita PCR produktu byla ovétena
elektroforeticky (viz kapitola 4.2.4.1.).

Material:

Polymeraza High Fidelity PCR enzyme mix (Fermentas)

Polymeraza Vent polymerase (Fermentas)

10mM dNTPs (smés byla pfipravena ze zasobnich roztoktu 100mM dATP, 100mM
dTTP, 100mM dGTP a 100mM dCTP — vSechny Fermentas)

10x koncentrovany pufr pro polymerazu

Primery (viz kapitola 4.1.6.)

Templatova DNA (viz kapitola 4.1.3.)

4.2.4.11. Hybridizace syntetickych oligonukleotidii

Komplementarni syntetické oligonukleotidy (sekvence viz kapitola 4.2.6.) byly
smichany v molarnim poméru 1:1 a poté k nim byl v poméru 1:1 ptidan 2x TEN puft.
Smés byla 10 minut zahfivana na 95 stupiiti a pak pomalu vychlazena na laboratorni

teplotu.

Material:
2x koncentrovany TEN pufr (20 mM Tris-HCI, pH =8; 1 mM EDTA, pH =8; 0,1 M
NaCl)

Syntetické oligonukleotidy (viz kapitola 4.2.6.)

4.2.4.12. Ligace

Plazmid byl nejdiive nastépen zvolenymi restrikénimi enzymy (viz kapitola
4.2.4.8.) a defosforylovan (viz kapitola 4.2.4.9.), aby v piipadé, ze byla k linearizaci
recirkularizaci. Takto pfipraveny vektor byl nasledné¢ smichan s vhodné restrikéné
upravenymi inzerty v molarnim poméru 1:3. K ligaci byla pouzita T4 DNA ligdza od
firmy Fermentas. Smés byla pfipravena podle doporuceni vyrobce a inkubovana pies
noc pii laboratorni teplot¢:

Linearni DNA 1-5 pg (do 10 pmol koncti) — vektor + inzert

10x pufr pro T4 DNA ligazu 5 pl
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ddH,0 do 49 ul

T4 DNA ligaza 1 ul (1 U)
Produkt ligace byl pouzit k elektroporaci do kompetentnich bakterii XL1-Blue (viz
kapitola 4.2.2.3.)

Material:
Ligaza T4 DNA ligase (Fermentas)
10x koncentrovany pufr pro T4 DNA ligazu (Fermentas)

4.2.4.13. Izolace bakmidové DNA

Bakterie DH10Bac byly po elektroporaci (viz kapitola 4.2.2.3.) vysety na
agarové plotny (ZA &.2) spiidavkem antibiotik kanamycinu, gentamicinu a
tetracyklinu, X-gal a induktorem IPTG a kultivovany 48 hodin v termostatu pii 37 °C.
Pozitivni (bilé) kolonie byly poté pfecarkovany na novou plotnu a péstovany dalSich 48
hodin pfi 37 °C. Ziskané monokolonie byly sterilnim paratkem zaockovany do 2 ml
tekutého média (ZB ¢&.2) s piidavkem tychz antibiotik a kultivovany v tfepacce pii 150
rpm a 37 °C 16 — 18 hodin. Nasledujici den bylo odebrano 1,5 ml kultury do
mikrozkumavky a centrifugovano 1 minutu pii 14000 g. Supernatant byl odsat a
bunéény pelet resuspendovan v 0,3 ml piefiltrovaného sterilniho roztoku 1. Dale bylo
ptidano 0,3 ml filtrovaného sterilniho roztoku II a smés byla opatrné promichana a
inkubovana 5 minut pii laboratorni teploté. Nasledné bylo opatrné pfimichdno 0,3 ml
KAc (pH = 5,5) a suspenze byla 10 minut inkubovana na ledu. V dal$im kroku byla
centrifugovdna 10 minut pii 14000 g. Supernatant byl opatrné premistén do nové
mikrozkumavky obsahujici 0,8 ml izopropanolu, promichan opakovanym opatrnym
pfevracenim zkumavky a inkubovdn na ledu po dobu 10 minut. Vzorek byl poté
centrifugovan 15 minut pii 14000 g. Supernatant byl opatrné odstranén a pelet ptelit 0,5
ml 70% ethanolu a promyt opatrnym pifevracenim zkumavky. Po 10-minutové
centrifugaci pii 14000 g byl pelet jeSté¢ jednou promyt stejnym zplisobem a znovu
zcentrifugovan 10 minut pfi 14000 g. Supernatant byl opatrné odstranén, aby nedoslo
K poruseni peletu a ten byl nasledné vysusen inkubaci 10 minut pti pokojové teplote.
Ziskand DNA byla rozpusténa ve 40 ul 1x TE pufru (pH = 8). Aby se ptredeslo
rozlamani, nebyla DNA resuspendovana mechanicky, ale pouze rozpusténa za

obcasného poklepani na dno zkumavky. Pfitomnost vkladaného genu byla ovéfena
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pomoci PCR (viz kapitola 4.2.4.10.). DNA byla uloZena pifi 4 °C a dale pouzita
k transfekci hmyzich bunék Sf9 (viz kapitola 4.2.3.1.2.).

Material:

ZA 2

ZB¢.2

Kanamycin (50 ug/ml)

Gentamicin (7 ug/ml)

Tetracyklin (10 pg/ml)

X-gal (100 pg/ml)

IPTG (40 pg/ml)

Roztok I (15 mM Tris-HCI, pH = 8; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNaza A)
Roztok Il (0,2 M NaOH; 1% SDS)

KAc (3 M; pH =5,5)

Izopropanol

70% ethanol

1x koncentrovany TE pufr (10 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 1 mM EDTA-NaOH, pH = 8,0)

4.2.5. Prace s proteiny
4.2.5.1. Priprava bunéénych lyzati pro SDS-PAAGE

Buné¢na kultura narostla na Petriho misce byla gumovym Skrabatkem oskrabana
do média a suspenze byla pfevedena do sterilni zkumavky Falcon. Nasledovala
centrifugace pfi laboratorni teploté, 10 minut, 1500 rpm (centrifuga MSE). Sediment byl
resuspendovan v 1 ml 1x PBS a jeSté jednou centrifugovan (10 minut, 1500 rpm,
laboratorni teplota, centrifuga MSE), aby byly dokonale odstranény proteiny ze séra,
které je obsazeno v médiu pro péstovani bunck. Pak byl sediment podle mnoZstvi
resuspendovan v 50 — 200 pl RIPA pufru s pfidanym inhibitorem proteaz PMSF (0,1
mg/ml), pfeveden do mikrozkumavky a inkubovan po dobu nejméné 20 minut na ledu.
Nasledné byl vzorek centrifugovan 5 minut, 15 300 rpm, 4 °C (centrifuga Microfuge R;
rotor F241,5; Beckman). Supernatant byl opatrn¢ odebran do nové mikrozkumavky a

smichan s % objemu 5x koncentrovaného Laemmliho pufru. Takto pfipraveny vzorek
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byl 5 minut povafen a po vychladnuti rozdélen pomoci SDS-PAAGE (viz kapitola
4.25.2).

Material:
1x PBS (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na;HPOQOy; 6,5 mM KH,POy; pH 7,4)
RIPA pufr (150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI, pH=7,4; 0,05% NP-40; 1%
deoxycholat sodny; 1% Triton X-100; 0,1% SDS)
PMSF (0,1 mg/ml)
Laemmliho pufr (5% SDS; 50mM Tris-HCI, pH=6,8; 50% glycerol,;
25% f -merkaptoethanol; 0,005% bromfenolova modr)

4.2.5.2. SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAAGE)

Skla a ,,spacery pro elektroforézu byly postupné umyty Cisticim prostfedkem,
destilovanou vodou a denaturovanym lihem, osuSeny a nakonec uchyceny do aparatury
na nalévani gelti. Poté byl vloZen hieben na vytvoieni jamek a na pfednim skle byl
vyznacen spodni okraj zubi hiebenu. Hieben byl vyjmut a do piipravené aparatury byl
nalit spodni 10% d¢lici gel do vysky 1 cm pod znacku a pievrstven demineralizovanou
vodou. Po 30 minutach polymerace spodniho gelu byla voda slita a byl nanesen vrchni
5% zaostfovaci gel, do n¢hoZ byl zasunut hieben. Zuby tvofici budouci jamky pro

nanaSeni vzorkl byly obtaZeny lihovym popisovacem.

Spodni 10% dé¢lici gel (celkovy objem 12 ml):
4 ml 30% akrylamidu
4,5 ml 1M Tris-HCI (pH=8,8)
120 pl 10% SDS (Sigma)
3,25 ml demineralizované vody
*40 pl 10% amonium persulfatu

*8,5 ul TEMED

Vrchni 5% zaostfovaci gel (celkovy objem 3 ml):
0,5 ml 30% akrylamidu
0,375 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8)
30 ul 10% SDS (Sigma)

2,11 ml demineralizované vody
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*20 ul 10% amonium persulfatu

*5 ul TEMED

*Ptidano tésné pred nalitim gelu v uvedeném poradi.

Po zpolymerovani vrchniho gelu (30 minut) byl opatrné vysunut hieben, gel byl vyjmut
Z nalévaci aparatury a vlozen do aparatury elektroforetické, ktera byla po okraj naplnéna
elektroforetickym pufrem. Do jedné z jamek vzniklych vloZenim hiebenu byl nanesen
maker molekulovych hmotnosti a do zbylych jamek byly naneseny vzorky (2-20 pl;
ptiprava viz kapitola 4.2.5.1.). Ty byly nejdiive zaostfeny ve vrchnim gelu pfi intenzité
elektrického pole 80 V/cm, a poté, co dosahly rozhrani geld a intenzita byla zvySena na
120 V/em, byly déleny tak dlouho, dokud c¢elo oznacené bromfenolovou modfi
nedorazilo ke spodnimu okraji gelu. Gel byl po elektroforéze fixovan a barven (viz

kapitola 4.2.5.3.) nebo zpracovan metodou western blotu (viz kapitola 4.2.5.4.).

Material:

Spodni délici 10% PAA gel

Vrchni zaostfovaci 5% PAA gel

5x koncentrovany Laemmliho pufr (5% SDS; 50mM Tris-HCI, pH=6,8; 50% glycerol;
25% f -merkaptoethanol; 0,005% bromfenolova
modr)

1x elektroforeticky pufr (25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1% SDS; pH=8,3)

Marker molekulovych hmotnosti Prestained Molecular Weight Marker — pted pouzitim

nutno 2 minuty povaftit (Sigma-Aldrich)

Marker molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

(Fermentas)
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a — makroglobulin z kofiského séra (180 kDa)

WSS B - galaktosidaza z E. coli (116 kDa)
. laktoferrin z lidského matetského mléka (90 kDa)

# o pyruvatkinaza z krali¢iho svalu (66 kDa)
fumaraza z praseciho srdce (60,8 kDa)

laktatdehydrogenaza z kralic¢iho svalu (37 kDa)

triozofosfatizomeraza z kraliciho svalu (32 kDa)

Obr. 4.2.: Marker molekulovych hmotnosti Prestained Molecular Weight Marker (Sigma-Aldrich).

Prevzato z www.sigmaaldrich.com
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Obr. 4.3.: Marker molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE Spectra™ Multicolor Broad Range Protein

Ladder (Fermentas). Pfevzato z www.fermentas.com

4.2.5.3.: Fixace a barveni gelu po SDS-PAAGE
Gel byl vyjmut z aparatury, oplachnut dH,O a inkubovan 1 hodinu ve fixa¢nim
roztoku na kyvacce. Poté byl gel vloZzen do barviciho roztoku , ve kterém byl ponechan

ptes noc pii pokojové teploté. Protoze barvici roztok mulze byt pouzit opakovang, byl
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nasledujici den slit zpét do zasobni nadobky a gel byl nasledné promyvan v dH,0 az do

odstranéni nezadouciho barevného pozadi.

Material:
Fixa¢ni roztok (5% HCI10O,4; 50% methanol)
Barvici roztok (0,5% CBB-G250; 3,5% HCIO,)

4.2.5.4. Western blot

Pokud nebyl gel po skonceni SDS-PAAGE fixovan a barven, byl vyjmut
Z aparatury a vlozen do blotovaciho pufru. Filtracni papiry, papiry Whatman a
nitrocelul6zovd membrana NC 45 (Serva) byly nastfithany na velikost 8 x 8,5 cm a
namoceny do blotovaciho pufru. Nésledné byla slozena aparatura podle obrazku 4.4..
Prenos proteint z gelu na nitrocelulozovou membranu probihal v pfipadé
»polosuchého® usporadani (semidry blot) 1 hodinu pfi aplikaci proudu o velikosti 0,8

mA/cm?.

aparatura (vrchni &ast)
— % \'hatran
Ailtracni papiry
w
| rr————| NC membrana
— filtracni papiry

Nhatrman
— ‘/prl'lhledna folie s obvoremvelikost

. uuuuuMum!n

Obr. 4.4.: Slozeni blotovaci aparatury pfi polosuchém blotovani. Pievzato z Navody k virologickému

praktiku (SPANIELOVA a LIEBL, 2003)

Material:
1x koncentrovany blotovaci pufr (25 mM Tris; 195 mM glycin, 20% methanol;
pH = 8,3)
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4.2.5.5. Dot-blot
Vzorky (1 — 1,5 pl) byly nakapany na nitrocelulézovou membranu NC 45
(Serva) a ta byla po jejich zaschnuti zablokovana inkubaci v 5% odtu¢néném mléku

v PBS a pouzita k imunologické detekci (viz kapitola 4.2.4.6.).

Material:
1x PBS (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na;HPOQOy; 6,5 mM KH,POy; pH 7,4)

5% odtuénéné mléko v PBS

4.2.5.6 Imunodetekce proteina imobilizovanych na nitrocelul6zové membrané
Nitrocelul6zovd membréana byla po western blotu ¢i Dot-blotu byla minimalné 1
hodinu inkubovana v 5% odtu¢néném mléku v PBS, kvili vysyceni mist, na kterych
nedoslo k navazani proteinu. Poté byla vlozena do folie, kterd byla ze 3 stran uzaviena
pomoci svafecky (Bio-Vacufresh 2, MIA). Do takto ptipravené folie byl napipetovan 1
ml primarni protilatky (viz kapitola 4.1.9.1.) natedéné v 5% odtu¢néném mléku v PBS a
byla uzaviena i posledni strany folie. Membrana byla v primarni protilatce inkubovéana
pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny a poté 3x 10 minut promyvana v PBS.
Nasledovala 30-minutova inkubace ve folii se sekundarni protilatkou konjugované s
peroxidazou nebo fluorescencni znackou (viz kapitola 4.1.9.2.). I sekundarni protilatky
byly natfedény v 5% odtu¢néném mléku v PBS. Membrdna byla po vyjmuti ze
sekundarni protilatky opét 3x 10 min promyvana roztokem PBS. Detekce signdlu na
membrané byla provedena v temné komotfe 30 sekundovou inkubaci membrany ve
vyvolavacim roztoku Luminolu (ECL Western Bloting Detection Reagens, Amersham)
pfipravenym smichanim roztokiit A a B bezprostiedné pred aplikaci. Signal byl
zaznamenan na RTG film (Forma), ktery byl vyvoldn ve vyvojce a ustalen ustalovacem.

Doba expozice se pohybovala v rozmezi 10 vtefin — 5 min podle sily signalu.

Material:

5% odtu¢néné mléko v PBS

Primarni protilatky (viz. kapitola 4.1.9.1.)

Sekundarni protilatky (viz. kapitola 4.1.9.2.)

Vyvolavaci roztok A (18 ml ddH,0; 2 ml 1M Tris-HCI, pH=8,5; 200 « | luminolu,

88 1 | kyseliny p-kumarové)
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Vyvolavaci roztok B (18 ml ddH,0; 2 ml 1M Tris-HCI; pH=8,5;20 x| 30% H,0)
Vyvojka (Foma Bohemia)
Ustalovaci roztok (Foma Bohemia)

1x PBS (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na;HPOy; 6,5 mM KH,PO4; pH 7,4)

4.2.5.7. Neprimé imunofluorescen¢ni znaceni proteinovych struktur

Sklicka se zafixovanymi, permeabilizovanymi a vysycenymi builkkami (viz
kapitola 4.2.3.2.5.) byla vyjmuta z jamek a poloZena na 20 ul kapku primarni protilatky
natedéné v PBS 5 0,25% zelatinou a 0,25% BSA (viz kapitola 4.1.9.1.). Buiiky byly
V primarni protildtce ponechany 1 hodinu pii laboratorni teploté. Poté byla sklicka
vracena do desticky a promyta 3x10 minut v PBS. Sekundarni protilatka
s konjugovanou fluorescenéni znackou (viz kapitola 4.1.9.2.) byla opét nafedéna do
PBS 50,25% zelatinou a 0,25% BSA. Sklicka byla inkubovana na kapce sekundarni
protilatky po dobu 30 minut pifi laboratorni teploté. Protoze fluorescenéni znacky
konjugované k protilatce jsou velmi citlivé na svétlo, byly vzorky od této chvile ptikryty
alobalem. Sklicka byly opét vyjmuty z kapky, vraceny do jamky a promyty 3x 10 minut
PBS. Sklicka byla oplachnuta v dH,O a montovana do kapky 50% glycerolu s DAPI.
Takto obarvené vzorky byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem BX-60
(Olympus).

Snimky prezentované v této praci byly pofizeny na konfokalnim mikroskopu

Leica TCS SP2 (Leica) Mgr. Vojtéchem Zilou.

Material:

1x PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM Na;HPQOy; 6,5 mM KH,POg4; pH 7,4)
Blokovaci roztok (0,25% Zelatina, 0,25% BSA v PBS)

Primarni protilatky (viz kapitola 4.1.9.1.)

Sekundarni protilatky konjugované s fluorescenéni znackou (viz kapitola 4.1.9.2.)

Montovaci roztok (50% glycerol, DAPI 0,1 1 g/ml)

4.2.5.8. Stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové
Metoda Bradfordové je rychld kolorimetrickd metoda slouzici k urceni
koncentrace proteinli ve vzorku. Podstatou této metody je reakce modrého barviva

Coomassie Brilliant Blue (CBB-G250) s bazickymi a aromatickymi aminokyselinami za
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pfitomnosti kyseliny fosforecné, kterd vede ke zméné zbarveni roztoku obsahujiciho
proteiny. Méteni absorbance (spektrofotometr Helios 3, Thermo Electron Corporation)
bylo provadéno pii 595 nm proti srovnavacimu vzorku piedstavovaném cistym
rozpoustédlem (v naSem piipadé pufr B). Pokud se absorbance pohybuje mezi 0,2 - 0,8
je zbarveni roztoku pfimo umérné koncentraci proteinli a proto je mozné na zakladé
hodnot absorbance standardnich vzorka sestrojit kalibra¢ni k¥ivku a z rovnice regrese
stanovit koncentraci vzorkii neznamych. Jako standard byly pouzity roztoky BSA v B
pufru o koncentracich 0,1 — 1 mg/ml.

Bylo smichdano 20 u1 vzorku a 1 ml ¢inidla Bradfordové a takto pfipravena
smés byla pienesena do kyvety. Nasledné byla na spektrofotometru zmétena absorbance
a za pomoci regresni rovnice kalibraéni ktivky spocitana koncentrace proteint

Vv analyzovaném vzorku.

Materiéal:

Pufr B (10 mM Tris-HCI, pH= 7,4; 150 mM NaCl; 0,01 mM CaCl,)
Standardni vzorky BSA v B pufru (0,1 — 1 mg/ml)

Cinidlo Bradfordové (0,1 mg/ml CBB-G250, 10% H,PO,, 5% ethanol)

4.2.5.9. Negativni barveni a priprava preparatii pro elektronovou mikroskopii

M¢déné sitky pokryté parlodionovym podloznim filmem s napatfenou uhlikovou
vrstvou byly polozeny na 5 u | kapku vzorku. Po absorbci vzorku (5 — 15 minut) byla
sitka promyta 2x 1 minutu na 100 1 kapkach dH2O a obarvena 2x 1 minutu na 50 u |
kapkach 2% PTA (kyselina fosfowolframova; pH = 7,4; Fluka). Piebytek barviva byl
velmi opatrné odsat okrajem filtracniho papiru. Preparat byl ususen na vzduchu pfi
laboratorni teploté. Snimky byly pofizeny elektronového mikroskopu JEOL JEM 1200
EX, ktery pracuje pfi urychlovacim napéti 60 kV.

Elektronmikrospické snimky prezentované v této diplomové praci byly

zhotoveny Mgr. Martinem Fraiberkem za asistence dr. Jitky Stokrové, CSc.

Material:

2% kyselina fosfowolframova
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4.2.5.10. Exprese rekombinantnich proteini — systém Bac-to-Bac (Invitrogen)

K produkci rekombinantnich proteint byl pouzit bakulovirovy expresni systém
Bac-to-bac (Invitrogen). Jedna se o eukaryoticky expresni systém, zaloZeny na hmyzim
viru ACMNPV (Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus) z Celedi
Baculoviridae. V pozdni fazi infekce tento virus produkuje diky velmi silnému
promotoru velké mnozstvi proteinu polyhedrinu, ktery tak nasledné tvoii az 50%
celkového mnozstvi proteinii v infikované bunce. Pro infekci a replikaci viru je ovSem
postradatelny a proto muze byt jeho sekvence v genomu metodami molekularni biologie
nahrazena genem jinym. Stejny princip lze uplatnit i v pfipad€é dalSiho pozdniho
proteinu pl0. Gen naseho zijmu je poté diky pisobeni silného promotoru
(polyhedrinového ¢i pl0 promotoru) exprimovan a produkovan hmyzimi buitkami
infikovanymi  takto upravenym bakulovirem. Morfologie plakli tvofenych
rekombinantnim virem v tkanové kultufe je odlisna od téch tvofenych divokym typem
viru, takze je mozné selektivné vybrat pouze rekombinantni provedeni jednoduché
plakové zkousky. Nejmodernéjsi systému jiz ale purifikaci rekombinantniho viru od
viru divokého typu pomoci plakovych zkouSek nevyzaduji. Nepostradatelnou soucésti
expresniho systému je sada donorovych plazmidi (FastBac 1 obsahujici pouze
polyhedrinovy promotor nebo FastBac Dual obsahujici polyhedrinovy i p10 promotor,
viz kapitola 4.1.3.) a specialni kmen recipientni bakterie E. coli DH10Bac. Nejdfive je
vzdy nutné pfipravit donorovy plazmid vloZenim genu naseho zdjmu do polylinkeru pod
kontrolou silné¢ho bakulovirového promotoru (polyhedrinového nebo pl0 promotoru).
Za vlozenym genem se nachdzi eukaryoticky poly-A signal, v ptipad¢ polyhedrinového
promotoru je to poly-A viru SV40 a v piipad¢ pl10 promotoru se jedna o poly-A signal
thymidin-kinazy viru HSV. Na plazmidu jsou rovnéz pfitomny selekéni geny
(rezistence proti gentamicinu a ampicilinu). Expresni kazeta skladajici se z promotort,
vlozenych gentl, poly-A signalt a selekéniho markeru (rezistence proti gentamicinu) je
Z obou stran obklopena sekvencemi pro mistné specifickou transpozici (Tn7L a Tn7R).
Ptipravenym donorovym plazmidem jsou ndsledné elektroporaci transformovany
bakterie kmene E. coli kmene DHI10Bac, které nesou recipientni bakulovirovy
kyvadlovy vektor (bakmid) s mini-attTn7 transpozi¢nim mistem. Bakterie obsahuji také
pomocny plazmid koédujici enzym transpozazu, ktera je nezbytnd pro uskutecnéni
mistné specifické transpozice mezi Tn7 elementy donorového plazmidu a mini-attTn7
elementem bakmidu. Transpozici vznikd rekombinantni bakmid obsahujici sekvenci

naSeho zajmu. Bakterie jsou po transformaci vysety na pevné médium obsahujici
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antibiotika, chromogenni substrat X-gal a induktor IPTG. Netransfekované bakterie
umiraji, protoze nejsou rezistentni vii€i pfitomnym antibiotikiim. OdliSeni pozitivnich
kolonii, tedy téch, u kterych uspésné probéhla transpozice, od negativnich je mozné
diky jejich barevnému rozdilu. Segment mini-attTn7 je totiz umistén v genu LacZa,
jehoz Cteci ramec je po transpozici prerusen, a v bunikach poté nedochazi k expresi
funkéni B-galaktozidazy. Zatimco pozitivni kolonie tvoii na povrchu pevného média
bilé¢ kolonie, negativni kolonie zacnou ptisobenim induktoru IPTG (izopropyl-p-
thiogalaktopyranozidaza, analog laktozy) zacnou produkovat [B-galaktozidazu, ktera
katalyzuje pfeménu chromogenniho substratu X-gal, coz vede ke vzniku modrého
zabarveni. DalSim krokem je zaoCkovani rekombinantnich monokolonii do tekutého
média s obsahem pfisluSnych antibiotik (viz kapitola 4.1.8.), nasledované izolaci
bakmidové DNA (viz kapitola 4.2.4.13) a ovéfenim pfitomnosti rekombinantni
sekvence pomoci PCR (viz kapitola 4.2.4.10.). Ovéiend bakmidovda DNA je nakonec
pouzita k transfekci hmyzich bunék Sf9 (viz kapitola 4.2.3.1.2.), z nichz je ziskan

vznikajici rekombinantni bakulovirus.

Promoter

Tn7R Tn7L
: T Helper s/
Transformation n/Donor R Transformation
Recombinant _ plasmld) Bacmid e
donor plasmid \ B, Antibiotic selection
Competent DH 10Bac cells E.coli containing recombinant bacmid

Extraction of

Y e® recombinant
! ) ) . bacmid DNA
Recombinant virus particles
o ®0

Determine viral titer ',; -: K =

vi laq 553y 3 ;

via piaque assay Transfection of insect cells
4

with recombinant bacmid DNA
| | I
. | Infection of )

insect cells
Expression verification & Virus amplification Virus stock Recombinant bacmid DNA

Obr. 4.5.: Expresni systém Bac-to-Bac.

Donorovy plazmid s genem naseho zajmu je pouzit k transformaci kompetentnich bakterii E. coli
DH10Bac, ve kterych dojde k mistné specifické transpozici mezi vektorem a bakmidem. Nasleduje vybér
pozitivnich kolonii s rekombinantnim bakmidem (antibiotikova selekce a barevna selekce pomoci LacZ),
izolace bakmidu a po jeho ovéfeni transfekce do hmyzich bunck Sf9. Ziskany rekombinantni
bakulovirovy kmen mtize byt pouzit k infekci hmyzich buné¢k a produkci rekombinantniho proteinu.

Pievzato z genscript.com
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5. VYSLEDKY
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5.1. KONSTRUKCE CHIMERICKYCH VIROVYCH KAPSID
MYSIHO POLYOMAVIRU NESOUCICH NA SVEM POVRCHU
CIZORODE EPITOPY

Hlavnim cilem mé diplomové prace byla ptiprava tfi raznych typa
chimerickych kapsid mysiho polyomaviru, které na svém povrchu nesou cizorodé
epitopy. Jednalo se o epitop kufeciho ovalbuminu a dva epitopy odvozené od jednoho
Z antigend asociovanych s melanomem, proteinu MART-1/Melan-A. Epitopy lidské a
myS$i varianty tohoto antigenu se od sebe vzajemné odliSuji pouze jedinou
aminokyselinou. K produkci rekombinantnich proteini VP1 byl ve vSech piipadech

pouzit bakulovirovy expresni systém Bac-to-Bac (Invitrogen, viz kapitola 4.2.5.10.).

5.1.1. Priprava donorového plazmidu

Nejdiive bylo tfeba pro ucely budouci exprese mirné¢ modifikovat donorovy
plazmid pFastBacl (viz obr. 5.1., viz kapitola 4.1.3.), ktery byl pro tyto potieby
vyizolovdin metodou maxipreparace plazmidové DNA  (kapitola 4.2.4.2))
z kompetentnich bakterii E. coli XL1-Blue (viz kapitola 4.2.2.). Uprava spocivala
V odstranéni cilového st€pného mista rozpoznavaného restrikéni endonukledzou BamHI
z polylinkeru (MCS = multiple cloning site), aby bylo umoZnéno pozdé¢jsi pouziti
flexibilni glycin-serinové spojky. Toho bylo dosaZeno nastépenim plazmidu danou
restriktazou, naslednym doplnénim presahtt pomoci DNA polymerazy 1 a zaligovanim
vzniklych tupych konci pomoci T4 DNA ligazy v pfitomnosti PEG, ktery zvySuje
G¢innost ligace. Uspé$né zrudeni $tépného mista bylo ovéfeno piipravou restrikéni
smési obsahujici dv€ restrikéni endonukledzy, které by v pfipadé nezdaru
rozstépily plazmid na dva pfesné definované fragmenty (1,2 a 3,5 kbp). Nicméné
k takovéto situaci v naSem piipadé nedoSlo a zadné takové fragmenty detekovany

nebyly, ¢imZ bylo potvrzeno vymazani BamHI §t€pného mista z polylinkeru (obr. 5.2.).
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Obr. 5.1.: Schématické znazornéni
n¢kolikakrokové pfipravy expresni
kazety v donorovém plazmidu
pFastBac 1 (Invitrogen). Nejdiive
bylo v polylinkeru  deletovano
restrik¢ni misto pro BamHI
(Cervena cCara). Poté byly pfes
restrikéni mista EcoRI, BamHI a
Kpnl vlozeny ob¢ &asti proteinu
VP1 (VP1/1 a VP1/2), ¢imz vznikl
7less_VP1 (Cervené) s linkerem a
BamHI Stépnym mistem v DE
smycce (oranzov€). Do linkeru byl
ptes restrikéni misto BamHI vlozen
zvoleny epitop  (Zluté). Cely
konstrukt byl zaklonovan pod silny
polyhedrinovy  promotor  (Ppp).
Prevzato a upraveno z
http://tools.invitrogen.com/content/s

fs/vectors/pfastbacl_map.pdf

Obr. 5.2.: Ovéfeni zruSeni restrikéniho mista
BamHI v MCS. 1% agarozovy gel, M oznacuje
marker molekulovych vah DNA GeneRuler™ 1
kb Plus DNA Ladder (Fermentas, 3 ul), 1
nestépeny plazmid pFastBac 1 (2 pl), 2 plazmid
Stépeny BamHI a EcoRV (5 ul), 3 plazmid
Stépeny EcoRI a EcoRV (5 ul), 4 plazmid
Stépeny Kpnl a EcoRV (5 pl). V draze 2 je
patrné, ze nedochazi k vystépeni fragmentu
Stépné misto pro restriktdizu BamHI bylo
uspésné zruseno. Drahy 3 a 4 piedstavuji

kontrolni $tépeni.


http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pfastbac1_map.pdf
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pfastbac1_map.pdf

Protoze pravdépodobnost naruseni struktury a stability proteinu se s délkou
vlozeného cizorodého useku zvysSuje, byl v dalsim kroku gen pro protein VP1 jesté pred
vnesenim nukleotidovych sekvenci cizorodych epitopii zkracen o oblast kodujici 7
aminokyselin. Tyto aminokyseliny, nachazejici se v DE smycce proteinu, byly jiz diive
uspésné odstranény a bylo ovéfeno, ze stabilita takto mutované¢ho proteinu a z néj
vzniklych ¢astic zastava zachovana (GARCIA et al., 2000). Pro piipravu tohoto
konstruktu (viz obr. 5.3.), ndmi oznacen¢ho jako VP1 7less, bylo tfeba nezavisle na
sob¢ pomoci PCR (viz kapitola 4.2.4.10.) naamplifikovat 2 Casti genu pro VP1 mysiho
polyomaviru tak, aby byly vydeletovany kodony pro 7 aminokyselin v DE smycce a
zaroven byl do mista delece pomoci navrzenych primera (viz kapitola 4.1.6.) vlozen 24
nukleotidii dlouhy glycin-serinovy linker s cilovym mistem pro restriktdzu BamHI pro
budouci vlozZeni ptislusného epitopu. Prvni ¢ast genu VP1, o velikosti ptiblizn¢ 500 bp,
byla oznacena jako VP1/1 a druhd ¢ast, Citajici ptiblizn¢ 700 bp, pak jako VP1/2. Pro
amplifikace byla pouzita termostabilni polymeraza Vent (Fermentas). Jako templat
slouzil plazmid pMJG se zaklonovanym genomem MPyV (viz kapitola 4.1.3.). Reak¢ni
smés na PCR byla namichéana dle doporuceni vyrobce. Stejné tak jsme se drzeli pokynil
vyrobce pii nastaveni vhodnych podminek pro reakci, pficemz pro nasedani primert
jsme proveétovali nékolik riznych teplot (55 °C — 65 °C). Bylo vyzkousSeno i nékolik
ruznych elongacnich ¢ast (3 — 5 min). VSechny varianty nastaveni davaly vzniknout
stejnym produktim. Pro produkci proteinii byl zvolen cyklus s teplotou nasedani
primert 65 °C, kdy by nasedani primerti mélo byt nejspecifictéjsi, a 3 minutovou délkou
elongace, kterd je na syntézu nami zvolenych usekid naprosto dostacujici. Kvalita PCR

produktu byla opét ovetfena elektroforeticky.

VP1 7less:
Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 4
Eco RI 4 Kpnl

Delece 21 nukleotidii (tj. 7 aa)

5.3.: Schematické zndzornéni cilené delece 21 nukleotidt v sekvenci genu pro MPyV VP1 pomoci PCR.
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Aby mohly byt namnozené useky vlozeny do upraveného plazmidu FastBac 1,
bylo nejprve nutné nastépit nejen plazmid, ale i oba fragmenty genu pro VP1 vhodnymi
restrikénimi enzymy. S tim bylo samoziejmé pocitano uz pii navrhu primera pro PCR, a
tak byla sekvence VP1/1 obklopena $t€pnymi misty pro EcoRI a BamHI a usek VP1/2
pro zménu cili restrik¢nich endonukledz BamHI a Kpnl. Enzymy EcoRI a Kpnl byly
zamérné vybrany proto, ze rozpoznavaji sekvence v MCS plazmidu a jsou je schopny
ucinng Stépit. Divody volby BamHI byly zminény jiz dfive. Takto zvolend kombinace
umoznila orientované vlozeni obou usekti VP1 do plazmidu a zaroven jejich spojeni
Vv misté¢ vnesené delece. Plazmid FastBac 1 byl tedy opracovan restriktdzami EcoRI a
Kpnl, ¢imz doslo k vystépeni kratkého tseku DNA z MCS a ke vzniku specifickych
vzagjemn¢ nekomplementdrnich kohezivnich konci. Ty byly po preventivni
defosforylaci pomoci alkalické fosfatdzy hybridizovany s odpovidajicimi pfesahy na
molekulach VP1/1 a VP1/2, vzniklymi pisobenim vySe zminénych enzymil. V misté
vnesené delece doslo ke spojeni obou ¢asti genové sekvence VP1 a tak ke cirkularizaci
celé molekuly. Defosforylace (viz kapitola 4.2.4.9.) vtomto piipad¢ slouzi spiSe
k zabranéni znovuspojeni nedokonale nastépenych plazmidi a tim k jejich vylouceni
z dalsich procest, kde by zbyteéné snizovaly vytézek reakci. Konce kompletné
nastépeného vektoru si totiz neodpovidaji a nemély by se tudiz spojovat ani bez
defosforylace. Zlomy ptitomné v takto vzniklé cirkularni molekule byly zaceleny T4
DNA ligazou (viz kapitola 4.2.4.12.). Z liga¢ni smési inkubované pies noc pii pokojové
teploté byl 1 ul pouzit k transformaci kompetentnich bakterii E. coli XL1-Blue (viz
kapitola 4.1.5.) pomoci elektroporace (viz kapitola 4.2.2.3.). Bakterie byly v riznych
mnozstvich vysety na Petriho misky s pevnym médiem s pfidavkem ampicilinu a ptes
noc péstovany v termostatu pii 37 °C. Z narostlych monokolonii bylo vybrano 20 pro
izolaci rekombinantniho plazmidu metodou minipreparace plazmidové DNA (viz
kapitola 4.2.4.3.). Vlozeni mutovaného genu pro VP1 mySiho polyomaviru bylo
ovéteno restrikéni analyzou a naslednou agarézovou elektroforézou (viz obr. 5.4.). Z 20
zvolenych kolonii pouze jedina nesla plazmid se spravné vloZzenym genem. Tato kolonie
byla pomnoZena a Cisty plazmid ziskany pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit (viz

kapitola 4.2.4.4.) byl zaslan k analyze do sekvenacni laboratote.
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M 1 2 3 45 6 7 M 8 9 10 1112 13 14 M 15 16 17 18 19 20

—— - — - i
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Obr. 5.4.: Ovéteni Gspésného vlozeni obou ¢asti mutovaného genu pro protein VP1 mysiho polyomaviru
do plazmidu FastBac 1. 1% agarézovy gel, M oznaduje marker molekulovych vah (4 ul), 1 — 20 jsou
plazmidy po $tépeni restriktazami EcoRI a Kpnl (20 pl). Pouze v draze 11 je patrné vystépeni fragmentu

o velikosti odpovidajici genu VP1, tedy ptiblizné 1,2 kbp.

Shoda nukleotidové posloupnosti sestavené na zaklad¢é vysledki zaslanych sekvenacni
laboratofi sgenem  MPyV VPl byla potvrzena programem  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

V této fazi ptipravy rekombinantnich plazmidi jiz nastal okamzik, kdy mohlo
byt piikroceno k tvorbé tfi rlznych konstrukti. Ovéfeny plazmid byl linearizovan
restriktdzou BamHI a konce molekuly byly defosforylovany alkalickou fosfatdzou.
Ptislusné epitopy (ovalbuminovy, mysi melanomovy, lidsky melanomovy — viz kapitola
4.1.7.) byly ptipraveny hybridizaci syntetickych oligonukleotidt (viz kapitola 4.2.4.11.),
které byly vytvotfeny na zakazku firmou KRD. Byly pfipraveny tfi liga¢ni smési
obsahujici defosforylovany linearizovany plazmid a vZzdy jeden z epitopl. Tyto smési
byly nasledné pouzity k elektroporaci do kompetentnich bakterii E. coli XL1-Blue.
Z monokolonii vyrostlych po kultivaci na pevném médiu s ampicilinem bylo vybrano
vzdy 24, které byly namnoZeny a metodou minipreparace z nich byl ziskdn plazmid.
VloZeni epitopu nemohlo byt ovéfeno standardni restrikéni analyzou, protoZe vystépeny
tisek by byl piili§ kratky a $patné detekovatelny. Uspésnost konstrukce jsme proto
oveétovali pomoci PCR a nasledné provedené agardzové elektroforézy (viz obr. 5.5.).
K tomuto tcelu byl pouZit jako ptimy primer VP1 _1F a jako reverzni primer jeden ze tii
syntetickych oligonukleotidi  MELAN-A (M)2, MELAN-A (L)2 nebo OVA 2.
K amplifikaci byla pouzita polymerdza Vent. Vybrané pozitivni kolonie poslouzily k

izolaci plazmidii ve vysoké Cistoté, které bylo dosazeno pouzitim kitu QIAprep Spin

134


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Miniprep Kit. Purifikované plazmidy byly pfed dalSim pouZzitim odeslany k dalSimu
provéteni do sekvenacni laboratote. Obdrzené vysledky byly opét zpracovany pomoci

programu BLAST, kterym byla potvrzena spravnost sekvence.

M L1L2L3L4L5L6L7 L8 M2M3M4M5ME6M7MSMIM M 1alblc 2a2b2c 3a3b3c 5a5b5c

Obr. 5.5.: Ovéfeni Gspésného vlozeni cizorodych epitoptl do sekvence proteinu VP1. 1% agarozovy gel,
M oznacuje marker molekulovych vah (3 pl), la — 5c (ovalbuminovy epitop), L1 — L8 (lidsky
melanomovy epitop), M2 — M9 (mysi melanomovy epitop) jsou PCR produkty (2 pl) o velikost ptiblizné

500 bp, dokazujici zdarné vlozeni danych useki.

5.1.2. Priprava rekombinantniho bakmidu

Po ovéfeni spravnosti vSech tii zkonstruovanych donorovych plazmidt (schéma
viz obr. 5.1.) jimi byly, samoziejmé nezavisle, elektroporaci transformovany
kompetentni bakterie E. coli DH10Bac (viz kapitola 4.1.5.), které v sob&é nesou nejen
recipientni bakmid, ale i pomocny plazmid kodujici transpozazu, enzym nezbytné nutny
k rekombinaci mezi bakmidem a rekombinantnim plazmidem. Transpozaza katalyzuje
mistné specifickou rekombinaci mezi mini-attTn7 elementem bakmidu a Tn7 useky
obklopujici MCS s vlozenym rekombinantnim genem na plazmidu. Po transformaci
byly buiiky péstovany po dobu 48 hodin a 37°C na plotnach s pevnhym médiem, ve
kterém byla pfidana antibiotika kanamycin, tetracyklin a gentamicin, induktor IPTG a
chromogenni substrat X-gal. Pti GispéSném vlozeni mutovaného genu do bakmidu dojde
k pieruSeni sekvence pro a podjednotku B-galaktozidazy a nemize tedy jeji ¢innosti

dojit ke vzniku modrého zabarveni, pozitivni kolonie jsou tudiz bilé, na rozdil od
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modrych netransformovanych kolonii. Vyselektované monokolonie  uspé$né
transformovanych bakterii byly namnoZeny a pouzity kizolaci rekombinantnich
bakmidi (viz kapitola 4.2.4.13.), jejichz intaktnost byla ovéfena agar6zovou
elektroforézou. Bakmidy nasledné poslouzily jako templat pifi PCR amplifikaci.
K reakci byly pouzity sekvenacni primery pUC/M13 (pfimy a reverzni, viz kapitola
4.1.6.) a polymerazovy mix High Fidelity PCR enzyme mix (Fermentas). PCR cycler
byl nastaven podle kapitoly Analyzing Recombinant Bacmid DNA by PCR v manuélu
k systétmu Bac-to-Bac (Invitrogen). Inicia¢ni denaturace pii 93°C trvala 3 minuty,
zatimco ostatni denaturacni kroky probihaly 45 sekund pii 94°C. K nasedani primert
byla doporucena teplota 55°C a doba 45 sekund. Synteticka faze probihajici pii 72°C
byla, vzhledem Kk pomérné vysoké délce amplifikované sekvence (~3,5 kbp),
prodlouzena na 5 a posledni synteticky krok az na 7 minut. Cely cyklus byl opakovéan
25x. Spravna velikost produkti PCR byla potvrzena elektroforézou v 1% agardézovém

gelu (viz obr. 5.6.) a nasledné i sekvenaci pomoci sekvenacnich primera pUC/M13.

M  OVAl OVA2 NK M L1-1 L1-3 M2-1 M2-2 M2-3 NK

35 »
kbp

Obr. 5.6.: Ovéfeni velikosti produkti PCR. Po vloZeni upraveného genu pro VP1 mysiho polyomaviru by
m¢él produkt PCR dosahovat velikosti pfiblizné 3,5 kbp, coz bylo potvrzeno pomoci elektroforézy v 1%
agarozovém gelu. M oznacuje marker molekulovych vah (3 pl), NK negativni kontroly, OVAl — M2-3
produkty PCR stemplatem v podob& rekobminantnich bakmidi nesoucich mutovany gen pro VP1
s vlozenym cizorodym epitopem (OV A — ovalbuminovy epitop, L — lidsky melanomovy epitop, M — mysi

melanomovy epitop; 5 pul)
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5.1.3. Priprava rekombinantniho bakuloviru

Kdyz byla kompletni sekvence rekombinantnich bakmidu sestavena z dat
ziskanych ze sekvena¢ni laboratofe zanalyzovany programem BLAST a tak bylo
zjiSténo, Ze je neporusend, byly bakmidy pouzity k transfekci kultury hmyzich bunék
S19 (viz kapitoly 4.1.4. a 4.2.3.1.2.). Se ziskanymi transfek¢nimi inokuly byla 6 dni po
transfekci provedena plakova zkouska (viz kapitola 4.3.3.1.4.). Za 7 dni bylo mozné
pomoci lupy s bocnim svétlem pozorovat vyvinuté plaky, které byly oznaceny,
vypichnuty a virus obsazeny v plaku byl pomnoZen na dalSich bunikdch Sf9. Produkce
heterolognich proteinti byla po 6 dnech infekce ovéfena na bunécnych lyzatech pomoci
SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy (viz kapitola 4.2.5.2.). Vzdy byly paralelné
zhotoveny 2 gely, z nichZ jeden byl zafixovan a obarven pomoci roztoku Coomassie
Brilliant Blue G250 (viz kapitola 4.2.5.3., obr. 5.7. vpravo) a z druhého byly rozdélené
vzorky metodou western blot (viz kapitola 4.2.5.4.) pfeneseny na nitroceluléozovou
membranu a protein VP1 byl detekovan imunologicky pomoci specifickych protilatek
(viz kapitola 4.2.5.6., obr. 5.7. vlevo). K tomuto Gcelu byla pouzita jako primarni mysi
monoklonalni protilatka proti proteinu VP1 mysiho polyomaviru a jako sekundarni kozi
protilatka proti mys$im imunoglobulinim konjugovand s kienovou peroxiddzou. Po
ovéfeni pritomnosti rekombinantniho proteinu VP1 v lyzatu bunék bylo bakulovirové
inokulum pouzito na infekci vétstho mnozstvi bunck, aby bylo ziskdno dostate¢né

kvantum viru na izolaci chimerickych ¢astic tvofenych rekombinantnim proteinem VP1.
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Obr. 5.7.: Ovéfeni pfitomnosti rekombinantnich proteini VP1 v lyzatu hmyzich bunék. M oznacuje
marker molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas, viz kapitola 4.2.5.2.), 1) lyzat neinfikovanych bunék Sf9, 2) lyzat bunék Sf9 infikovanych
divokym bakulovirem, 3) lyzat bunék Sf9 infikovanych rekombinantnim bakulovirem produkujicim VP1
divokého typu, 4) pozitivni kontrolu (ovalbumin nebo lyzat melanomovych bun¢k B16-F10), P castice
VP1 divokého typu, 5)-8) lyzaty bunc¢k Sf9 infikovanych pfislusnymi rekombinantnimi bakuloviry
produkujicimi VP1 s vlozenymi cizorodymi epitopy. Cerveny rameéek oznaluje 45 kDa rekombinantni
protein VP1. Vlevo membrany vyvolané pomoci primarni mysi protilatky proti MPyV VP1 a sekundarni
kozi protilatky proti mySim imunoglobulinim konjugované s kfenovou peroxidazou. Vpravo

polyakrylamidové gely obarvené CBB-G250.

5.1.4. I1zolace a analyza chimerickych kapsid mySiho polyomaviru
Jednotlivymi namnoZenymi virovymi inokuly (nazvanymi VP1 OVA,

VP1 MelanM, VP1 MelanL) bylo infikovano po Sesti miskdch (o priméru 10 cm)
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bun¢k SfY (viz kapitola 4.2.3.1.3.), které byly po 5 dnech od nainfikovani pouZzity na
izolaci chimerickych castic (viz kapitola 4.2.3.1.5.). Pfitomnost rekombinantniho
proteinu byla pfed samotnou izolaci znovu potvrzena elektroforeticky a naslednym
western blotem a imunologickou detekci. Poté uz bylo pfistoupeno k vlastni izolaci. Po
odstranéni zbytki bun¢k nizkoobritkovou centrifugaci byly uvolnéné umeélé virové
Castice precistény od nizkomolekularnich latek centrifugaci ptes 10% sachar6zovy
polstat (viz kapitola 4.2.3.1.6.). Nasledovalo rozd€leni ¢astic na zakladé vznasSivé
hustoty pomoci izopyknické centrifugace v CsCl gradientu (viz kapitola 4.2.3.1.7.).
Gradient byl rozdélen na frakce pomoci rozkladace gradientu. U jednotlivych frakei byl
zméfen refraktometricky index a pfitomnost rekombinantniho proteinu VP1 provérena
metodou Dot-blot (viz kapitola 4.2.5.5.) a imunologickou detekci (viz kapitola 4.2.5.6.)
za pouziti my$i primdrni protilatky proti VP1 mySiho polyomaviru (viz kapitola
4.19.1.) a kozi sekundarni protilatky proti mySim imunoglobulinim (viz kapitola
4.1.9.2.). Vznasiva hustota prazdnych ¢astic by méla byt 1,29 g/ml, coz odpovida
rozmezi refraktometrickych indexi 1,3635 — 1,362. Oproti tomu plné ¢astice obsahujici
enkapsidovanou DNA maji hustotu 1,33 g/ml a rozsah refraktometrickych indext je
priblizné 1,3645 — 1,3655. Na zaklad¢ zméfenych refraktometrickych indexti a vysledk
Dot-blotu byly vytvoteny tfi vysledné frakce — frakce ,plnych® castic, obsahujici
pseudokapsidy naplnéné nespecifickymi fragmenty DNA, frakce ,,prazdnych® castic a
zbytkova frakce, obsahujici kromé intaktnich castic predevSim rozpadly material (viz
tabulka 5.1., 5.2. a 5.3.). Zatimco u castic nesoucich ovalbuminovy a lidsky
melanomovy epitop prob&hla izolace naprosto hladce, pseudokapsidy s mySim
melanomovym epitopem se nedafilo vyizolovat ani v jednom pfipadé ze tii
opakovanych pokust. Signdl detekovany pii vyvolavani membrany s nakapanymi
vzorky frakci po rozebrani CsCl gradientu byl slaby a naSe obavy, Ze byly castice
ziejm¢ nékde v prubéhu izolace ztraceny, byly nasledné potvrzeny elektronovou
mikroskopii. Problém nastaval uz pii piipravé vzorku na izopyknickou centrifugaci.
CsCl se nerozpoustél snadno jako v pfedchozich piipadech, ale v roztoku se vytvoftily
bilé nerozpustné srazeny. Pfi ¢tvrtém opakovani jsme se proto rozhodli zanalyzovat i
srazeninu, slozenou ze zbytk(i bunéénych membran a odpadniho materidlu, kterd se
bézn¢ vyskytuje po centrifugaci v CsCl gradietu na rozhrani mezi gradientem a
pfevrstvovacim mineralnim olejem. Ta byla ovSem v pfipadé¢ Ccastic s mySim
melanomovym epitopem daleko veEtsi a navic se vznaSela ne na rozhrani, ale uvnitt

gradientu. Zde se ukézalo, Ze Castice jsou zachyceny ve srazening.
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Tabulka 5.3.: Naméfené refraktometrické indexy u jednotlivych frakei dvou rovnovaznych gradienti
pfipravenych ze vzorku c¢astic s ovalbuminovym epitopem (vzdy nahofe) a imunologicka detekce
proteinu VP1 v jednotlivych frakcich (vzdy dole). Diléi frakce byly podle ziskanych vysledka sjednoceny
do frakci vyslednych — frakce plnych castic (oranzovd), frakce prazdnych castic (Cervend) a frakce
zbytkova (zlutd). NK jsou negativni kontroly (lyzat neinfikovanych Sf9 a Sf9 infikovanych wt
bakulovirem), u kterych nebyl detekovan protein VP1 a PK je pozitivni kontrola (purifikované ¢éstice
odvozené od wt VP1 mysiho polyomaviru; poskytnuty Be. Jifinou Suchanovou), kde byl protein VP1

piitomen.
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Tabulka 5.2.: Naméfené refraktometrické indexy u jednotlivych frakci rovnovazného gradientu
pripraveného ze vzorku castic s lidskym melanomovym epitopem (nahofe) a imunologicka detekce
proteinu VP1 v jednotlivych frakcich (dole). Diléi frakce byly podle ziskanych vysledka sjednoceny do
frakci vyslednych — frakce plnych castic (stfedné¢ modra), frakce prazdnych castic (tmavé) a frakce
zbytkova (svétle modrd). NK jsou negativni kontroly (lyzat neinfikovanych Sf9 a Sf9 infikovanych wt
bakulovirem), u kterych nebyl detekovan protein VP1 a PK je pozitivni kontrola (purifikované ¢éstice
odvozené od wt VP1 mys$iho polyomaviru; poskytnuty Be. Jifinou Suchanovou), kde byl protein VP1

samoziejme piitomen.
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Tabulka 5.3.: Naméfené refraktometrické indexy u jednotlivych frakci dvou rovnovaznych gradienti
piipravenych ze vzorku ¢astic s my$im melanomovym epitopem (vzdy nahoie) a imunologicka detekce
proteinu VP1 v jednotlivych frakcich (vzdy dole). Diléi frakce byly podle ziskanych vysledku sjednoceny
do frakei vyslednych — frakce plnych castic (stfedné fialova), frakce prazdnych Castic (tmavé fialova),
frakce zbytkova (svétle fialova) a frakce ,srazenina“ (Seda). NK jsou negativni kontroly (lyzat
neinfikovanych Sf9 a Sf9 infikovanych wt bakulovirem), u kterych nebyl detekovan protein VP1 a PK je
pozitivni kontrola (purifikované castice odvozené od wt VP1 mySiho polyomaviru; poskytnuty Bec.

Jitinou Suchanovou), kde byl protein VP1 podle predpokladti pritomen.

Vysledné spojené frakce byly dialyzovéany ptes noc proti pufru B (viz kapitola
4.2.3.1.8.). Zatimco v ptipad¢ vzorkl ¢astic s ovalbuminovym a lidskym melanomovym
epitopem byly jednotlivé frakce po dialyze =zahustény centrifugaci pres 10%
sachar6zovy polstar (viz kapitola 4.2.3.1.6.) a sedimenty dikladné resuspendovany v
malém mnozstvi pufru B (~100 — 200 u 1), u vzorkll ¢astic s mySim melanomovym
epitopem nebyla ve ¢tvrtém pokuse o vyizolovani pseudokapsid po dialyze pouzita
centrifugace, ale zahusténi pomoci PEG 20000 (viz kapitola 4.2.3.1.9.). Ze vSech
zahusténych frakci byly po zméfeni koncentrace proteinu metodou Bradfordové (viz
tabulka 5.4., viz kapitola 4.2.5.8.) zhotoveny preparaty pro elektronovou mikroskopii
(viz kapitola 4.2.5.9.). Z obrazkt 5.8., 5.9. a 5.10. je patrné, Ze izolace prob¢hly
uspesné a podatilo se ziskat ¢astice v pomérné vysokém mnozstvi. Vysledné frakce
obsahovaly intaktni Castice pravidelného tvaru a odpovidajici velikosti. Ve frakcich

»prazdnych® c¢astic* se skutecné vyskytovaly predevSim prazdné pseudokapsidy, ve
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frakci ,,plnych* pievazovaly &astice obsahujici enkapsidovanou DNA. Castice s my$im
melanomovym epitopem se nachdzely ve frakci ,,srazenina®, v ostatnich frakcich se
stejn¢ jako pfi predeSlych 3 pokusech o izolaci nachdzel pouze rozpadly material a

ojedin¢lé intaktni kapsidové struktury.

Koncetrace Koncetrace Koncetrace Koncetrace
. . proteint v mg/ml . . . o
proteinti v mg/ml ve frakei 2 proteind v mg/ml | proteind v mg/ml
ve fll"‘akf:l 1 (,prazdné« ve frakci ,3:‘ ve ftakle 4“
(5plné* Eastice) Sstice) (5,zbytkova*) (,»sTraZenina“)
VP1-OVA 4,3 19,1 3,25 -
VP1-MelanL 5,07 17,99 3,77 -
VP1-MelanM 0,069 0,16 0,28 0,7
(4. izolace)

Tabulka 5.4.: Koncetrace proteinti v jednotlivych vzorcich vypocitané na zakladé regresnich rovnic
kalibraénich kiivek standardni fedici fady BSA v pufru B (viz kapitola 4.2.5.8.). VP1-OVA oznaduji
pseudokapsidy s ovalbuminovym epitopem, VP1-MelanL ¢&astice s lidskym melanomovym epitopem a

VP1-MelanM ¢astice s epitopem odvozenym od mys$iho melanomového proteinu Melan-A/MART-1.

Obr. 5.8. Elektronmikroskopické snimky frakce ,,plnych® (vlevo) a ,prazdnych® (vpravo) umélych

virovych ¢astic s ovalbuminovym epitopem. Méfitko 200 nm.
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Obr. 5.8. Elektronmikroskopické snimky frakce ,plnych® (vlevo) a ,prazdnych® (vpravo) umélych

virovych ¢astic s lidskym melanomovym epitopem. Méfitko 200 nm.

Obr. 5.10. Elektronmikroskopicky snimek frakce ,sraZenina“ obsahujici pseudokapsidy s mysim

melanomovym epitopem. Métitko 200 nm.

Pro ovéreni, zda vloZzenim epitopu do povrchové smycky proteinu VP1 nedoslo
K naruseni schopnosti kapsid vazat se na bunéény receptor a ucinné vstupovat do buriky,
byla zvolena metoda nepfimé imunofluorescence (viz kapitola 4.2.5.7.). K infekci
mysich fibroblasti 3T6 kultivovanych na mikroskopickych skliccich byla u ¢astic
s ovalbuminovym i lidskym melanomovym epitopem pouzita frakce prazdnych castic, u
pseudokapsid s my$im melanomovym epitopem pak frakce oznacena jako ,,srazenina‘.
Bunky byly pseudoinfikovany 200 pl inokula s ¢asticemi o koncentraci 0,6 pg/ul (viz
kapitola 4.2.3.2.2.). Po hodinové adsorpci ¢astic pii 0°C nasledovala infekce po dobu 1

hodiny v termostatu pii 37°C a 5% CO,. K detekci ¢astic byla pouzita krali¢i primarni
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protilatka proti VP1 mysiho polyomaviru, pro vizualizaci bunék mysi primarni
protilatka proti tubulinu (viz kapitola 4.1.9.1.) a pro oznaceni jadra poslouzilo DAPL
Sekundarni protilatky (kozi proti kralicim imunoglobulintim konjugovana s Alexa Fluor
546 a osli proti mysim imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 488; viz kapitola
4.1.9.2.) konjugované s fluoroforem umoznily konecnou vizualizaci pomoci

konfokalniho mikroskopu (viz obr. 5.11., 5.12., 5.13. a 5.14.)

P
7.59 um 14 um

Obr. 5.11.: Mikroskopické snimky dokazujici Gspésny vstup ¢astic VP1-OVA do bunék zhotovené s
pouzitim konfokalniho mikroskopu. Nalevo fez buiikou zafixované a obarvené po hodinové inkubaci na
ledu, kde jsou vidét ¢astice naadsorbované na povrchu bunky. Vpravo bufika zafixovana a obarvena po
hodinové infekei v termostatu pii 37°C a 5% CO, atmosféie s VLPs lokalizovanymi uvniti bunky. Zelen¢
zobrazen tubulin, ¢ervené ¢astice a modie jadro. Pouzité protilatky: kralici primarni protilatka proti VP1
mysiho polyomaviru a kozi sekundarni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s Alexa
Fluor 546, mysi primarni protilaitka proti tubulinu a osli sekundarni protilaitka proti mys$im
imunoglobulinim konjugovand s Alexa Fluor 488. Pro vizualizaci jadra pouzito DAPI. Me¢ritka

zobrazena v pravém dolnim rohu obrazk.
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Obr. 5.12.: Snimky z Konfokalniho mikroskopu zobrazujici ¢astice VP1-MelanL G¢inné vstupujici do

bun¢k. Nalevo ¢éstice adsorbované na povrchu buiiky, ktera byla zafixovana a obarvena po hodinové
inkubaci na ledu. Vpravo pseudokapsidy uvnitt buiikky zafixované a obarvené po hodinové infekci
Vv termostatu pii 37°C a 5% CO, atmosféfe. Zelené zobrazen tubulin, ¢ervené¢ VLPs a modfe jadro.
Pouzité protilatky: krali¢i primarni protilatka proti VP1 mysiho polyomaviru a kozi sekundarni protilatka
proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 546, mysi primarni protilatka proti tubulinu a
osli sekundarni protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 488. Pro vizualizaci

jadra pouzito DAPI. Mé&fitka zobrazena v pravém dolnim rohu obrazkd.
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Obr. 5.13.: Rezy buiikami zhotovené konfokalnim mikroskopem dokazujici vstup &astic VP1-MelanM do

bun¢k. Buika vlevo s pseudocasticemi adsorbovanymi na povrchu byla zafixovana a obarvena po
hodinové inkubaci na ledu. Buiika s ¢asticemi uvniti na obrazku vpravo byla zafixovana a obarvena po
hodinové infekci v termostatu pii 37°C a 5% CO, atmosféie. Zelené zobrazen tubulin, ¢ervené VLPs a
modrfe jadro. Pouzité protilatky: krali¢i primarni protilatka proti VP1 mysiho polyomaviru a kozi
sekundarni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 546, mysi primarni
protilatka proti tubulinu a osli sekundarni protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s Alexa

Fluor 488. Pro vizualizaci jadra pouzito DAPI. Méfitka zobrazena v pravém dolnim rohu obrazkd.
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P
17 um 18.51 um

Obr. 5.14.: Negativni kontroly vylucujici nespecifickou vazbu protilatek a faleSnou pozitivitu vzorkd.
Bunky byly misto inokula infikovany PBS, dalsi postup uz se v nicem nelisil od ostatnich vzorkt. Nalevo
bunka zafixovana a obarvend po hodinové inkubaci na ledu. Vpravo buiika zafixovand a obarvena po
hodinové infekei v termostatu pii 37°C a 5% CO, atmosféte. Zelené zobrazen tubulin, ¢ervené Castice a
modie jadro. Pouzité protilatky: krali¢i primarni protilatka proti VP1 mysiho polyomaviru a kozi
sekundarni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 546, mysi primarni
protilatka proti tubulinu a osli sekundarni protilatka proti mys$im imunoglobulinim konjugovana s Alexa

Fluor 488. Pro vizualizaci jadra pouzito DAPI. Mé&fitka zobrazena v pravém dolnim rohu obrazku.
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5.2. KONSTRUKCE UMELYCH VIROVYCH KAPSID LIDSKEHO
POLYOMAVIRU JC

Vedlejsim cilem této prace byla konstrukce umélych virovych ¢astic odvozenych
od hlavniho strukturniho proteinu jednoho z lidskych polyomaviri viru JC. Tyto
pseudokapsidy by mohly slouzit nejen k hledani odpovédi na fadu ne zcela
zodpovézenych otazek tykajicich se zivotniho cyklu viru a jeho osudu v buice, ale
naptiklad i k G¢eldm imunizaénim a screeningovym (ve spolupraci s UHKT).
Zkusenosti ziskané pii pripravé piedchdzejicich konstrukti byly zuzitkovany i pfi
konstrukci téchto ¢astic, protoze k produkci proteinu VP1 viru JC byl opét vyuzit
osvédéeny bakulovirovy expresni systém Bac-to-Bac (Invitrogen, viz kapitola
4.2.5.10.).

5.2.1. Priprava donorového plazmidu

V tomto ptipad¢é nebylo nutné transferovy plazmid nijak upravovat a zasahovat
do jeho sekvence. Ke konstrukci byl tentokrat vyuzit donorovy plazmid pFastBac Dual
(viz obr. 5.15.; viz kapitola 4.1.3.), ktery obsahuje dokonce dva silné bakulovirové
promotory (polyhedrinovy a pl0), takze umoziuje koexpresi dvou proteint. Za
promotory umisténymi na plazmidu v opa¢né orientaci leZi polylinkery s rliznymi
restrikénimi misty pro vlozeni genové sekvence naSeho zajmu. I izolaci dostatecného
mnozstvi plazmidu z kompetentnich bakterii E. coli XL1-Blue (viz kapitola 4.2.2.) byla
vyuZita metoda maxipreparace plazmidové DNA (kapitola 4.2.4.2.). Dale bylo tfeba
pomoci PCR amplifikace (viz kapitola 4.2.4.10.) pfipravit inzert v podobé genu VP1
viru JC. Jako templat nam poslouZzil genom viru JC neseny plazmidem pBRJCV-MAD-
1 (viz kapitola 4.1.3.). BohuZel genom byl pfed vloZenim do plazmidu linearizovan
enzymem EcoRI, jehoZ cilové misto se nachazi pravé v genu pro VP1, a proto bylo
nevyhnutelné namnozit ob€ ¢asti genu zvlast’ a poté je vzédjemné spojit pomoci zminéné
restriktazy. Primery pro PCR reakci byly zvoleny tak, aby mohl byt gen spojen pfies
kohezni konce vytvoiené EcoRI a vlozen za polyhedrinovy promotor pomoci enzymi
BamHI a Hindlll (viz obr. 5.16, viz kapitola 4.1.6.). Prvni ¢ast genu VP1, jejiz velikost
dosahuje ptiblizné 250 bp, byla oznacena jako JCV VPI1/1. Velikost ¢ast druhé, JCV
VP1/2, byla asi 800 bp. Pro amplifikace byl pouzit polymerazovy mix High Fidelity
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(Fermentas). Reakéni smés byla namichdna podle pokynli vyrobce. Diky moznosti
nastaveni teplotniho gradientu bylo pro nasedani primert vyzkouSeno rozmezi teplot

46 — 62°C. Pfi nastavovani ostatnich podminek pro reakci byly opét dodrzeny
doporuceni vyrobce. Byla zvolena 3 minutova doba syntetické faze, coz by stacilo 1 na
syntézu mnohem delSich tusekti (az vitadu nékolika kbp). Pomoci agardézové
elektroforézy provedené po polymerdzové reakci bylo ovéfeno, ze v zadném z piipadii

nedoslo ke vzniku nespecifickych produktt.

JCV VP1

\ EcoRlI /

Obr. 5.15.: Schématické znazornéni

expresni  kazety v  donorovém
plazmidu pFastBac Dual (Invitrogen).
Do plazmidu byly pies restrikéni mista
BamHI a HindIIl vloZzeny ob¢& casti
proteinu VP1 viru JC (JCV VP1/1 a
JCV  VP1/2), vzijemné spojené
pomoci EcoRI. Cely konstrukt byl
zaklonovan pod jeden ze silnych
promotori  nesenych  plazmidem,
vV tomto ptipadé polyhedrinovy (Ppy).

Ptevzato a upraveno Z

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/

vectors/pfastbacdual _map.pdf

JCV VP1:

Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 4

Bam HI Eco RI Hind 111

5.16.: Schematické znazornéni amplifikace genu pro hlavni strukturni protein VP1 viru JC.
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Pted vlozenim obou ¢asti inzertu byl plazmid pFastBac Dual nejdfive nastépen
dvéma zvolenymi restriktdzami (BamHI a HindIIl) a defosforylovan (viz kapitoly
4.2.4.8. a 4.2.4.9.). Krestrikci fragmentu VP1/1 byly pouzity endonukleazy BamHI a
EcoRlI, sekvence VP1/2 byla opracovana enzymy EcoRI a HindIII. VSechny tfi linearni
useky DNA byly nésledné¢ pouzity k ptipravé ligacni smési (viz kapitola 4.2.4.12.).
Molarni pomér vektoru k inzertim byl 1:3. Liga¢ni smés byla po 16-hodinové inkubaci
pii laboratorni teploté elektroporovéana (viz kapitola 4.2.2.3.) do kompetentnich bun¢k
E. coli XL1-Blue (viz kapitola 4.1.5.). Bakterie byly po elektroporaci vysety na pevné
médium s ampicilinem a péstovany v termostatu pii 37°C ptes noc. Dvacet monokolonii
bylo namnozeno a pouzito minipreparaci rekombinantni plazmidové DNA (viz kapitola
4.2.4.3.). Uspéch vlozeni kompletniho genu pro VP1 lidského polyomaviru JC byl
ovéfen restrikéné a agar6zovou elektroforézou (viz obr. 5.17.). V deseti piipadech
z dvaceti doslo k vystépeni useku odpovidajici velikosti (~1,2 kbp). Z téchto deseti byly
vybrany tfi, které byly znovu namnozeny a pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit (viz
kapitola 4.2.4.4.) z nich byl vyizolovan plazmid, ktery byl poslan k dalsi analyze do

sekvenacni laboratofre.

M NKLNK2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Obr. 5.17.: Restrikéni ovéteni tispéchu vloZeni obou Casti genu pro protein VP1 viru JC do plazmidu
FastBac Dual. 1% agarézovy gel, M oznacuje marker molekulovych vah (4 ul), 1 — 20 jsou plazmidy po
Stépeni restriktdzami BamHI a Hind IIT (20 pl). V drahach 2, 4, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 16 a 18 doslo
k vystépeni seku odpovidajici velikosti (~ 1,2 kbp). NK1 oznacuje nestépeny pFastBac Dual, NK2 pak
pFastBac Dual $tépeny restriktazami BamHI a Hind III (obé kontroly po 1 pl). K dalsi analyze byly
pouzity kolonie 8, 9 a 10.

150



5.2.2. Priprava rekombinantniho bakmidu

Na zaklad¢ vysledkli sekvena¢ni analyzy byl pro transformaci kompetentnich
bakterii E. coli DH10Bac vybran plazmid vyizolovany z kolonie ¢. 9 (viz kapitola
4.1.5.). Transformované bunky byly nasledné péstovany 48 hodin pii 37°C na plotnach
s pevhym médiem s piidavkem antibiotik kanamycinu, tetracyklinu a gentamicinu,
induktoru IPTG a chromogenniho substratu X-gal. Kolonie, v nichz prob¢hla mistné
specificka homologni rekombinace s Uspéchem, byly zbarveny bile. Z namnozenych
pozitivni monokolonii byl vyizolovan rekombinantni bakmid (viz kapitola 4.2.4.13.). Po
ovéfeni intaktnosti bakmidu pomoci agarézové elektroforézy, pfisla na fadu PCR
reakce, ve které bakmid slouzil coby templat. Slozeni reak¢éni smési i nastaveni
podminek byly shodné jako v kapitole 5.1.2. Spravna velikost produktli PCR byla pted

odeslanim sekvenacni laboratofi provéfena agardézovou elektroforézou.

5.2.3. Piiprava rekombinantniho bakuloviru

S pfihlédnutim k ¢asové netinosnosti soucasné izolace tii typi ¢astic odvozenych
od mysiho polyomaviru a pfipravy konstruktu JCV, byl ovéfeny rekombinantni bakmid
predan Mgr. Veronice Hruskové, Ph.D., kterd z n¢j pted svym odchodem na matetskou
dovolenou standardnim zplsobem pfipravila rekombinantni bakulovirus (viz kapitoly
42312, 42313. a433.14). V této fazi byl projekt vracen zpét do mych rukou.
Pomoci denatura¢ni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu byla ovéfena piitomnost
rekombinantnich proteinti v bunéénych lyzatech (viz obr., viz kapitola 4.2.5.2.). Jeden
ze dvou paralelné piipravenych gell byl fixovan a obarven pomoci roztoku Coomassie
Brilliant Blue G250 (viz kapitola 4.2.5.3., obr. vpravo), druhy byl pouZit na western blot
a imunologickou detekci protilatkami (viz kapitoly 4.2.5.4. a 4.2.5.6.). Vzhledem
k tomu, ze protilatka proti VP1 JCV nebyla dostupna, byla jako primarni pouzita krali¢i
polyklonalni protilatka proti VP1 primatiho polyomaviru SV40, ktera s kiizové reaguje
s hlavnimi kapsidovymi strukturami i dalSich polyomavira (JCV, BKYV). Jako
sekundarni poslouZzila kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s
kienovou peroxidazou. Nejlepsi produkce proteinu VP1 JCV byla zjisténa u vzorkt €. 3

a 5. a tato bakulovirova inokula byla pouzita v dalSich pokusech.
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5.2.4 1zolace a analyza umélych virovych ¢astic odvozenych od lidského

polyomaviru JC

K izolaci ¢astic (viz kapitola 4.2.3.1.5.) bylo pouzito Sest misek hmyzich bunék
S19 (prumér 10 cm). K nainfikovani poloviny misek bylo pouzito inokulum JCV VP1 ¢.
3 a druhd polovina byla infikovana inokulem ¢. 5. Infekce probihala po dobu 5 dnil (viz
kapitola 4.2.3.1.3.). V lyzatu bunék byla pro jistotu pomoci SDS-PAAGE, western blotu
a imunodetekce jeste jednou ovéfena piitomnost VP1 (viz obr. 5.18.). Samotné izolace
uz probihala stejn¢ jako v ptipad¢ ¢astic odvozenych od mysiho polyomaviru. Nejdiive
byly odstranény poztistatky bun¢k nizkoobratkovou centrifugaci, castice byly precistény
centrifugaci ptes 10% sachar6zovy polstar (viz kapitola 4.2.3.1.6.) a nakonec rozdéleny

pomoci izopyknické centrifugace v CsCl gradientu (viz kapitola 4.2.3.1.7.).

1 2 4 5 6 7
<4 180 kDa
<116 kDa
<€~ 90 kDa
4 66 kDa
- 4= 60,8 kDa

& 37 kDa

€4 32 kDa

VP1 lidského polyomaviru JC

Obr. 5.18.: Dodate¢né ovéteni pfitomnosti rekombinantniho proteinu VP1 viru JC v lyzatu hmyzich
bun¢k pied izolaci umélych virovych ¢astic. M oznacuje marker molekulovych hmotnosti Prestained
Molecular Weight Marker (Sigma-Aldrich, viz kapitola 4.2.5.2., viz obr. 4.2.), lyzat neinfikovanych
bun¢k S19, lyzat bunek Sf9 infikovanych divokym bakulovirem, pozitivni kontrola (protein VP1 lidského
bakuloviru BK), 5)-8) lyzaty bunék Sf9 infikovanych rekombinantnimi bakuloviry produkujicimi VP1
JCV. Cerveny rameéek oznaluje 45 kDa protein VP1. Vlevo membrany vyvolané pomoci primarni krali¢i
protilatky proti VP1 SV40 a sekundarni kozi protilatky proti krali¢im imunoglobulinim konjugované

s kfenovou peroxidazou. Vpravo polyakrylamidové gely obarvené CBB-G250.

Refraktometricky index jednotlivych frakeci ziskanych rozkladacem gradientu
byl zméfen pomoci refraktometru. Frakce byly rovnéz nakapany na nitrocelulézovou

membranu (viz kapitola 4.2.5.5.) a podrobeny imunodetekci protilatkami (viz kapitola
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4.2.5.6.). K ovéfeni ptitomnosti hlavniho strukturniho proteinu JC viru VP1 byly opét
pouzity kiizoveé reagujici protilatka proti VP1 viru SV40 (viz kapitola 4.1.9.1.). a kozi
sekundarni protilatka proti kralicim imunoglobulinim konjugovana s kienovou
peroxidazou (viz kapitola 4.1.9.1.). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.5. VznéSiva
hustota prazdnych Castic by se méla pohybovat okolo 1,29 g/ml, coz odpovida rozmezi
refraktometrickych indexti 1,3635 — 1,362. PIné castice obsahujici enkapsidovanou
nespecifickou DNA maji vyssi vznasivou hustotu (1,33 g/ml) a refraktometricky index
se tak pohybuje mezi 1,3645 a 1,3655. Opét byly vytvoieny 3 vysledné frakce — frakce
,plnych® ¢astic, frakce ,,prazdnych* ¢astic a zbytkova frakce (viz tabulka 5.5.).

Frakce| 1 | 2 | 3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 (10|11({12|13|14|15|16 |17 | NKL | NK2
_ PRk =
Sy | w|lw|w|w -
s> |32l 3 &
x So|lo| S| o a1
IooooooOO..bQ'o I
Frakce| 1 | 2 |3 |4 | 5|6 |7 (8|9 (1011|1213 |14 |15|16 |17 PK
- Lol el il el =
22 8/2(/49/8|8 &
Q"‘ e I I N I T I o B N [e]
(6] o o o o o
I " e ® o ® © & O o 9 O o o aI

Tabulka 5.5.: Naméfené refraktometrické indexy u jednotlivych frakei dvou rovnovaznych gradientil
ptipravenych ze vzorku ¢astic odvozenych od JCV (vzdy nahofe) a imunologicka detekce proteinu JCV
VP1 v jednotlivych frakcich (vzdy dole). Frakce byly slou¢eny do 3 vyslednych frakei — frakce plnych
Castic (oranzova), frakce prazdnych ¢astic (Cervena) a frakce zbytkova (zluta). NK jsou negativni kontroly
(lyzat neinfikovanych Sf9 a Sf9 infikovanych wt bakulovirem) a PK je pozitivni kontrola (purifikované
Castice odvozenych wt VP1 viru BK; poskytnuty Bc. Alexandrou Kozmanovou). K detekci pouzita
primarni polyklonalni protilatka proti VP1 viru SV40, ktera kfizoveé reaguje i s VP1 vira JC a BK, a

sekundarni kozi protilatka proti kralicim imunoglobulinim konjugovana s kifenovou peroxidazou.

Vsechny tfi vysledné frakce byly pfes noc dialyzovany proti pufru B (viz

kapitola 4.2.3.1.8.). a poté zakoncentrovany centrifugaci pies 10% sachar6zovy polstar
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(viz kapitola 4.2.3.1.6.). Sediment byl rozpusStén v malém mnozstvi pufru B (~100 — 200
u 1), Nasledné€ byla u jednotlivych frakci metodou Bradfordové (viz tabulka 5.6., viz

kapitola 4.2.5.8.) zméfena koncetrace proteint. VSechny frakce byly také pouzity

k piipravé elektronmikroskopickych preparatii (viz kapitola 4.2.5.9.). Snimky na obr 5..

sveédci o uspéchu izolace stabilnich ¢astic pravidelného tvaru a velikosti.

Koncetrace proteini
v mg/ml ve frakci 1
(,,plné« Castice)

Koncetrace proteini
v mg/ml ve frakci 2
(5,prazdné* castice)

Koncetrace proteini
v mg/ml ve frakci 3
(5,zbytkova“)

JCV VP1

0,65

6,76

0,59

Tabulka 5.6.: Koncetrace proteinti v jednotlivych vzorcich vypocitané na zakladé regresnich rovnic
kalibra¢nich kiivek standardni fedici fady BSA v pufru B (viz kapitola 4.2.5.8.). JCV VP1 oznacuji VLP

odvozené od hlavniho kapsidového proteinu VP1 viru JC.

Obr. 5.8. Elektronmikroskopické snimky frakce ,,plnych® (vlevo) a ,prazdnych® (vpravo) umélych

virovych ¢astic viru JC. Méfitko 200 nm.
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6. DISKUZE
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6.1. PRIPRAVA CHIMERICKYCH VIROVYCH CASTIC
ODVOZENYCH OD MYSIiHO POLYOMAVIRU NESOUCICH NA
POVRCHU CIZORODY EPITOP

Schopnost hlavniho strukturniho proteinu mySiho polyomaviru samovolné tvofit
pentamery a z nich nasledn¢ i kapsidové struktury (SALUNKE et al., 1986) bez pomoci
jinych virovych proteinti ¢i struktur lze s vyhodou vyuzit v riznych oblastech genové
terapie ¢i imunoterapie. Polyomavirové Castice prokazaly velky potencial pii vakcinaci
proti virim, od nichz jsou odvozeny, a to nejen u jedincii s neposkozenym imunitnim
obrannym systémem, ale za ur¢itych vhodnych podminek i u jedinci T-bunécné
deficientnich (HEIDARI et al., 2002; VLASTOS et al., 2003). Nadto je mozné pfipravit
chimerické VLPs, nesouci fuzni protein, vznikajici sloucenim jednoho z virovych
kapsidovych protein (VP1, VP2, VP3) s vybranym antigenem ¢i antigennim epitopem.
S pomoci téchto umélych virovych ¢éstic 1ze nasledné provést imunizaci a dosdhnout
navozeni odpovédi specifickych T- nebo B-buné¢k, coz rozsifuje potencialni uziti VLPs
mnoha sméry, napiiklad i do oblasti protinddorové terapie. Oba pfistupy konstrukce
chimerickych ¢astic maji jisté sva pro a proti. Jednou z vyhod flze antigenu s n€kterym
minoritnich kapsidovych proteint ¢i s jejich spole¢nou N-koncovou ¢asti je moznost
vnést do castice dlouhy peptid ¢i dokonce cely protein. Problémem ovSem muze byt
nizky pocet takovychto fuznich proteini na jednu &astici, ktery vétsinou ani zdaleka
nedosahuje teoretickych 72. Naopak pii vlozeni cizorodého epitopu do néckteré
z povrchovych smyc¢ek hlavniho kapsidového proteinu VP1 je, v pfipad¢, ze neni
naruSena schopnost VP1 uspotfadat se do stabilni Castice, docileno 360 opakovani
daného motivu na povrchu VLP. V nasi laboratoti byly jiz diive pfipraveny chimerické
¢astice nesouci ¢ast fuzniho proteinu Ber-Abl asociovanou se zkrdcenym minoritnim
kapsidovym proteinem VP3 uvnitt polyomavirovych VLP. Na kazdou ¢astici piipadalo
pramérné 11,4 Ber-Abl proteind (HRUSKOVA et al., 2009). Aktivace imunity témito
Casticemi nebyla ale na mySim modelu uspé$na. Hlavnim divodem selhani téchto
vakcin byla zfejmé nizka imunogennost zvoleného epitopu (HRUSKOVA et al., 2009),
1 kdyZ nelze vyloudit ani pfispévék imunitni dominance proteinu VP1 nad mnohem
méné zastoupenymi epitopy Ber-Abl. Abychom se vyhnuli obéma témto problémtim,
zvolili jsme pro konstrukei dalSich vakcin epitopy jiného nadoru, melanomu, které byly
jiz diive v literatufe popsany jako silné imunogenni. Zaroven jsme se rozhodli tyto

epitopy vlozit nikoli dovnitt VLPs, ale na jejich povrch. Tim je zaru¢eno mnohonasobné
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opakovani dané¢ho epitopu a jeho jednoznacné vystaveni vSem slozkam imunitniho
systému.

Pro imunoterapie je vyhodou pouziti ¢astic odvozenych od jinych nez lidskych
polyomavirti (napi. stejné¢ jako v nasSem piipad¢é od mysSiho polyomaviru) coby
terapeutickych prostredkti piedchazi moznému riziku sniZeni jejich u¢innosti pisobenim
preexistujicich protilatek proti kapsidovym proteintim.

K produkci rekombinantnich proteinti, véetné polyomavirovych, mohou byt
pouzity rtizné expresni systémy (bakteridlni, kvasinkové, bakulovirové). Jednotlivé
systémy se 1iS§i v mnoha ohledech, at’ uz se jedna o kvalitu ¢i kvantitu vysledného
produktu, moznost koexprese vice proteinti najednou, ¢asovou a manualni naro¢nost
ptipravy, naklady a dalsi (viz kapitola 2.3.1.). Volba vhodného produkéniho systému
tedy hraje velmi dilezitou roli uz na samém zacatku projektu, ve fazi navrhu. Jak jiz
bylo feceno, je tieba zvazit mnoho hledisek ovliviiujicich vyvoj a vysledek celé prace,
kterd muze trvat i né€kolik mésict a kazda chybna tivaha mlze mit fatidlni nasledky.
Jednotlivé kroky musi byt proto velmi kriticky zvaZeny a promysleny. Presto vSak asi
neni mozné piedejit vSem piipadnym komplikacim a i1 pfes dikladnou pfipravu miize
dojit k riznym neptfedvidanym situacim, jak se potvrdilo i v pribéhu prace na tomto
diplomovém projektu.

K dosazeni hlavniho cile této diplomové prace, tedy k pfipravé chimerickych
¢astic sloZzenych z modifikovaného strukturniho proteinu VP1 mysiho polyomaviru, byl
pouzit, v nasi laboratofi velmi osvédCeny, bakulovirovy expresni systém Bac-to-Bac
firmy Invitrogen (viz kapitola 4.2.5.10.). Ten pfedstavuje relativné snadnou cestu
k ziskani rekombinantniho bakuloviru produkujiciho znaéné mnozstvi proteinu naseho
zajmu. Vzhledem k tomu, Ze k produkci dochazi v hmyzich bunikach, posttranslacni
modifikace ziskanych proteint jsou eukaryotického typu a jejich pfitomnost miize byt u
nekterych proteint zcela esencialni pro zaujmuti nativni konformace €1 spravné plnéni
funkce. Protein VP1 prochazi celou fadou posttranslacnich uprav ovliviiujicich jeho
vlastnosti (viz kapitola 2.2.2.). Tyto modifikace ovSem nejsou nezbytné pro spontanni
tvorbu pentamer a z nich nasledné vznikajicich kapsidovych struktur, ale mohou mit
vliv na imunogennost. Navic je pfiprava proteinu systémem Bac-to-Bac cCasové
mnohem usporngj$i v porovnani se star§imi typy bakulovirovych expresnich systémd,
protoze odpadé nutnost purifikovat rekombinantni bakulovirus sérii plakovych zkousek.
Jednou z dalSich nespornych vyhod pouziti tohoto systému pii expresi hlavniho

strukturniho proteinu rtznych polyomavirl je moznost izolovat z jader hmyzich buné¢k
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infikovanych rekombinantnim bakulovirem jiz uspofadané umélé virové Castice, které
zde vznikaji samovolné. K této situaci ale samoziejmé dochdzi pouze v pripade, ze
modifikaci VP1 nebyla narusena jeho unikatni schopnost tvorby kapsidovych struktur ¢i
stabilita vzniklych Castic. Purifikované Castice 1ze nasledné bez nutnosti dalSich uprav
pouzit k zamySlenym aplikacim.

Pii pouziti systému Bac-to-Bac je prvnim krokem na cesté¢ k ziskani
rekombinantniho proteinu VP1 vlozeni jeho nukleotidové sekvence do donorového
plazmidu. V tomto ptipadé¢ byl zvolen plazmid FastBac 1, ktery nese MCS pod
kontrolou silného polyhedrinového promotoru. Pfed vlozenim genu za tento protomor
byla provedena tada uprav. Nejprve bylo z polyklonovaciho mista za promotorem
odstranéno cilové misto rozpoznavané restriktdzou BamHI. Sekvence tohoto mista
kédujici aminokyseliny glycin a serin byla poté pouzita pro vloZeni inzertu jako soucést
flexibilni spojky. Aby byl imunogenni epitop po inzerci do sekvence VP1 vystaven na
povrch Castice, je nutné vyuzit k vlozeni jednu z povrchovych smycek. V nasi laboratoti
byly uz dfive pfipraveny Ccastice, které obsahovaly 25 aminokyselin dlouhy usek
unikatniho fizniho proteinu exprimovaného u pacienti s myeloidni leukémii Ber-Abl
vlozeny do HI smycky VPI1. Vznikajici ¢astice byly bohuzel velmi nestabilni a navic
byla narufena jejich schopnost u&inné vstupovat do bunék (SPANIELOVA,
LUDVIKOVA, nepublikované vysledky). Vzhledem k tomu, Ze jsme chtéli predejit
pfiliSnému prodlouZeni sekvence proteinu VP1 bylo nejdiive pomoci PCR deletovano
21 nukleotidd z oblasti DE smyc¢ky. Ta byla zvolena pravé z toho diivodu, Ze mutantni
mysi polyomavirus nesouci tuto deleci sedmi aminokyselin v DE smycce VP1 byl jiz
diive Uspé$né pripraven v Italii (GARCIA et al., 2000). Mutantni virus sice po
transfekci mysich fibroblastli nebyl schopen replikace ani iniciace ¢asné transkripce,
odstranéni pfisluSsné oblasti ovSem neméla zasadni vliv na tvorbu castic ani jejich
stabilitu. Toho jsme tedy vyuZzili i my pfi konstrukci naSich ¢astic. Zaroven byl pii
zkraceni sekvence VP1 pomoci polymerazové fetézové reakce do mista delece vloZzen
casto pouzivany flexibilni glycin-serinovy linker (napi. LAWATSCHECK et al., 2007)
s BamHI $tépnym mistem mezi rameny (GSGS po obou stranidch budouciho inzertu),
umoziujici molekule po vloZeni epitopu snadnéji zaujmout nejvyhodnéjsi konformaci.
Gen pro VP1 s vlozenou spojkou byl poté zaklonovan pod polyhedrinovy promotor do
donorového vektoru FastBac 1. V této chvili bylo moZno ptikrocit k vlozeni 3 rtiznych
inzerth pravé mezi ob&é ramena glycin-serinového linkeru. Z fady s melanomem

asociovanych antigenti byl vybran imunogenni protein Melan-A/MART-1, konkrétné
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pfirozeny imunodominantni dekapeptid EAAGIGILTV od néj odvozeny. Ten je
rozpoznavan v kontextu HLA-A2 molekul specifickymi cytotoxickymi lymfocyty
(ROMERO et al, 1997). Mysi varianta dekapeptidu se od lidské 1isi
Vv aminokyselinovém zbytku na pozici 9, kde je polarni threonin nahrazen hydrofobnim
izoleucinem (sekvence EAAGIGILIV). Rozhodli jsme se proto pfipravit ¢astice dvou
typl a zjistit zda se budou jejich vlastnosti na zakladé tohoto jediné¢ho rozdilu néjak
lisit. Jako kontrola byly pfipraveny c¢astice nesouci proteolytickym zpracovanim
kufeciho ovalbuminu vznikajici epitop — SIINFEKL. Ten je prezentovan v kontextu
molekul MHC 1. tfidy a aktivuje CTL (CRAIU et al., 1997). Transpozice mezi
donorovym plazmidem a bakmidem probéhla v ptipadé vSech 3 konstrukti bez
jakéhokoli problému, stejné jako izolace rekombinantnich bakmidl (viz kapitola 5.1.2.),
transformace hmyzich bunék Sf9 a tvorba rekombinantnich bakuloviri (viz kapitola
5.1.3.). Diky tomu, Ze je v nasi laboratofi k dispozici ovéfena polyklonalni protilatka
proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1 mySiho polyomaviru, byla produkce
rekombinantnich proteinli v pritbéhu prace testovdna imunologickymi metodami (viz
kapitola 5.1.3. a 5.1.4.). Problém nastal az pii samotné izolaci umélych virovych ¢astic.
Zatimco u VLPs s lidskym melanomovym a ovalbuminovym epitopem probihala opét
zcela hladce, u kapsid nesoucich mysi melanomovy epitop doslo k neocekavanym
komplikacim. Pti dodrzovani standardniho postupu nebyly ani po n¢kolika opakovanich
vyizolovany témét Zadné Castice (viz kapitola 5.1.4.). UZ pfi rozpousténi CsCl pfi
piipravé na izopyknickou centrifugaci vznikaly v roztoku netypické bilé vlocky a
srazeniny. Po ukonceni ultracentrifugace se pak ,,sraZzenina*“ necistot, ktery se b&zné
usazuje na rozhrani gradientu a pfevrstvovaciho mineralniho oleje, vznaSel v horni
tretin€ gradientu. Podle naSich uvah vedla zdména hydrofilniho threoninu za nepolarni
izoleucin K tomu, Ze C&astice zacaly interagovat s hydrofobnimi zbytky bunécnych
membran a vytvofily tak nerozpustnou sraZeninu. Vznik podobnych proteinovych
konglomeréatii asociovanych s buné¢nymi membranami pozorovali pii pfipravé jednoho
ze svych konstruktl napf. i GEDVILAITE et al. (2000). Mnozstvi ziskaného proteinu
bylo v jejich pfipadé 10x nizs§i nez u VP1 divokého typu. Nase podezieni se potvrdilo
pozd¢ji, kdyZ se po zhotoveni elektronmikroskopickych snimkii ukazalo, Ze frakce
,plnych® castic, frakce ,,prazdnych® Castic ani zbytkova frakce opét, stejné jako
v pfedchozich pokusech s témito VLPs, neobsahuji Zadné Castice. VéEtSina Castic byla
totiz pfitomna frakci 4., kterd obsahovala opatrné odebranou jiz zminénou ,,srazeninu‘

necistot, kde byla vazana pravdépodobné pravé na zdkladé¢ hydrofobnich sil.
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Z jednotlivych frakci byly i1 u zbylych dvou konstruktli zhotoveny preparaty pro
elektronovou mikroskopii. Vznikajici ¢astice se svou morfologii, velikosti ani stabilitou
nijak neliSily od castic divokého typu (viz kapitola 5.1.4.). Schopnost ¢astic ucinné
vstupovat do savCich bun¢k nebyla vlozenim cizorodého epitopu do povrchové DE
smyCky VP1 nikterak narusena, coz bylo ovéfeno pomoci metodou nepiimé

fluorescence (viz kapitola 5.1.4.).
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6.2. KONSTRUKCE UMELYCH VIROVYCH KAPSID LIDSKEHO
POLYOMAVIRU JC

Nase laboratoi se ve spolupraci s UHKT podili na projektu, jehoz zamérem je
konstrukce castic odvozenych od vSech polyomavirti, které jsou schopny infikovat
Cloveéka. Tyto VLPs by se mohly stat nejen zakladem nejriznéjSich imunizacnich a
screeningovych postuptl, ale stejné tak by mohly poslouzit k riznym srovnavacim
studiim a zodpovédét mnohé stale oteviené otazky tykajici se zivotnich cykli
jednotlivych polyomavirt i rozdil mezi nimi.

Pravé pfiiprava castic odvozenych od jednoho z lidskych patogend celedi
Polyomaviridae, viru JC, byla dalsim cilem této diplomové prace. PrestoZze se jedna o
primarn¢ lidsky patogen, o jeho zivotnim cyklu a interakcich s hostitelskymi bunikami
neni k dispozici zdaleka tolik informaci jako o modelovych organismech MPyV a
SV40.

K expresi hlavniho kapsidového proteinu VP1 viru JC byl opét pouzit bakulovirovy
expresni systém Bac-to-Bac (Invitrogen, viz kapitola 4.2.5.10.). Jako donorovy plazmid
vV tomto piipad¢ poslouzil pFastBac Dual, ktery krom¢ polyhedrinového nese jeste
druhy silny bakulovirovy promotor pl10. Genom JCV, ktery slouzil jako templat pro
namnozeni genu pro hlavni kapsidovy protein, byl ale linearizovan restriktazou EcoRI
pravé v oblasti VP1. Bylo tedy nutné ob¢ ¢asti genu namnoZit polymerazovou fetézovou
reakci zvlast, poté je spojit a umistit pod kontrolu polyhedrinového promotoru.
Konstrukce donorového plazmidu byla v podstaté jedinym komplikovanéjsim krokem
Vv priprave téchto ¢astic. Vzhledem k casové naroc¢nosti soucasné piipravy tii typt ¢astic
odvozenych od MPyV a jednoho od JC, bylo zhotoveni bakuloviru z rekombinantniho
bakmidu svéfeno do rukou Mgr. Veroniky Hruskoveé, Ph.D., kterd Gispésné ziskala dva
klony produkujici hlavni kapsidovy protein v dostate€ném mnozstvi. Protoze neméame
Kk dispozici primarni protilatku proti VP1 JCV, byla k imunologické detekci pouzivana
protilatka proti VP1 primatiho viru SV40, ktera diky pomérné vysoké aminokyselinové
homologii (86% mezi BKV a JCV, 85% mezi BKV a SV40, 82% mezi JCV a SV40;
BARBANTI-BRODANO et al., 2006) kiizové reaguje shlavnim kapsidovym
proteinem lidskych polyomavir JC a BK (viz kapitoly 5.2.3 a 5.2.4.). Morfologie a
vlastnosti ¢astic byly obdobné jako napt. ve studii CHANG et al. (1997), ve které byly
k produkci VP1 pouzit starSi typ bakulovirového expresniho systému a jiné hmyzi

buiiky, konkrétn¢ Sf21.
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7. SOUHRN
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SOUHRN DOSAZENYCH VYSLEDKU:

1. a) Konstrukce t¥i typi chimerickych ¢éastic odvozenych od mySiho

polyomaviru nesoucich na svém povrchu cizorodé epitopy.

Z polylinkeru  bakulovirového transferového vektoru pFastBac 1 bylo
odstranéno misto rozpoznavané a Stépené restrikéni endonukledzou BamHI.

Z genu pro hlavni kapsidovy protein VP1 mysiho polyomaviru bylo odstranéno
21 nukleotidl a na jejich misto byla vlozena sekvence glycin-serinového linkeru.
Do tohoto mista byly vlozeny sekvence kddujici cizorodé epitopy, a tak byly
pfipraveny 3 rtzné transferové vektory.

Takto pfipravenymi transferovymi vektory byly transformovany bakterie E. coli
DHI10Bac, ve kterych doslo k mistné specifické transpozici mezi donorovym
vektorem a recipientnim bakmidem.

Z bakterii byly vyizolovany rekombinantni bakmidy.

Rekombinantni bakmidy byly pouzity k transfekci hmyzich bunék Sf9.

Z hmyzich buné¢k byly ziskany rekombinantni bakuloviry.

Produkce rekombinantniho proteinu VP1 byla ovéfena pomoci SDS gelové
elektroforézy, western blotu a imunofluorescen¢niho znaceni.

Produkujici bakuloviry byly pouZity k infekci dalSich hmyzich bunék.

Z infikovanych bun¢k byly izolovany chimerické €astice pomoci izopyknické
centrifugace v CsCl gradientu.

Stabilita ¢astic byla ovérena elektronovou mikroskopii.

Casticemi byly infikovany buiiky mysich embryonalnich fibroblasti 3T6 a
hodinu po infekci byly zafixovany a pomoci nepiimé imunofluorescen¢ni

metody bylo ovéreno, Ze vstupuji do bunék.

2. Konstrukce pseudovirionii odvozenych od hlavniho kapsidového proteinu

lidského polyomaviru JC.

Byl ptipraven bakulovirovy transferovy vektor pFastBac Dual nesouci gen pro
hlavni strukturni protein VP1 viru JC.
Tento vektor byl pouzit k transformaci kompetentnich bakterii DH10Bac.

Po transpozici, ke které doSlo v bakteriich, byl vyizolovan rekombinantni
bakmid.
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Ziskanym bakmidem byla transformovana kultura hmyzich bun¢k S19.
Rekombinantni bakulovirus vznikajici v hmyzich buiikdch byl otestovan na
produkci rekombinantniho proteinu pomoci SDS-PAAGE, western blotu a
imunofluorescence a nasledné dile mnozen na hmyzich bunkéach.

Pseudoviriony lidského polyomaviru JC byly izolovany a purifikovany
z hmyzich bungk centrifugaci v CsCl gradientu.

Stabilita vznikajicich ¢astic byla ovétrena elektronovou mikroskopii.
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