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ABSTRAKT

Hlavnym cielom prdce bolo vytvorenie monoklonalnej protilatky proti VP1 proteinu
BK virusu pre studium jednotlivych krokov jeho replikaéného cyklu. BK virus je
[udsky polyomavirus spOsobujici u imunosuprimovanych pacientov zavazné
ochorenie - nefropatiu asociovanu s polyomavirusom (PVAN) po transplantdcii
oblic¢iek, alebo hemoragicku cystitidu po transplantacii kostnej drene. Viriény BK
virusu maju kapsidu sikozahedralnou symetriou pozostdvajucu z 360 molekul
hlavného kapsidového proteinu VP1 a dvoch minoritnych Struktdrnych proteinov
VP2 a VP3, které vSak nie su exponované na povrchu kapsidy. VP1 je silne
imunogénny, ¢o dava moznost produkovat protilatky umozZriujuce sledovanie BK
virusu detekciou kapsidového proteinu. Ako antigén pre imunizaciu mysi pre
pripravu hybridomov boli pouzité Struktury prazdnych BK virusovych kapsid
produkovanych v hmyzich bunkdch z rekombinantného bakulovirusu. Klonovanim
hybridémov vzniknutych fuziou myelémovych buniek a B-lymfocytov z imunizovanej
mysi sa podarilo ziskat radu primarnych klonov. Jeden z nich bol klonovany do
homogenity a monoklondlna protilatka proti VP1 BK virusu bola Cistenda z
hybriddmového média afinitnou chromatografiou. Z vysledkov testovania vyplyva,
Ze ziskana protilatka 5/G10/A5/B2/8 rozpoznava konformacny epitop a da sa
pouzivat pre detekciu proteinu VP1 i virionov v bunkdch metédou nepriamej
imunofluorescencie. Protilatka nedetekuje VP1 sekvencéne pribuzného virusu SV40.
Minoritné proteiny VP2 a VP3 polyomavirusov sa viazu na vnutrobunkové
membrany a perforuju ich. Bolo postulované, Ze tato ich vlastnost by mohla byt
virusom vyuzivand k uvolneniu virionov z endoplazmatického retikula do cytosdlu
na jeho ceste do bunkového jadra. Predpoklada sa, Ze VP3 na membranach
oligomerizuje a vytvara otvory pre unik rozvolnenych viridonov. Schopnost VP3
oligomerizovat sme chceli dokdzat metddou BiFC (bimolecular fluorescence
complemantation). Pre tento Ucel bola navrhnutd séria primerov pre konstrukciu 4
plazmidov pre expresiu VP3 proteinu fuzovaného s jednou alebo druhou ¢astou
ZItého fluorescenceného proteinu v oboch orientdciach. Konstrukty boli overené
sekvenovanim. Dva skonstruované plazmidy pcDNA3-NYFP-VP3 exprimujuci fuzny
protein pozostavajuci z N-termindlnej casti YFP pripojeného na N-konci VP3
proteinu a pcDNA3-VP3-NYFP exprimujuci fuzny protein tiez N-terminalnej ¢asti YFP
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na C-konci VP3 proteinu mali spravne sekvencie a su pripravené k pouZitiu. Zatial sa
nepodarila konstrukcia vektoru nestceho gén pre fuzny protein C-termindlnej Casti
YFP a VP3 v oboch orientdciach, kde sekvenovanie dokazalo sekvenéné poruchy.
Preto zatial nebolo moZné objasnenie oligomerizacie VP3 proteinov touto metédou

komplementdcie YFP - BiFC realizovat.

Kliéové slova: polyomavirus, BKV, VP1, antigén, VP2, VP3, oligomerizacia, BiFC



ABSTRACT

The aim of this study was to create a monoclonal antibody against VP1 protein BK
virus for study of individual steps of its replication cycle. BK virus is human
polyomavirus which causes serious disease - polyomavirus associated nephropathy
in immunocompromised patients after renal transplantation or hemorrhagic cystitis
after bone-marrow transplantation. Virions of BK virus have capsids with
icosahedral symmetry consisting of 360 molecules of the major capsid protein VP1
and two minor structure proteins VP2 and VP3, which are not exposed on the
capsid surface. VP1 is highly immunogenic what gives us possibility to produce
antibodies capable of BK virus monitoring by capsid protein detection. Empty BK
virus particles produced in insect cells from a recombinant baculovirus were used as
antigen to immunize mice for preparing hybridomas. Cloning of hybridomas created
by fusion of myeloma cells with B-lymphocytes from immunized mouse gave us
series of primary hybridoma clones. One of them, 5/G10/A5/B2/8, was cloned to
homogenity and monoclonal antibody against VP1 BK virus was purified from
hybridomas medium by affinity chromatography. The analysis of antibody
properties revealed that it recognizes a conformation epitope and can be used for
VP1 protein and virion detection in cells by indirect immunofluorescence. Antibody
does not detect VP1 of related SV40 virus.

Polyomavirus minor proteins, VP2 and VP3, bind intracellular membranes and
perforate them. It was suggested that this ability could be used to release virions
from the endoplasmic reticulum to cytoplasm on their trafficking to cell nucleus. It
is postulated that molecules of VP3 oligomerise at the membrane and create an
aperture for partially disassembled virion escape. We decided to prove the ability of
VP3 oligomerization by BiFC (bimolecular fluorescence complemantation). For this
we designed series of oligonucleotide primers for constructing 4 plasmids for
expression of VP3 protein fused with one or other part of yellow fluorescent protein
in both orientations. Sequencing of all four constructs proved two of them —
pcDNA3-NYFP-VP3 which encodes fusion protein consisting of N-terminal part YFP
linked to the N-terminus of VP3 and pcDNA3-VP3-NYFP which encodes fusion
protein consisting of N-terminal part of YFP linked to the C-terminus of VP3 protein
to be correct. They are now ready to use. Unfortunately, vectors carrying gene for
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C-terminal part of YFP fused with VP3 in both orientation exhibited several
sequence defects. Therefore, we were not able to prove VP3 protein

oligomerization by complementation of YFP - BiFC yet.

Key words: polyomavirus, BKV, VP1, antigen, VP2, VP3, oligomerization, BiFC
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Polyomavirusy patria medzi malé neobalené DNA virusy rozsirené na celom svete.
Boli objavené v 50-tych rokoch minulého storodia a odvtedy patri mysi
polyomavirus a opici virus SV40 k dékladne studovanym objektom. Zaujimavé su pre
svoj onkogénny potencial, ale posluzili tieZ k objasneniu mechanizmov regulacie
bunkového cyklu, funkcie niektorych tumor supresorov, objasneniu génovej
expresie a u SV40 bol objaveny alternativny zostrih. Mysim polyomavirusom, ktory
patri k modelovym organizmom, sa zaoberda dlhodobo aj naSe laboratérium.
Nespornou vyhodou u tohoto virusu je nepatogénnost u ludi a teda relativna
bezpecnost pri praci s nim. AvSak objavenim polyomavirusov ako ludskych
patogénov, z ktorych niektoré sposobuju zavazné ochorenia u imunosuprimovanych
pacientov, sa do popredia dostali aj tieto polyomavirusy. Medzi najviac Studované
ludské polyomavirusy patria BK virus, JC virus a v poslednej dobe aj Merkel cell
polyomavirus, ktorého DNA bola ndjdend u pacientov s najagresivnejSou formou
rakoviny koZe. Je preto doélezZité poznat Zivotné cykly tychto virusov, ich receptory
na bunkach, interakcie s hostitelskymi bunkami, internalizacné procesy, ako aj
interakcie virusov s intraceluldarnymi bunkovymi komponentami. Tieto procesy by v
buduicnosti mohli poméct aj z lekarskeho hladiska pri vyvoji potrebnych liekov.
Laboratérium sa preto odnedavna zaobera aj BK virusom, ktorého prirodzenym
hostitelom je ¢lovek a u infikovanych imunosupresivnych [udi spbsobuje
polyomavirusom asociovanu nefropatiu alebo hemoragicku cystitidu. Preto sme sa
rozhodli prispiet k $tudiu Zivotného cyklu BK virusu. Tato diplomova préaca sa viac-
menej zaoberda vyvinom reagencii — konsStrukciou plazmidov pre Studium
proteinovych interakcii a pripravou monoklondlnej protildtky nevyhnutnej pre

vizualizaciu virionov v bunkach.
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2.1. CerAD POLYOMAVIRIDAE

Clenovia ¢elade Polyomaviridae st malé neobalené virusy s dvojvldknovou DNA a
kapsidou s ikozahedralnou symetriou (Gottlieb et al., 2001). Su schopné
perzistentne] infekcie, maju onkogénny potencial a boli ndjdené u mnohych druhov
cicavcov a vtakov (Allander et al., 2007).

Celad Polyomaviridae je sucasne zastlpena jedinym rodom- Polyomavirus.
V oktébri 2010 navrhla Vyskumna skupina pre Polyomavirusy z Medzinarodného
Vyboru pre Taxondmiu Virusov (International Committee on Taxonomy of Viruses-
ICTV) rozdelenie ¢elade Polyomaviridae na Orthopolyomavirus a Wukipolyomavirus,
ktoré by obsahovali cicavéie druhy a Avipolyomavirus vtacie druhy. Kritéria pouzité
pri vytvarani novych taxdnov zahfnaju biologické vlastnosti, ako aj vztahy
nukleotidovych sekvencii, teda okruh hostitelov, geneticky repertoar a sekvencnu

identitu celého genému (Johne et al., 2011).

Wukipolyomavirus Avipolyomavirus
33
£ feos

Orthopolyomavirus

Obr.2.1: Fylogenetické vztahy medzi Polyomavirusmi zaloZené na celogendmovej nukleotidove;j
sekvencii. Strom bol vytvoreny metdédou neighbour joining pouZitim Kimura 2-parametrového
distancného modelu (prevzaté z Johne et al., 2011).

Prvy objaveny bol v roku 1953 mysi polyomavirus (MPyV) Ludwikom Grossom, ktory
Studoval prenos mysej leukémie. Zistil, Ze u mysi inokulovanych extraktom buniek
z mysi, ktoré nemali leukémiu, sa vyvinuli tumory parotid- velkych slinnych Zliaz a Ze
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tento parotidovy agens méZe byt oddeleny od virusu mysej leukémie filtraciou
s malymi pérmi (Gross 1953). Neskor Eddy a Stewart zistili, Ze tento virus sposobuje
mnoho réznych typov nadorov pri inokulacii mysiam a nazvali ho preto “poly“oma
z gréctiny (Eddy et al., 1958, Stewart et al., 1958). Virus bol pouzivany pre Studium
bunkovej transformdcie a Studium interakcii virusu s hostitelom, ktoré vedu
k rozvoji nadoru (Losada et al., 2006).
Roku 1960 bol objaveny Simian virus 40 (SV40), kterého hostitefom je makak
rhesus, ako kontaminant formalinom inaktivovaného poliovirusu pestovanom na
oblickovych bunkach makaka rhesusa (Sweet & Hilleman, 1960). Tato poliovirusova
vakcina bola distribuovana niekolko stotisic ludom od roku 1955 aZz 1963. SV40
indukuje nadory u hlodavcov a je schopny transformovat mnoho typov bunkovych
kultdr, vratane ludskych. Je oblubenym laboratérnym modelom pre Studium
mechanizmov molekularnych procesov v eukaryotickych bunkidch a Stddium
bunkovej transformacie (Butel et al., 1999).
Prvé dva polyomavirusy s clovekom ako prirodzenym hostitelom boli objavené
vroku 1971. Bol to JC virus, vyizolovany z primarnych kultdr fudskych fetdlnych
buniek mozgového tkaniva po inokuldcii extraktom z mozgu pacienta s progresivnou
multifokalnou leukoencefalopatiou (Padgett et al., 1971). A kratko na to bol
objaveny BK virus v moci pacienta pod vplyvom imunosupresiv po transplantacii
obliciek (Gardner et al., 1971).
Skriningom ludskych vzoriek respiracného traktu boli vroku 2007 detekované
dalSie, dovtedy nezname polyomavirusy- Kl (Karolinska Instituted) a WU
(Washington University) u ludi s respiraénym ochorenim (Allander et al., 2007,
Gaynor et al.,, 2007). Aj ked su si KI a WU virusy navzajom podobné, miera
divergencie medzi KI a WU je vacsSia ako divergencia medzi SV40 a BKV. Niektoré
analyzy podporuju hypotézu, ze vetva WU/KI je blizSia primatim polyomavirusom,
zatial ¢o ¢rty WU gendmu podporuju nazor, Zze by mohol byt viac podobny mysiemu
polyomavirusu (Gaynor et al., 2007).
Hladanim infekéniho agens vo vzorkach karcindmov Merkelovych buniek v roku
2008, bol az v80 % tychto karcindmov objaveny gendm nového polyomavirusu-
(Merkel Cell Polyomavirus), integrovany v gendme nadorovych buniek (Feng et al.,
2008).
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DalSie dva polyomavirusy- human polyomavirus 6 a 7 boli objavené amplifikatnou
technikou (rolling circle amplification) vo vzorkach koZe zdravych jedincov
(Schowalter et al., 2010).

Vtom istom roku bol u pacienta s ochorenim trichodysplasia spinulosa najdeny
virus, nazvany Trichodysplasia spinulosa- associated polyomavirus. Toto ojedinelé
ochorenie spoOsobuje koZné lézie na tvari, hlavnhe nose a obodi u

imunosuprimovanych pacientov (Meijden et al., 2010).

Genus Orthopolyomavirus (type species Simian virus 40}

Baboon polyomavirus 1 SA12 monkey
Bat polyomavirus BatPyV  bat
B-lymphotropic polyomavirus LPyV monkey
BK polyomavirus BKPyV human
Bornean orangutan polyomavirus OraPyV1l orangutan
Bovine polyomavirus BPyV cattle
California sea lion polyomavirus SLPyY sea lion
Hamster polyomavirus HaPyV  hamster
JC polyomavirus JCPyv human
Merkel Cell polyomavirus MCPyY  human
MNurine pneumotropic virus MPLV mouse
Murine polyomavirus By mouse
Simian virus 40 SV40 monkey
Squirrel monkey polyomavirus SgPyV monkey
Sumatran orangutan polyomavirus OraPyV2 orangutan
Trichodysplasia spinulosa-associated polyomavirus TSPyV human

Other related virus that may be a member of the genus Orthopolyomvirus but has nost been approved as a species

Genus Wukipolyomavirus (type species K| polyomavirus) HPyV6 human
Human palyomavirus 6 HPyWT human
Human polyomavirus 7 KIPyY human
¥l polyomavirus WUPYV  human

WU polyomavirus

Genus Avipolyomavirus (type species Avian polyomavirus) APy parrot, birds
Avian polyomavirus CaPyV canary birds
Canary polyomavirus CPyV Jackdaw
Crow polyomavirus FPyV bullfinch
Finch polyomavirus GHPyY goose

Goose hemorrhagic polyomavirus
Other viruses with similarities to members of the family Polyomaviridae that have not been assigned to a polyomavirus species

Athymic rat polyomavirus ratPyv rat
Baboon polyomavirus 2 BPyV2 monkey
Cynomolgus polyomavirus CyPV monkey
Rabbit kidney vacuolating virus RKV rabbit

Tab.2.2: Tabulka znazorriuje doteraz objavené polyomavirusy s oznacenim a uvedenim hostitela
(prebraté a upravené z Johne et al., 2011).

2.2. STRUKTURA VIRIONOV

Jednym z najjednoduchSich a najlepSie charakterizovanych  prikladov
polyomavirusov je mysi polyomavirus. Jeho kapsidu tvori 360 molekul hlavného
kapsidového proteinu VP1 a celkom 72 molekul minoritnych proteinov VP2 a VP3.
Molekuly VP1 proteinu su na povrchu usporiadané do pentamérnych jednotiek,
pricom kazda pentaméra tvori dutinu, do ktorej sa nekovalentne viaze minoritny

protein VP2 alebo VP3 (Barouch & Harrison 1994). 12 pentavalentnych a 60
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hexavalentnych kapsomér je poskladanych do pozicie 5- a 6- koordinovanych
vrcholov (Caspar & Klug, 1962). Karboxytermindlny koniec VP1 sprostredkuje
interpentamérne kontakty, ktoré drzia kapsidu pohromade a aminoterminalny
koniec ma ulohu vo vazbe virusovej DNA. Sekvencia blizko C-konca VP2/VP3 je
nevyhnutnd a dostaCujuca pre vznik komplexu pentaméru VP1 s molekulou

minoritného proteinu (Barouch & Harrison 1994).

Obr.2.3: Krystalova struktura mysieho polyomavirusu v komplexe so sialyloligosacharidovymi
receptorovymi fragmentami (Stehle T, Harrison SC 1996, prevzaté z
http://www.virology.wisc.edu/virusworld/images/polyoma_1sid.jpg)

2.3. CHARAKTERISTIKA BK ViRUSU

2.3.1. EPIDEMIOLOGIA

BK virus (BKV) je rozsireny a vSadepritomny, viac ako 70 % fudi na celom svete je
séropozitivnych, teda boli vystaveni Polyomavirus hominis typu 1, teda BKV.
Epidemiologické, virologické a fylogenetické data wukazuju, Ze sa ludské
polyomavirusy vyvijali spolu s hostitelom, o ¢om sved¢i vysoka prevalencia, nizka
morbidita, latencia a asymptomaticka reaktivacia. BK virus zdiela 75 % svojho
genomu s JCV a 70 % s SV40 (Hirsch & Steiger, 2003).

Infekcia BKV sa objavuje v uUtlom detstve zvyéajne po vymiznuti materskych
protilatok bez Specifickych syndromov, nasledovand nereplikativnou infekciou v

roznych tkanivach, hlavne urogenitdlnom trakte. Asi u 5 % ludi dochadza k
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asymptomatickej reaktivacii a replikacii virusu na nizkej Urovni. Pri vysokych
urovniach replikacie virusu dochadza k “polyomavirus- associated nephropathy” -
PVAN (nefropatia asociovand s polyomavirusom) pri transplantacii oblic¢iek a
hemoragickej cystitide pri transplantdcidch kostnej drene, pricom PVAN sa poklada
za jednu z hlavnych pri¢in odhojenia transplantdtu do prvych dvoch rokov po
transplantdcii (Hirsch, 2005).

Hlavna liecba BKV nefropatie spociva v redukcii imunosupresie. Rozne stratégie
zahfiaju redukciu alebo prerusenie liecby kalcineurinovym inhibitorom a/alebo
inych  adjuvans, zamenou za azatioprin, sirolimus, alebo leflunomid.
Zivotaschopnost pacientov sa zvy3uje pri diagnostikovani BKV nefropatie do 6
mesiacov po transplantacii v porovnani s pripadmi, ked dochddza k diagnostike
neskor (Bohl & Brennan, 2007).

Okrem toho sa BKV pri autoimunitnych ochoreniach povaZuje za Spustaca
patologickej imunitnej odpovede, v experimentalnych Studiach moziu byt tieto
odpovede indukované DNA proteinovymi komplexami s histonmi alebo velkym T
antigénom. TieZ bola postulovana asocidacia medzi BKV a systémovym ochorenim
lupus erythematodes, ale hypotetickd uloha BKV v autoimunitnych ochoreniach nie
je Specificka a podobnu odpoved u tychto pacientov mézu vyvolat aj iné antigény
(van Ghelue et al., 2003).

Cesta prenosu BKV nie je celkom objasnend, sucasné studie ukazuju, Zze BKV je
schopny infikovat a replikovat sa v bunkach slinnych Zliaz, ¢o by mohlo svedcit o
potenciondlnej ceste prenosu. BKV bol detekovany v slindch pacientov s HIV-

asociovanou patolégiu slinnych Zliaz, ako aj u zdravych jedincov (Jeffers et al., 2009).

2.3.2. VIRION A ORGANIZACIA GENOMU
Virusova kapsida ma ikozahedralnu symetriu a ma velkost 45-50 nm v priemere.
Gendm, podobne ako u inych polyomavirusov, pozostava z cirkularnej dvojvlaknovej
DNA s velkostou asi 5 tisic bazovych parov (bp). Gendm BKV sa ¢leni na véasny
region, pozdny regién a regulaény alebo nekddujuci kontrolny region, ktory
obsahuje prométory, enhancery a pociatok replikdcie. Gendm je prepisovany v

oboch smeroch, véasny region koduje nestruktirne proteiny- velky a maly T antigén
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(LT , St ), zatial¢o pozdny region kdéduje Strukturne proteiny VP1, VP2, VP3 a

neStrukturny agnoprotein (Jeffers et al.,2009).

VP1
VP3
large T-ag | \
]
' VP2
)
small T-ag ag&

NCCR

Obr.2.4: Schematické znazornenie genému BK virusu (prevzaté a upravené z Myhre et al., 2009)

2.3.3. NEKODUJUCI KONTROLNY REGULACNY REGION

Nekddujici kontrolny regulaény regién NCCR (Non coding control region ) je
lokalizovany medzi v€asnym a pozdnym regidonom. Zatial€o napriklad u SV40 je dlhy
okolo 350 bp, u BKV jeho velkost variruje medzi r6znymi izoldtmi (Johnsen et
al.,1995). NCCR je rozdeleny do piatich po sebe iducich blokov oznaéenych, P 68, Q
39, R 63 (Markowitz & Dynan, 1988), O 142 ako origin a S 63, kde ¢isla udavaju dizku
v bazovych pdroch (Sundsfjord et al., 1994, Ferguson & Subramani, 1994).

Su v nom obsiahnuté repetitivne sekvencie, napr. rozsireny kmen Dunlop obsahuje
triplikaciu 68 bp dlhého bloku s 18 bp dlhou deléciou v stredovej repeticii, kmen
WW je odliSny od vacsiny BKV kmenov svojou absenciou repetitivnych DNA
sekvencii (Markowitz & Dynan, 1988). Heterogenita NCCR rozlicnych BKV kmenov
by mohla odrazat schopnost polyomavirusov na adaptaciu na nové bunkové
prostredia, pretoZe duplikacie, delécie a nové spojenia P, Q a R blokov vytvaraju
udajne nové vazbové miesta pre transkripcné faktory. Takato varidcia by teda mohla
ovplyvnit relativnu Ucinnost transkripcie a replikacie v rbéznych hostitelskych
bunkach a teda aj permisivitu a onkogénny potencial ako v bunkovych kultidrach, tak
aj v ludskom organizme (Johnsen et al.,1995).

Aktivita enhancerov v NCCR je zdavisld na vazbe hostitelskych transkripénych
faktorov. Kazdy jeden z troch kmenov- Dunlop, WW, MM obsahuju 3- 6 vazbovych

miest pre protein z NF1 rodiny transkripénych faktorov (Markowitz & Dynan, 1988).

24



Okrem toho BKV kontrolny region obsahuje aj jednotku odpovedajucu na hormaony,
ktora pozostdva z glukokortikoid a/alebo progesteron odpovedajuceho elementu
(GRE/PRE-  glucocorticoid and/or progesterone response element) a
z estrogénového elementu (ERE- estrogen response element). Studie ukazali, e
glukokortikoidny receptor a progesterénovy receptor sa viazu do tejto BKV GRE/PRE
sekvencie, zatialCo estrogénovy receptor sa viaze do BKV ERE motivu. Pridanie
syntetickych steroidnych horménov zvySuje permisivitu hostitelskych buniek pre
infekciu BKV niekolkokrat. Tieto BKV hormodnové elementy by tak mohli hrat
dolezitu ulohu zvySovanim produktivnej BKV infekcie a mozno aj pri reaktivacii
latentnej infekcie behom zvySenej hladiny steroidnych horménov za fyziologickych,
Ci patologickych podmienok, teda aj pri BKV reaktivacii pocas tehotenstva (Moens et

al., 1994).

2.3.4. PRODUKTY VCASNEHO REGIONU GENOMU BKV A DALSICH LEPSIE
CHARAKTERIZOVANYCH POLYOMAVIRUSOV
Vcasny region koduje velky tumorovy antigén (LT antigén) ako hlavny regulacny
protein a podporujuci maly tumorovy antigén (St antigén) (Hirsch & Steiger, 2003).
Vznikaju alterntivnym zostrihom mRNA (Lee & Langhoff, 2002).

2.3.4.1.  VELKY T ANTIGEN

LT antigén je velky jadrovy fosfoprotein nevyhnutny pre virusovu replikaciu (Cole et
al., 1996). Jeho uloha v Zivotnom cykle je dolezitd pre produktivnu infekciu, expresia
T antigénu je okrem regulacie transkripcie kontrolovana aj posttranskripcéne. U SV40
boli ndjdené microRNA, ktoré downreguluju expresiu T antigénu (Sullivan et al.,
2005).

LT antigén viaZze oblast pociatku virusovej replikacie a rekrutuje hostitelski DNA
polymeradzu (Dyson et al., 1990). LT iniciuje DNA replikdciu svojou helikdzovou
aktivitou, ktord rozvija DNA duplex dvojsmerne. Iniciaénym krokom je vazba LT do
ori. Zheng et al. ukdzali, Ze aminokyseliny ATP- vazbového miesta LT antigénu BKV
hraju dolezitu ulohu v sprostredkovani replikacie virusovej DNA. Porovnavanie
sekvencii ukdzal konzervaciu tychto kritickych aminokyselin aj u JC virusu a virusu

SV40 (Zheng et al., 2009).
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T antigén ma schopnost viazat proteiny z rodiny pRb, p107 a p130 in- vivo aj in-
vitro. VSetky tieto tri proteiny viaze aj LT antigén SV40 virusu, ale hlavnym
rozdielom je, Ze pre detekciu interakcie LT BKV s pRb, p107 a p130 musia byt
v bunke syntetizované malé mnozZstvo LT antigénu naznacuje, Ze iba mala frakcia
pRb, p107 a p130 je inaktivovana vazbou s LT antigénom BK virusu (Harris et al.,
1996). LT antigén stimuluje predéasné uvolnenie E2F faktora z pRb komplexu
vazbou hypofosforylovanej formy pRb. pRb normalne tento E2F transkripény faktor
viaZe a reprimuje transkripciu génov zahrnutych do priebehu S fazy a DNA syntézy,
teda volny E2F tieto gény aktivuje (Dyson et al., 1990).

DalSia doména LT antigénu viaze p53, ktorého normalnou funkciou je detekovat
poskodenia DNA v bunke a zastavit bunkovy cyklus alebo aktivovat apopticky
program (Dyson et al., 1990).

LT viaze vacsinu p53 proteinu v bunke. Protein p53 indukuje pri DNA poSkodeni
pozastavenie bunkového cyklu v G; faze alebo apoptdzu. Pozastavenie bunkového
cyklu poskytne ¢as na opravy DNA a pokial je poskodenie DNA prili$ velké, bunka
prejde apoptdzou. Obe patria ku kritickym schopnostiam bunky odpovedat na
interné alebo externé stimuly a ochranit tak bunku pred potencionalnymi zhubnymi
mutdciami (Harris et al., 1996).

Teoreticky by velky T antigén mohol byt dobrym cielom pre objavenie liekov,
pretoze je kltucovy protein nevyhnutny pre DNA replikaciu, je vysoko konzervovany
v réznych virusovych kmenoch a neexistuje Ziaden homoldgny protein, ktory by sa
nachadzal v ludskych bunkach, ¢o ponuka dobrid Sancu na vyvoj anti- virusovych

latok s akceptovatelnym profilom toxicity (Zheng et al., 2009).

2.3.4.2.  MALY T ANTIGEN
Vsetky polyomavirusy obsahuju otvoreny Citaci rdmec a zostrihové signaly pre St
antigén. St antigén zdiela amino- terminalny regién s LT antigénom, pretoZe oba
proteiny su iniciované z jedného ATG iniciacného koddnu. Unikatny karboxylovy
koniec St antigénu je vytvoreny zostrihom spolo¢nej mRNA (Pipas, 1992). St antigén

u SV40 virusu uplatriuje svoj efekt hlavne vazbou podjednotiek protein fosfatazy A2
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a teda moduluje zlozky drah signalnych transdukcii a zamedzuje defosforylacii

viacerych transkripénych faktorov (Moens et al., 1997).

2.3.5. PRODUKTY POZDNEHO REGIONU BKV GENOMU
Expresia z pozdnej oblasti je iniciovand po Starte DNA replikacie. Produktom su
kapsidové proteiny VP1, VP2, VP3 a neStruktirny agnoprotein. VP1 protein sa
usporiadava po svojej syntéze do pentamérov. Jedna molekula VP2 alebo VP3 sa
eSte v cytoplazme viaze k dutine pentaméru a cely komplex je transportovany do

bunkového jadra. (Griffith et al., 1992).

2.3.5.1. VP1 PROTEIN
Vo viridne tvori VP1 asi 80 % vSetkych proteinov. Bolo dokdzané, Zze rekombinantny
protein VP1 produkovany v baktériach je schopny sa usporiadavat in vitro do
prazdnych kapsidovych Struktur s velkostou a morfoldgiou podobnou nativnym
kapsidam, za pritomnosti vapnika (Gillock et al., 1997). VP1 monoméry pozostavaju
z antiparalelnych retazcov zloZenych do B-barelovej Struktiry s vystavenymi
vonkajsimi interaktivnymi slu¢kami a s XC- koncovymi flexibilnymi viaknami, ktoré sa
tlacia na susedny monomér (Stehle et al., 1996).
Usek na N konci VP1 proteinu, ktory tvori asi 15 aminokyselin je orientovany do
dutiny pentaméru a interaguje s nukleoproteinovym jadrom. Prvych 11
aminokyselin na N konci VP1 tvori jadrovy lokalizacny signal (NLS- nuclear
localization signal) (Chang et al., 1992). Okrem toho prvych 5 aminokyselin na N
konci VP1, bolo identifikovanych ako esencidlna VP1 DNA- vazbova doména bez
DNA sekvencnej Specifity (Chang et al., 1993).
C- koniec VP1 proteinu sprostredkuje interpentamérne kontakty, ktoré drzia
kapsidu pohromade (Garcea et al., 1987). Usek aminokyselin od Pro- 232 po Asp-
364 polyomavirusového VP1 proteinu ma schopnost viazat vapnik (Ludlow &
Consigli, 1987). V kapside SV40 sa nachadza asi 700 miest pre vazbu vapnikovych
idnov. Tieto miesta sa vyskytuju na kazdej molekule VP1 v pare. Dve zdvojené
miesta koordinuju vapnikové idny medzi dvomi VP1 retazcami z jedného pentaméru
a karboxytermindlnym koncom zdruhého pentaméru atymto spevnuju
interpentamérne interakcie v kapside (Liddington et al., 1991, Stehle et al., 1996).
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Z barelového zakladu VP1 proteinu BK virusu, ako aj inych polyomavirusov, vybieha
pat sluciek- BC, DE, EF, GH a HI. Slucka BC zahfna kratky regién- “BKV subtyping
region”- 1744- 1812 nt, ktory je charakterizovany nukleotidovym polymorfizmom,
ktory sa pouZiva na klasifikaciu kmenov BKV do 4 subtypov- BKV I, II, Ill a IV
(Tremolada et al., 2010).

Z vysledkov neddvnej identifikacie fosforylovanych aminokyselin v Struktirnych
proteinoch BK virusu vyplyva, Ze fosforylacia Ser- 80 vo VP1 proteine je klt¢ova pre
Sirenie BK virusu, pri cielenej mutagenéze dochddza k zruseniu expresie LT a VP1
proteinu (Chen et al., 2011).

Kapsidy SV40, ako aj mysieho polyomavirusu su schopné disociovat na VP1
pentaméry za redukénych podmienok po oSetreni EGTA (Brady et al., 1977). To bolo
potvrdené, ked krystalografické analyzy SV40 viridnov identifikovali disulfidicku
vazbu medzi B- B° pentamérmi a dva vapnikové idny pre kazdd VP1 molekulu, ktoré
su zahrnuté do interpentamérnych interakcii (Stehle et al., 1996). Disociované
viriony mysieho polyomavirusu sa in vitro reasembluju do infekénych virionov po
odstraneni redukéného cCinidla a pridani vapnikovych iénov (Brady et al., 1979).
Kanesashi et al. ukdzali, Ze odliSné podmienky indukuju usporiadanie VP1
pentamérov SV40 do sStrukturne polymorfnych partikuli t.z. “virus-like particles”
(VLPs), T=7 ikozahedralnych partikuli, T=1 ikozahedrdlnych partikuli a dlhych
tubuldrnych Struktur (Kanesashi et al., 2003). U mysieho polyomavirusu bolo
ukdzané, ze ked je alkalicky roztok kapsomér dialyzovany proti pufru s pH 5 s 0,5
mM CaCl,, vznikaju 3 odlisné typy agregatov. Okrem partikuli so znamou
ikozahedralnou Stuktirou so 72 pentamérmi, vznikali aj 12- pentamérne partikule s
ikozahedralnou Struktdrou a 24- pentamérne partikule s oktahedrdlnou symetriou
(Salunke et al., 1989).

Tak isto ako SV40 a mysi polyomavirus, aj VP1 protein BK virusu produkovany
pomocou rekombinantného bakulovirusového systému, je schopny sa usporiadavat
do virus-like particles o velkosti 45-50 nm (Touzé et al., 2001), zatialCo Li et al.
boli zo 72 pentamérnych jednotiek. Podla imunologickych studii BK - VLPs maju aj

podobné antigénne vlastnosti ako realne BKV partikule (Li et al., 2003).
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2.3.5.2. MINORITNE STRUKTURNE PROTEINY VP2 A VP3
Sekvencie minoritnych kapsidovych proteinov sa prekryvaju: VP2 obsahuje celt VP3
sekvenciu s pridanymi 115 aminokyselinami na N- konci. Aminotermindlny glycin
VP2 proteinu je u vietkych polyomavirusov myristylovany (Streuli & Griffin, 1987).
Zdielana doména VP2 a VP3 SV40 obsahuje VP1 interaktivnu doménu, jadrovy
lokaliza¢ny signal- NLS a u primdtich polyomavirusov aj DNA- vazbovu doménu
(Clever et al.,1993, Clever & Kasamatsu 1991, Gharakhanian & Kasamatsu, 1990).
Na rozdiel od primatich polyomavirusov, mysi polyomavirus a ostatné hlodavcie
virusy nie su schopné viazat DNA (Chang et al., 1993).
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Obr.2.5: Schematické znazornenie VP2 a VP3 proteinu mysieho polyomavirusu. Tmavovyznacena
(140-181) je VP1-interaktivna doména (prevzaté a upravené z Barouch & Harrison, 1994).

VP2 by mohol mat Ulohu pri rozvolfiovani virusu a oba proteiny su pravdepodobne
dolezité pre morfogenézu virusu. Fragment dlhy 42 aminokyselin situovany blizko
karboxylového konca VP3 (140- 181) mysieho polyomavirusu je dostacujuci pre
interakciu minoritnych proteinov s VP1 pentamérom. Tato interakcia je rychla,
saturovatelna a Specifickd pre spolo¢ny C-koniec VP2 a VP3 (Barouch & Harrison,
1994).

Pri elimindcii VP2 alebo VP3 Specificky cielenou mutagenézou u SV40 dochadza k
vyrazne znizenému rastu virusu, pri eliminacii oboch minoritnych proteinov, virus
nie je schopny produktivnej infekcie buniek (Cilmi, 1991). Experimenty u mysieho
polyomavirusu naznacuju, Zze minoritné proteiny maju ulohu v morfogenéze virusu a
tiez vo véasnych fazach infekcie, ale VP2 a VP3 nie su nevyhnutné pri formovani
virus- like particles v hmyzich bunkdch (Montross et al., 1991). U mysieho
polyomavirusu ma VP2 ulohu aj vo vcasnych fazach infekcie, mutantné virusy
obsahujlice nemyristylovanu VP2 formu vykazuju oneskorenie rastu virusu v dalSom
infekénom cycle s defektom v skorych fazach infekcie (Krauzewicz et al., 1990,

Mannova et al. 2002).
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Nedavne Studie ukdzali, Ze minoritné proteiny SV40 su schopné viazat sa do
membran endoplazmatického retikula a perforovat ich. (Daniels et al., 2006, Rainey-
Barger et al., 2007). Bol analyzovany hydrofébny charakter aminokyselinovych
sekvencii vo VP2 a VP3 proteine a definované 3 transmembranové domény VP2
proteinu: 1. 69- 101 aminokyselinovych zvySkov na N- konci VP2. 2. 126- 165
aminokyselinovych zvyskov v spolo¢nej VP2 a VP3 sekvencii a 3. 287- 305
aminokyselinovych zvyskov v spolocnom VP2 a VP3 C-konci. Bolo postulované, Ze
doména 1 by mohla byt zodpovednd za perforaciu membran a doména 2 za
membranovu vazbu (Rainey-Barger et al., 2007).

Transientnd expresia minoritnych Struktdrnych proteinov mysieho polyomavirusu v
permisivnych bunkdch indukuje rychlu apoptézu buniek a expresia VP3 proteinu
skrateného na polovicu (s deléciou hydrofédbnej domény 2 z N-konca) vykazuje
nizsiu schopnost zabijat bunky, ako aj zniZzend afinitu k membranam. Nizka toxicita u
skrateného VP3 naznacuje, Ze doména 2 u minoritnych proteinov méze byt dolezita
pre vazbu k membrdnam a pre indukciu apoptdzy (Huerfano et al., 2010).

Iba neddvno boli identifikované fosforylované aminokyseliny v Strukturnych
proteinoch BK virusu a ich biologicky efekt. Pri nahradeni Ser-254 vo VP2 proteine
cielenou mutagenézou a naslednej tranfekcii Vero buniek dochadza k zruseniu
expresie LT a VP1 proteinu, teda fosforylacia Ser- 254 u VP2 sa zd4 byt kltcova pri
Sireni BKV (Chen et al., 2011).

2.3.5.3. AGNOPROTEIN

Gendmy primatich polyomavirusov obsahuju na 5" konci pozdného regiénu
otvoreny Citaci rdmec (ORF) kddujuci polypeptid zo 62 aminokyselin u SV40, 66
aminokyselin u BKV a 71 aminokyselin u JCV (Cole et al., 1996). Prvykrat bol tento
otvoreny Citaci ramec objaveny pri sekvendcii SV40 virusu v pozdnych 70-tych
rokoch (Dhar et al., 1977).

Produkt tohoto citacieho rdmca s molekulovou vahou 7900 Da a 61 aminokyselin v
bunkach infikovanych SV40 bol identifikovany ako agnoprotein. Akumuluje sa v
pozdnych fazach lytického cyklu a ma kratku dobu existencie- priblizne 2 hodiny. Je
silne bazicky (pH 10,6) a ma afinitu k jednovldknovej aj dvojvlaknovej DNA (Jay,

1981). Analyzy u SV40 virusu odhalili, Ze agnoprotein je asociovany s virusovym
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nukleoproteinovym komplexom, ale nie s maturovanymi virionmi (Jackson &
Chalkley, 1981).

N- a C- termindlne domény agnoproteinu su hydrofilné, centrdlna Cast je relativne
hydrofébna (von Heijne, 1981). SV40 mutanty postradajuce agnoprotein su
Zivotaschopné, ale produkuju infekéné potomstvo pomalsie ako virus divokého typu
(Mertz et al., 1983).

Neskor bol detekovany aj agnoprotein BK virusu, objavuje sa v perinuklearnej
oblasti a cytoplazme pozde v infekénom cykle. Je fosforylovany in vivo, v BKV
agnoproteinovej sekvencii existuje niekolko potencidlnych fosforylaénych miest,
ktoré zahfnaju 2 konsenzus fosforylacné sekvencie pre protein kindzu C
konzervované medzi troma primatimi polyomavirusmi (SV40, BKV, JCV), jedno BKV
unikatne fosforylaéné miesto pre protein kindzu C a jedno fosforylacné miesto pre
kasein kinazu Il (Rinaldo et al.,1998). Fosforylovany Ser- 11 sa zda byt délezZity,
mutdciou Ser- 11 za alanin alebo aspartat dochddza k poruseniu Sirenia virusu a
redukcii produkcie infekénych virusovych partikuli (Johannessen et al., 2008).
Zmeny NCCR regionu BKV, ktoré zahfiali ciastocnd 5° koncovd deléciu
agnoproteinovej kodujucej sekvencie sa prejavili vtom, Ze tieto rekombinantné
virusy zlyhali pri produkcii infekéného potomstva. Defekt bol nasledne napraveny po
rekonStrukcii agnogénovej oblasti. Teda absencia agnoproteinu bola spojend
s nedostatkom intraceluldarneho aj extracelularneho infekéného potomstva, co
podporuje hypotézu, Ze agnoprotein hraje ulohu v produkcii infekénych virusovych
partikuli (Myhre et al., 2010).

Ani pri vysokej expresii BKV agnoproteinu in vivo neboli najdené zodpovedajuce
urovne humoralnej a bunkovej imunitnej odpovede, ¢o znadi slabud imunogenicitu
agnoproteinu BKV (Leuenberger et al., 2007).

Zda sa, Ze agnoprotein mda ulohu nie iba v replikativnom Zivotnom cykle
polyomavirusov, ale aj v deregulacii bunkovych procesov- ako kontrola bunkového

cyklu a oprava DNA, ¢o by mohlo prispievat k neoplazii (Khalili et al., 2005).

2.3.6. ZIVOTNY CYKLUS BK ViRUSU
Zivotny cyklus BK virusu zacina interakciou virusu s bunkovymi receptormi a

naslednym vstupom do bunky. Pre dosiahnutie produktivnej infekcie musi byt
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virusovy gendm doruceny do jadra, kde su exprimované véasné gény, potom sa
replikuje virusova DNA, nasleduje transkripcia pozdnych génov a zostavovanie
novych viriénov (Jiang et al., 2009).

prichytenie na «(2,3)- viazané sialové kyseliny na N- koncovych
glykoproteinech a gangliozidoch

internalizacia virusu caveclin sprostredkovanou endocytozou

intracelularny trafficking pouzitim pelymerizovanych mikrotubul

fuzia vezikal chsahujucich partikule s tubulami Golgi a ER

akumulacia virusu v perinuklearnej oblasti

Obr.2.6: Cesta infekcie BKV (prebraté z upravené z Dugan et al.,2006)

2.3.6.1. RECEPTORY BUNIEK PRE BK VIRUS
Pri Stadiu chemickej podstaty BK virusového receptoru na fudskych erytrocytoch s
pouzitim r6znych enzymov bolo zistené, Ze interakcia virusu s bunkami bola najviac
citliva k odstraneniu terminalnych sialovych kyselin neuraminidazou (Seganti et al.,
1981). Neskor bolo zistené, Ze gangliozidy zU zahrnuté pri viazani virusu na ¢ervené
krvinky, uloha gangliozidov bola demonstrovand, ked pri oSetreni buniek
neuraminidazou a neuraminidazou aj B-galaktozidazou boli nasledne tieto bunky
odolné vodi aglutindcii BK virusom, ale tato schopnost bola renovovana obalenim
buniek gangliozidmi- teda po pridani rozpustnych gangliozidov (Sinibaldi et al.,
1986). Sinibaldi et al. tiez zistili, Ze pri extrahovani gangliozidov z Vero buniek
dochdadza k znizeniu infektivity BK virusom a Ze su gangliozidy po pridani schopné
obnovit vnimavost buniek pre infekciu BK virusom (Sinibaldi et al., 1990). O dva roky
neskor ta ista vedeckd skupina zistila, Ze pri extrahovani fosfolipidov z Vero buniek
dochdadza k inhibicii BKV infektivity a hemaglutinacie, ale pri pridani fosfolipidov na
tieto oSetrené bunky dochadza zas k obnoveniu vnimavosti buniek k BK virusovej

infekcii aj hemaglutinacii ( Sinibaldi et al., 1992).
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Dugan et al., zistili, Ze pri odstraneni a(2,3)- viazanych sialovych kyselin z Vero
buniek dochddza k obmedzeniu BKV infekcie. Najprv enzymaticky ostranili
terminalne a(2,3)- a a(2,6)- viazané sialové kyseliny. Sialidaza S odstranuje a(2,3)-
viazané sialové kyseliny a neuraminidaza odstrafiuje a(2,3)- viazané kyseliny pri
nizkej koncentracii a a(2,3)- aj a(2,6)- viazané kyseliny pri vysokej koncentracii.
KedZe pouzitie oboch enzymov inhibovalo infekciu, je zrejmé, ze a(2,3)- viazané
sialové kyseliny su kritické pre infekciu BKV.

Dalej pouZitie sialyltranferazy 3pecifickej pre adiciu a(2,3)- viazanych sialovych
kyselin na N- koniec glykoproteinov, na bunky s odstranenymi sialovymi kyselinami
obnovilo infekciu. Ale sialyltransferdaza Specifickd pre adiciu a(2,6)- viazanych
sialovych kyselin na N- koniec glykoproteinov infektivitu neobnovilo, ¢o potvrdzuje,
Zze a(2,3)- viazané sialové kyseliny pripojené na N-konci maju délezitu ulohu v
infekcii Vero buniek BK virusom. Potvrdenim ulohy glykoproteinov na N-konci ako
receptorov bolo, ked iba inhibitor N-glykozyldcie znizoval infekciu v zdavislosti na
davkach inhibitoru (Dugan et al., 2005).

Gangliozidy maju ulohu v prichytavani fudskych virusov na bunky a v infekcii. Su
jednym z typov sfingolipidov zloZenych z ceramidu a oligosacharidového retazca
obsahujiceho jeden alebo viac sialovych kyselin v a(2,3)- alebo a(2,8)-orientdcii
(Dugan et al., 2007).

Low et al., dokazali, Ze BKV silne interaguje s lipozdmami obsahujucimi GT1b a GD1b
gangliozidy, nie vSak s lipidmi obsahujucimi GM1. Dokonca boli LNCaP (ludské bunky
karcindmu prostaty) normalne rezistentné pre infekciu BK virusom, po op6sobeni

GD1b a GT1b vnimavé pre infekciu BKV (Low et al., 2006).

2.3.6.2. VsTupP BK ViRUSU DO BUNKY
Neobalené virusy nemdzu fuzovat s membranou hostitelskej bunky, musia vyuZivat
iné cesty vstupu virusu. Eash et al. zistili, Ze BKV vstupuje do Vero buniek caveolin
sprostredkovanou endocytézou zdvislou na pH. PouZitim technik pre Studium
internalizacie virusu zistili, Ze BKV vstupuje do buniek relativne pomaly, takze
vacsina virusu uspesne unikne Ucinku neutralizacného séra medzi 2 a 4 hodinami po
vstupe. Deplécia membranového cholesterolu metyl-B-cyklodextrinom (MBCD)

inhibuje infekciu, pricom u Vero buniek so zablokovanou clathrin dependentnou
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endocytozou infekcia UspeSne postupuje. A naopak pri expresii mutantného
caveolinu-1 bola blokovana internalizacia virusu- teda intaktny caveolin-1 je déleZity
pre BKV infekciu. Okrem toho ukazali, Ze BKV kolokalizuje s markerom pre caveolin
sprostredkovanu endocytézu (cholera toxin B), zatial¢o s markerom pre clathrin
sprostredkovanu endocytézu BKV nekolokalizuje (Eash et al., 2004). K podobnym
vysledkom dospeli Moriyama et al. s pouzitim ludskych buniek proximalneho
rendlneho epitelového tubulu (RPTEC), kde s pouzitim MBCD a nystatinu (sp6sobuju
depléciu cholesterolu, teda inhibuju caveolin sprostredkovanu endocytézu), bola
uroven expresie T antigénu v bunkach signifikantne nizsia ako pri infekcii iba BK
virusom. BKV infekcia bola inhibovana v RPTEC bunkach transfekovanych s caveolin-
1 siRNA (malé interferujice RNA spoOsobujlce depléciu caveolinu-1), ale infekcia v
bunkach transfekovanych s clathrin siRNA (sp&sobuju depléciu clathrinu) inhibovana
nebola (Moriyama et al., 2007).

Avsak pri Studiu degradacie caveolinu-1, ako hlavného proteinu tvoriaceho caveoly
sa zistilo, Ze je detekovany v pozdnych endozédmoch a lyzozémoch, kde je potom
degradovany. Autori teda navrhuju, ze “caveozomy” ako nezdvisld organela odliSna
od endozémov, ako ju predchadzajiucich pracach popisali, sa vlastne zhoduje s
kompartmentami pozdnych endozédmov modifikovanych akumulaciou

overexprimovaného cav-1 ¢akajuceho na degradaciu (Hayer et al.,2010).

2.3.6.3.  ULOHA MINORITNYCH PROTEINOV MYSIEHO POLYOMAV/RUSU
V ADSORPCII VIRUSU NA POVRCH A VO VSTUPE DO BUNKY

Myristylované kapsidové proteiny mézu byt zahrnuté vo vcasnych fazach virusovej
infekcie- interakcie s receptormi a vstupom.

Mnoho bunkovych proteinov je acylovanych au mnohych je funkciou tejto
modifikacie interakcia proteinov s membrdnami. N- terminalna myristylacia-
kotranslaénd acylacia 14- uhlikovej nasytenej mastnej kyseliny na N- terminalny
glycin, bola ndjdenda na Sirokom spektre proteinov. NesliZi iba na ukotvenie
proteinov do intracelularnych membran. Mnoho virusovych proteinov asociovanych
so zostavovanim virionov je N- myristylovanych. Fakt, Ze sa myristylacia beZne
objavuje medzi virusovymi proteinmi naznacuje, Ze definicia jej presnej ulohy by

mohla byt uZitoénd pri navrhovani inhibitorov virusovej infektivity. KedZe
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myristylacia je medzi polyomavirusmi vysoko konzervovana, musi virusom preddvat
podstatnu vyhodu (Krauzewicz et al., 1990).

Krauzewicz et al. Studovali Ulohu myristylacie VP2 proteinu u mysieho
polyomavirusu a zistili, Ze pri cielenej mutagenéze N- termindlneho glycinu za
glutamovu kyselinu, boli virusové partikule pozorované elektronovym mikroskopom
[ahko deformované, ale mutantny virus bol schopny infikovat bunky s podstatne
nizSou infektivitou (Krauzewicz et al., 1990).

Naopak Mannova et al. neidentifikovali ulohu myristylovej kyseliny vo véasnych
fazach infekcie mysim polyomavirusom, lebo v prvom kole infekce nebola Ziadna
faza infekéného cyklu vyraznejsie spozdend a vytazok virionov bol po prvom kole
infekcie porovnatelny s vytazkom virusu divokého typu. Pri reinfekciach sa vsak
postupne zacal vytaZok viriénov zniZovat u virusu s nemyristylovanym VP2. Na
druhej strane ale Uplna absencia minoritnych proteinov sa prejavila uz vo v€asnych
fazach infekcie, mnozstvo infikovanych buniek mutantnym virusom bez VP3 bolo
o jeden rad nizSie ako v u virusu divokého typu a v pripade mutantu bez VP2 az
o dva rady nizsie ako wild-type virusu (Mannova et al., 2002).

Ulohu VP2 a VP3 uSV40 virusu $tudovali Daniels et al., ktori vytvorili mutantné
gendmy bez VP2, VP3, alebo bez VP2 aj VP3. Zistili, Ze partikule bez VP2, VP3 a bez
VP2 aj VP3 neboli infekéné. Virusové partikule bez VP2 mali znizenu adsorpcnu
afinitu k povrchu buniek v porovnani svirionmi divokého typu, naopak pri
odstraneni VP3 sa na bunky viazalo dvojndsobné mnoZstvo virusu. Viridny so
zvySenou vazbou na bunky (ktoré postradali VP3) obsahovali vy$si pomer VP2 a VP1
v porovnani svirusom divokého typu. Vsetky tieto vysledky ukazuju, ze VP2 je
zapojeny do vazby virusu na bunky a jeho absencia vyrazne zniZuje viazanie virusu
na bunky, naopak, zvySenie mnozstva VP2 zvysSuje viazanie virusu (Daniels et al.,

2006a).

2.3.6.4. DOPRAVA VIRIONOV K JADRU
Eukaryotické bunky majua komplexnt siet membranovych bariér a prepajacich
transportnych systémov, ktoré musia virusy prekonat, aby dorucili svoj geném do
jadra na expresiu a replikaciu. Preto vyuZivaju rézne mechanizmy vstupov do

hostitel'skej bunky zaloZzené na tom, ¢i je dany virus obaleny alebo nie. Neobalené
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virusy sa viazu na povrch bunky, su internalizované endocytdzou a transportované k
organelam kde sa spusta rozvolfiovanie kapsid a uvolnenie gendému (Daniels et al.,
2006a).

Ulohu mikrofilament a mikrotubul v cytoplazmatickom transporte BKV $tudovali
Eash & Atwood. Zistili, Ze zruSenie integrity siete mikrofilament narusenim aktinovej
polymerizacie latrunkulinom A neinhibovalo BKV infekciu vo Vero bunkach, ale
stabilizacia aktinovych vldkien jasplakinolidom viedla k redukcii infekcie BKV. Ukdazali
teda, Ze porucha zostavovania a rozkladania mikrofilament interferuje s infekciou
BKV adopravou kjadru. Naopak pouZitie nokodazolu (spbésobuje rozklad
tubulinovych polymérov) znizovalo uroven BKV infekcie, tento inhibi¢ny efekt bol
ale reverzibilny, odmytie inhibitoru obnovilo infektivitu. Naopak stabilizacia tubulinu
paklitaxelom nemala Ziaden vplyv na infektivitu BKV. Ich experimenty ukazali, Ze
BKV je zavisly na neporusenej sieti mikrotubul pocas infekcie (Eash & Atwood 2005).
K podobny vysledkom dospeli Moriyama & Sorokin pokusmi na bunkach primarnych
linii ludskych proximalnych epitelidlnych tubulov (RPTEC). Inkubacia RPTEC buniek
s nocodazolom a colcemidom (zbavuju bunku mikrotubul) inhibovala BKV infekciu,
ale na rozdiel od Vero buniek, u RPTEC buniek hraje dynamika mikrotubul délezitu
Ulohu v transporte BK virusu, ¢o bolo zistené pouZzitim paclitaxelu. Naopak inhibicia
dyneinu ako motorového proteinu mikrotubdl pomocou EHNA (erythro-9-(2-
hydroxy-3-nonyl) adenine hydrochloride) s infekciou BKV neinterferovala. Autori
naviac ukazali, Ze BKV kolokalizuje s markerom endoplazmatického retikula (ER),
pravdepodobne ho dosahuje 6-8 hodin po infekcii. Je moiné, Ze na tejto ceste
obchdadza Golgiho aparat, alebo cez neho prechadza v inom ¢ase ako Studovali, lebo
kolokalizacia s Golgiho aparatom bola velmi slaba (Moriyama & Sorokin 2008).

Po internalizacii BK virusu cez caveoly, endozémy s BKV partikulami navzajom fazuju
a vytvaraju clastre vezikul nazyvané caveozomy (Drachenberg et al., 2003). Bolo
ukazané, Ze pouzitie brefeldinu A (inhibitor pohybu proteinu z ER do Golgiho
aparatu) interferuje sBKV infekciou v RPTEC bunkach, teda BK virus je
transportovany do ER pred dosiahnutim jadra, membrana ER dokonca obsahuje
receptory pre BK virus (Low et al., 2006).

Otazkou zostdva, ako su kapsidy rozvolnené. Velmi malé mnoiZstvo intaktnych
viriénov v porovnani s mnozstvom perinukledrnych virusovych agregatov naznacuje,
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ze krozvolneniu dochddza pred vstupom do jadra (Drachenberg et al., 2003). ER
protein disulfid izomerdza spdsobuje konformaénd zmenu vo VP1, ktora vedie
k rozvolneniu alebo virusu cez endozomdlne membrany (Magnuson et al. 2005,
Schelhaas et al., 2007). Okrem toho, proteiny zahrnuté v ERAD drahe (ER
asociovana protein degradacnd draha), ktoré normdlne odstranfiuju nezbalené
proteiny z ER pre proteazomalnu degradaciu, su zahrnuté v ceste polyomavirusu do
jadra (Lilley et al., 2006, Schelhaas et al., 2007).

Pohyb BK virusu v bunke je vysoko regulovany, so striktnymi casovymi
a priestorovymi poZiadavkami, zahfnajuce krok s nizkym pH a ucastou
endoplazmatického retikula. Zavislost na pH pre BKV infekciu v RPTEC bola
Studovanad pouzitim NH4CI, ktory selektivne vstupuje do bunkovych kompartmentov
s nizkym pH azvySuje ho, teda rusi acidifikdciu tychto Struktdr. Pouzitie NH,4CI
vyrazne znizovalo infekciu BKV. Okrem toho pouZitie brefeldinu A, ktory inhibuje
tvorbu COPI vezikul zahrnutych v retrogradnom transporte z Golgiho apardtu do ER,
tieZ vyrazne zniZovalo percento infikovanych buniek. Jiang et al. chceli zistit, ¢i hraju
hostitelské faktory ulohu v uniknuti z ER. Testovali, ¢i su proteiny rodiny Derlinov-
transmembranovych proteinov dolezitych pre cielenie nezbalenych proteinov z ER
do cytoplazmy pre proteazomalnu degraddciu (ERAD draha) zahrnuté v tomto
procese, podobne ako je tomu u mysieho polyomavirusu (Lilley et al., 2006). V
bunkach, ktoré exprimovali mutantny Derlin-1, bola inhibovana infekcia BKV, teda

Derlin- 1 hraje ulohu v transporte BKV von z ER (Jiang et al., 2009).

2.3.6.5. ULOHA MINORITNYCH PROTEINOV V TRAFIKINGU A VSTUPE GENOMU
DO JADRA

Potencidlnu dlohu VP2 a VP3 v doruéeni gendmu SV40 do jadra cez membranu ER
(uZ po rozvolneni virusu v ER) skimali Daniels so spolupracovnikmi, vyuzitim in vitro
translacného systému, ktory umoziuje skimat VP2 a VP3 oligomerizacie, ktoré by
charakterizovali integraciu do membrany ER. Ich vysledky ukazali, ze VP2 a VP3
existuju ako solubilné proteiny viazané na VP1, ale v absencii VP1 sa obe efektivne
integruju do membrany ER ¢o naznaduje, Ze by mohli mat funkciu v translokacii DNA
cez membrdanu ER. Purifikacia VP2 a VP3 proteinov virusu SV40 z baktérii vyzaduje

detergent pre izolaciu, zatial¢o maly t antigén a VP1 su izolované aj bez detergentu,
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¢o podporuje hypotézu, Zze VP2 aVP3 su schopné integrovat aviazat sa na
membrany. Ukazali, Ze VP2 a VP3 su integrované v membrdane v konformdcii, ktora
bola vysoko senzitivna k proteolyze (Daniels et al. 2006a).

VP3 je posttranslatne integrovany do membrany ER pomocou niekolkych
transmembranovych segmentov. Tato konformdcia je charakteristicka pre proteiny
tvoriace kanaly alebo viroporiny, ale konformdcia VP3 v monomérnom stave nie je
postacujuca pre tvorbu kanalu, ktory by mohol pomoct translokacii gendmu cez
membranu ER. Autori skimali schopnost VP3 tvorit oligoméry, tato schopnost
nasledne aj potvrdili. Je nutné podotkut, Ze pritomnost VP1 takmer dplne rusi
integraciu VP2 aj VP3 do membrany ER.

Daniels et al. navrhuju, Ze pravdepodobne existuju dve cesty DNA z limenu ER do
jadra. Prvd zahriuje translokdciu do cytoplazmy nasledovani klasickym
transportom cez jadrovy por, druha zahriuje transport priamo z I[imenu ER do jadra

cez vnutornu jadrovd membranu (Daniels et al., 2006a).

Obr. 2.7: Model vstupu SV40 do ER a penetracie SV40 virusu do ER membrany: 1. vazba virusu na
bunku v kooperacii VP1 a VP2, 2. prienik membranou a vstup v caveolach, 3. endocytdza virusu
a transport v caveoldch do caveozému, 4. pucanie partikuli z caveozomu a cestovanie k ER, 5.
rozvolnenie kapsidy vER za pomoci ER- pritomnych molekularnych chaperénov a oslobodenie
genomu a VP1 pentamérov asociovanych s VP2 a VP3, 6. disocidcia VP1 pentamérov a tym uvolnenie
VP2 aVP3, 7. oligomerizacia VP2 a VP3 ainzertovanie do ER membrany a formovanie komplexu,
ktory pomaha transportu gendmu do jadra cez ER membranu, 8a. integracia VP2 a VP3 komplexu do
prifahlej ER membrany pre priamy transport gendému do jadra, 8.b integracia VP2 a VP3 komplexu do
membrany ER a transport gendmu do cytoplazmy, 9. jeden zo Struktirnych proteinov VPX uplatni
svoj NLS a DNA- vazbovi doménu a transportuje gendm do jadra (prevzaté z Daniels et al., 2006a).
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2.3.6.6.  VCASNA TRANSKRIPCIA
Virusova DNA je dorucend do jadra-miesta replikacie a skladania viriénov doteraz
nezndmym sposobom a dochadza k transkripcii v€asnych génov pre velky amaly T
antigén. Tieto produkty vcasnej transkripcie sU podrobnejSie opisané v kapitole
2.3.41 a2.3.4.2. Transkripciu zabezpecCuje hostitelska RNA polymeraza Il
Promaétorova oblast u BK virusu nie je Uplne charakterizovana, ale u archetypalneho
kmena dochddza vtejto oblasti k prestavbdm, ¢o vedie kvysokému stupnu
variability v transkripcnej aktivite medzi jednotlivymi kmenmi. Boli identifikované
vazbové miesta pre transkripéné faktory NF-1, Sp-1, AP1, NFkB v tejto oblasti, ale
ich Uloha nebola celkom objasnend. Podrobnejsie je tato oblast opisana v kapitole

2.3.3 (prebraté z review Eash et al., 2006).

2.3.6.7. POZDNA FAZA INFEKCIE

Po transkripcii dochddza k prepnutiu na DNA replikaciu, toto prepnutie je iniciované
velkym T antigénom, ktory viaze origin replikdcie aindukuje dvojsmernu DNA
replikaciu. Velky T antigén je zdroven silnym aktivdtorom pozdného virusového
promotoru, ¢o vedie po zahajeni replikacie k dalSiemu prepnutiu pre expresiu
pozdnych génov virusu- VP1, VP2, VP3, ako aj regulacného proteinu- agnoproteinu,
podrobnejSie opisané v kapitolach 2.3.5.1-2.3.5.3 (prebraté zreview Eash et al.,
2006).

V pozdnej faze Zivotného cyklu virusu dochdadza tiez k morfogenéze viridnov a ich
uvolneniu z hostitelskej bunky. Zostavovanie polyomavirusov zacina formovanim
kapsomér a translokaciou komplexov VP1 s VP2 alebo VP3 do jadra. Interakcia VP2
alebo VP3 s pentamérom VP1 je sprostredkovana ich C-koncom a vsetky Struktdrne
proteiny obsahuju jadrovy lokalizacny signal (Fields, 2007). Morfogenéza viriénov
nie je celkom objasneny proces. Podobne ako u inych polyomavirusoch, pri expresii
v eukaryotickom expresnom systéme su schopné virus- like particles BK virusu
skladat sa iba z VP1 proteinu bez pomoci dalSich bunkovych proteinov (Liet al.,
2003). Yuen & Consigli izolovali centrifugaciou v CsCl gradiente populaciu viriénov
SV40 virusu pozostavajucu zo stabilnych a nestabilnych partikuli, stabilné viridny
s hodnotou sedimentacie 240S a novo generované viriony s hodnotou 160- 170S.

Tieto vysledky naznaduju, Ze polyomavirusové kapsidy su generované z nestabilnych
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nematurovanych viridonov, Zze najprv dochadza k organizacii kapsidovych proteinov
okolo SV40 chromatinu. Postupné pridavanie kapsomér k DNA- core vedie
k formovaniu r6znych S$tadii virionov pocas infekcie v permisivnych bunkach.
Dokonca predchodzie vysledky toho istého laboratdria demonstrovali, Ze stabilné
viribny mozu byt disociované na DNA- protein core akapsoméry aizZe tieto
disociacné produkty moézu byt in vitro znova zostavované do viriénov (Yuen &
Consigli 1983).

Infekény cyklus konéi smrtou infikovanej bunky. Niektoré Studie naznaduju, Ze virus
opusta aktivne este Zivé bunky (Fields, 2007). Daniels et al. ale predpokladaju, Ze
VP1 pentaméry viazu novosyntetizované VP2 a VP3, ¢im brania ich inzercii do
bunkovych membrdn, tym VP1 funguje ako casovac, ktory zabezpeci, Ze aZ po
obsadeni vsetkych pentamérov sa VP2 aVP3 mozZu inzertovat do hostitelskych

membran a spdsobit tym bunkovu smrt a uvolnenie viridénov (Daniels et al, 2006b).

2.3.6.8.  ULOHA MINORITNYCH PROTEINOV MYSIEHO A OPICIEHO
POLYOMAVIRUSU V SMRTI HOSTITELSKEJ BUNKY

Neobalené virusy sU zostavované v jadre, preto musi virusové potomstvo pocas
procesu uvolfiovania zbunky prejst cez membrany jadra/ER a plazmaticku
membranu, bez obalovania tymito membranami. Neobalené virusy predchadzaju
tymto problémom navodenim nekrdzy. T4 je charakterizovand zva¢sovanim buniek,
fragmentaciou drsného ER a permeabilizaciou plazmatickej membrany, ¢o vyustuje
do uvolnenia cytosolickych zlozZiek a lyzy bunky. AvSak je malo zname to, ktoré
bunkové membrany si permeabilizované a aké virusové komponenty umoziuju
proces uvolfiovania virusového potomstva (zhrnuté v Daniels et al., 2006b).

V Case produkcie Strukturnych proteinov je moiné pozorovat na bunkach
cytopaticky efekt. An et al. pri studiu mechanizmov cytotoxického efektu v infekcii
mysim polyomavirusom ukazali, Ze infikované bunky vykazovali zvySenie apoptdzy
05% azvySenie nekrozy az 046% v porovnani s neinfikovanymi bunkami.
Elektrénovd mikroskopia odhalila 10% buniek s morfologickymi znakmi
apoptotickych buniek aaz 40% buniek s nekrotickymi znakmi. Infikované bunky
vykazovali hlavne nekrdzu, aj ked niekolko buniek vykazovalo apoptdzu v pozdnej

faze infekcie (An et al., 2000).
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Huerfano et al. ukdzali, Ze transientnd expresia minoritnych Strukturnych proteinov
v permisivnych bunkach indukuje smrt buniek. Vytvorili fuzne varianty VP2 a VP3
proteinov s EGFP. Varianty VP2 a VP3 s EGFP na ich C-konci boli podobne ako
samotné neflzované VP2 a VP3 vysoko toxické, zatial¢o opacné varianty s EGFP na
N- konci vykazovali ovela nizSiu toxicitu. Okrem toho skrateny VP3 protein-
s deléciou hydrofébnej domény 2 fazovany s EGFP nespOsoboval smrt buniek.
Uroveri cytotoxicity VP2 a VP3 variant korelovala sich schopnostou indukovat
apoptdzu, vysoko toxické varianty VP2 a VP3 sa ukazali byt silnymi induktormi
apoptdzy. Pouzitim pankaspdzového inhibitoru ukdazali, Ze pri individudlnej expresii
minoritné Struktdrne proteiny indukuju programovanu smrt bunky, ktora je zavisla
na kaspazovej aktivite. Autori pozorovali, Ze indukcia apoptdzy suvisi so
schopnostou minoritnych proteinov interagovat s vnutrobunkovymi membranami
a ze cytotoxicita minoritnych proteinov je pocas infekéného cyklu potlacend
vytvorenim komplexu s VP1 (Huerfano et al., 2010).

Daniels et al. ukdzali, Ze SV40 virus dokonca exprimuje dals$i pozdny protein VP4,
exprimovany cca 12- 24 hodin po expresii pozdnych strukturnych proteinov, ktory je
esencidlny pre uvolnenie virusového potomstva. Syntéza VP4 je podobne ako VP3
iniciovand z vnutorného AUG koddénu, avsak objavuje sa az v ¢ase, ktory sa zhoduje
slyzou bunky anie je inkorporovany do viriénov. Mutacia vo VP4 inicianom
koddéne SV40 udajne opozduje lyzu az o dva dni a redukuje uvolfiovanie infekénych
partikuli. Okrem toho spoloénd expresia VP3 a VP4, ale nie ich individualna expresia,
sposobuje lyzu u baktérii, ¢o naznaduje Ze ich lytické vlastnosti su vysledkom
oligomerizacie VP4 a VP3. Teda SV40 exprimuje VP4 pre inicidciu smrti hostitel'skej

bunky a uc¢inné uvolnenie virusového potomstva (Daniels et al., 2007).
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Obr.2.8: Navrhovany model zndzornujuci reguldciu lytického cyklu SV40: prvy syntetizovany je VP1,
ktory tvori pentaméry, do ktorych st zabudovavané VP2 a VP3 (A-C) a vznikaju nové viriény (D).
Stechiometria piatich VP1 na 1 VP2/VP3 brani inkorporacii dalsich molekul VP2 a VP3 do partikuli (E).
Syntetizovany VP4 oligomerizuje s VP3 prip. s VP2 a formuju pér na hostitelskej membrane (F), ktory
potom inicuje lyzu bunky a uvolnenie potomstva (G) (prebraté z Daniels et al., 2007).

Okrem toho VP3 protein je schopny indukovat bunkovd smrt aj inym sp6sobom.
VP3 protein SV40 virusu stimuluje aktivitu PARP, 49 C- koncovych aminokyselin VP3
je potrebnych pre vazbu a stimuldciu PARP enzymatickej aktivity (Gordon-Shaag et
al., 2003). PARP je jadrovy enzym vysoko konzervovany a konstitutivne exprimovany
vo vacSine eukaryotickych buniek. Modifikuje proteiny katalyzaciou pripajania
znaéne vetvenych polymérov poly(ADP-ribdzy) s vyuZitim NAD® ako substratu.
Katalyticka aktivita PARP je stimulovana vazbou na DNA zlomy. PARP ma na
svedomi mnoho bunkovych procesov ako opravu DNA poskodenia, rekombindcie,
predlZovanie telomér a chromozdmovu stabilitu, apoptézu atd. Pri poskodeni DNA
PARP rychlo aktivuje opravy DNA rekrutovanim base- excision repair komplexu
(zhrnuté v Oliver et al., 1999).

Experimenty ukazali, Ze stimuldcia PARP aktivity proteinom VP3 vedie
u infikovanych buniek k nekréze charakterizovanej stratou membranovej integrity
a tym ulahéeniu uvolfiovania virionov z bunky. PARP participuje v pozdnej faze
virusového cyklu az po expresii pozdnych génov, pretoZze tato expresia nie je

ovplyvnend PARP inhibitorom. (Gordon-Shaag et al., 2003).
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2.4. BIMOLECULAR FLUORESCENCE COMPLEMENTATION (BIFC)

Protein- proteinové interakcie hraju doélezitu ulohu v mnohych biologickych
procesoch v bunkdch. Priama vizualizacia tychto interakcii pomaha pochopeniu
bunkovych funkcii in vivo. Pre vizualizaciu proteinovych interakcii bolo vyvinutych
niekolko metdd, zahriiujuce napr. ,fluorescence resonance energy transfer” (FRET),
»protein  fragment complementation” alebo ,bimolecular fluorescence
complementation” (BiFC). Z pomedzi tychto metdd je BiFC Siroko vyuzivana vdaka
svojej jednoduchosti a vysokej citlivosti (Kerppola 2008).

Je relativne jednoduchou technikou zaloZenou na rekonstitucii fluorescenéného
proteinu. Interagujici proteinovy komplex moze byt vizualizovany priamo v Zivych
bunkach. Pokial su k jednému z interagujucich proteinov pripojené sekvencie zhruba
jednej polovice zltého fluorescenéného proteinu (YFP) a k druhému interagujucemu
proteinu druha polovica YFP sekvencie, pri interakcii tychto proteinov dochddza ku
opatovnej rekonstitucii  fluorescenéného  proteinu, ateda kobnoveniu
fluorescencného signalu. Naviac dochddza k vizualizacii subcelularnej lokalizacie
interagujucich proteinov (Pattanaik et al., 2011).

Proteinova komplementacia je Studovand uz takmer pol storocia. Ukdazalo sa, Ze
fragmenty mnohych proteinov navzajom asociuju a vytvdraju funkéné komplexy.
Komplementdaciu medzi enzymovymi fragmentami prvykrat pozoroval Richards este
v roku 1957, pouzitim subtilizinom Stiepenej hovadzej pankreatickej ribonukleazy.
Subtilizinom ju rozdelil na N- termindlny peptid (RNase-S-Pep) a zvySok molekuly
(RNase-S-Prot). Osetrenim trichloracetatovej kyseliny bolo mozné tieto fragmenty
od seba uUplne oddelit, pricom vykazovali iba menej ako 5% zvySkovej enzymaticke;j
aktivity. Nasledne vsak po zmiesani fragmetov bola plne obnovend enzymaticka
aktivita (Richards 1958).

Genetickd komplementdcia medzi rozdielnymi alelami rovnakého génu bola
charakterizovand pouzitim B-galaktoziddzovych mutantov, ktoré rastli na laktdze pri
koexpresii v tych istych bunkach (Ullman et al., 1965, 1967, 1968).

Mimoriadny vyznam S$tldiu proteinovych interakcii dodala demonstracia, Ze

asociacia medzi proteinovymi fragmentami moze byt ulahéena faziou fragmentov
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so Specifickym interagujiucim partnerom, ako prvykrat ukdzali Johnsson &
Varshavsky u kvasiniek. Fuzne proteiny obsahujuce ¢asti ubigitinu boli po interakcii
in vivo rychlo Stiepené ubigitin- Specifickymi protedzami, ktoré rozpozndvaju
zbalend konformdciu ubigitinu. Ked bol C-terminalny fragment ubigitinu (Cyp)
exprimovany ako fuzny protein k reporterovému proteinu, tak fuzny protein bol
Stiepeny iba ked N- termindlny fragment ubigitinu (Ny,) bol tieZ exprimovany v tych
istych bunkdch. Rekonstitdcia nativneho ubigitinu z tychto fragmentov nebola
pozorovand s mutdciou upravenym Ng,. AvSak ak C,, a upraveny N, boli kazidy
pripojeny k polypeptidom interagujucim in vivo, Stiepenie fuzneho proteinu
obsahujuceho C,, bolo obnovené. Tato metdda, ktoru nazvali USPS (ubiquitin-
based split- protein sensor), prakticky umoznila monitorovat protein- proteinové
interakcie v ¢ase a v ich prirodzenom mieste v Zivych bunkdch (Johnsson &

Varshavsky 1994).

d

Obr. 2.9: Stiepenie ubikvitinu (Ub) ako senzoru pribuznosti in vivo. a. diagram $truktdry ubigitinu
s jeho dvomi subdoménami znazornenymi fialovou a zelenou (ako aj v b-d). Sipka zndzorfiuje miesto
inzercie 68 zvyskov alebo $tiepenia medzi subdoménami. Cislami st zndzornené niektoré zvysky, lle-
13 je miesto mutacie, je v druhom retazci B-listu, kde interaguje s hydrofébnou stranou a-helixu. b.
novoformovany Ub s inzerciou (¢ervenou linkou) medzi N- terminalnou (fialovym) a C- termindlnou
Castou (zelenym) viazany k reportérovému proteinu (Re, Zltou). Inzercia neinterferovala so skladanim
Ub, ¢o bolo potrebné pre Stiepenie fuzneho proteinu Ub-Specifickymi protedzami (UBPs) in vivo
a doslo k odstiepeniu volného reportéru. c. ak boli N, a Cy, koexprimované ako oddelené fragmenty,
s Cy, stale viazanym k reportéru, bola aj tak zas pozorovana rekonstrukcia Ub. d. rekonstrukcia Ub
z oddelenych fragmentov ale nebola detekovand s mutovanym N, fragmentom, ¢o znadi, Ze Ny,
zamena na pozicii 13 vadi, pravdepodobne sp6sobuje konformacnu destabilizaciu v porovnani
s divokym typom N, , ¢o indukuje pozmeneny tvar N," subdomény (prevzaté a upravené z
Johnsson & Varshavsky 1994).
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Nasledne bola ukdzand komplementacia fragmentov (- galaktozidazy
v neporusenych cicav¢ich bunkach (Rossi et al., 1997) akomplementacia
fragmentov dihydrofolat reduktazy (Pelletier et al., 1998).

Od zaciatkov klonovania sa zeleny fluorescenény protein z meduzy Aequorea
victoria stal potencidlnym ndstrojom v biolégii. GFP bol manipulovany
a modifikovany a v sucasnosti je k dispozicii set derivatov fluorescenénych proteinov
vykazujucich rozlicné spektrdlne vlastnosti a stabilitu. GFP protein je schopny
tolerovat inzerciu peptidu bez zrusenia fluorescencénej charakteristiky ( Abedi et al,
1998, Baird et al, 1999). To viedlo k poznaniu, Ze rozdelené GFP fragmenty mozu byt
rekonstituované abola detekovana prva komplementdcia varianty zeleného
fluorescenéného proteinu (GFP) u E. coli pouZitim fuzie k umelym interagujicim
peptidom (Ghosh et al., 2000).

Vizualizacia proteinovych interakcii in vivo definitivne ziskala na hodnote pracou Hu
et al. vcicav€ich bunkach. Ukazali komplementaciu fragmentov Zltého
fluorescenéného proteinu (YFP) v cicavéich bunkach pri zistovani interakcie medzi
bZIP a Rel rodinou transkripénych faktorov (Hu et al., 2002).

Dnes sa pre BiFC pouziva mnozstvo derivatov GFP- Zlty fuorescencény protein- YFP,
Venus a Cerulan (Shyu et al, 2006), alebo dalSie fluorescencné proteiny mRFP (Jach
et al, 2006), mCherry (Fan et al., 2008) a Dronpa (Lee et al.,2010).

Dokonca bola tato technolégia pouzita u zivoéiSnych modelovych organizmov, zo
stavovcov u Xenopus laevis pre vizualizaciu jadrovej translokacie Smad2/Smad4
komplexu vembryonalnych explantatoch (Saka et al.,, 2007). Zo zastupcov
bezstavovcov bola pouZitd na odhalenie interakcii medzi polypetidmi leucinového
zipsu u Caenorabditis elegans (Zhang et al., 2004) alebo medzi transkripénymi
faktormi Hox a Pax u Drosophila melanogaster, kde sa podarilo detekovat interakciu
ANTP (Antennapedia proteinu) s EY (Eyeless proteinu) in vivo (Plaza et al., 2008).
Metéda BiFC sa vyuZiva aj u virusov, neddvno bola pouZitd pre zistovanie
proteinovych interakcii v bunkach infikovanych herpes virusom (Hernandez &
Sandri-Goldin 2011).

BiFC je hodnotna z viacerych dovodov. Umoziiuje priamu vizualizaciu proteinovych
interakcii a nie je zavisla na detekcii dalSich sekundarnych efektoch. Interakcie mézu
byt vizualizované v Zivych bunkach, ¢im dochadza kelimindacii potecialnych
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artefaktov asociovanych slyzou alebo fixaciou buniek. Proteiny su exprimované
vich normalnom bunkovom prostredi, idedlne na urovni porovnatelnej sich
endogénnymi variantami. Preto odrazaju vlastnosti nativnych proteinov. Metéda
umoznuje simultannu vizualizaciu rozmanitych proteinovych komplexov v tej istej
bunke aumoZnuje tak analyzu kompeticie medzi alternativnymi interagujucimi
partnermi pre formovanie komplexu, ktoré zdielaju nejaké rovnaké podjednotky.
Okrem toho nevyZaduje S$pecializované zariadenie okrem invertovaného
fluorescenéného mikroskopu apriama detekcia fluorescenéného komplexu
nevyzaduje Ziaden zber dat. BiFC je vykonnym ndstrojom biolégov pre pochopenie

proteinovych interakcii v Zivych bunkach (Kerppola 2008).
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3. CIELE DIPLOMOVEJ PRACE
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V neddvnej dobe sa vnasom laboratériu zacal Studovat vedla mysieho
polyomavirusu aj ludsky BK virus. Predpokladom pre Studium jednotlivych krokov
replikacného cyklu BKV je dostupnost protilatok proti jednotlivym virusovym

antigénom. Preto prvym konkrétnym cielom tejto prace bolo:

1. Pripravit monoklondlnu protilatku proti hlavnhému $truktirnemu proteinu VP1

BK virusu pre buduce studia jednotlivych faz BK virusovej infekcie

Z nedavnych prac o polyomavirusoch vyplyva, Ze ich minoritné Strukturne proteiny
VP2 a VP3 by mohli hrat ulohu pri uvolneni rozvolneného viridnu alebo jeho casti
z endoplazmatického retikula do cytosolu k naslednej doprave do bunkového jadra
cez jadrové pory. Predpoklada sa, ze VP3 alebo VP2 oligomerizuji na membrane ER
a vytvoria por pre transport rozvolneného virionu do cytosélu. Oligomerizdcia VP2
a/alebo VP3 vsak doteraz nebola dokazana. Preto sme sa rozhodli zaviest BiFC
systém pre detekciu interakcii v bunkach, aby sme sa tak pokusili detekovat
oligomerizaciu minoritnych proteinov na endozomdlnych membranach. Vzhladom
k tomu, Ze BK virus zatial v naSom laboratériu nie je dostato¢ne rozpracovany,
rozhodli sme sa oligomerizaciu testovat na Struktdrnych minoritnych proteinoch
mysieho polyomavirusu.

Dal3ou ulohou tejto prace bolo:
2. Pripravit expresné plazmidy pre produkciu minoritného struktirneho proteinu

VP3 fazovaného s N- a C- koncovymi ¢astami EYFP pre $tudium oligomerizacie VP3

mysieho polyomavirusu
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4. MATERIAL A METODY
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MATERIAL

4.1.1. PRISTROJE

Analytické vahy Pioneer (Schoeller)

Aparatura pre gélovu elektroforézu (GeneLine Power Supply, Beckman)
Aparatura pre SDS-PAGE 260 (Hoefer)

Aparatura pre Western Blot TE22 (Amersham Biosciences)
Centrifuga GS-15 R centrifuge, rotor S4180 (Beckman)
Centrifuga 3K30, rotor 12171, 12154-H a 18776-H (Sigma)
Centrifuga s vykyvnym rotorom MSE (MSE)

Elektrénovy mikroskop JEOL JEM 1200 EX

Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad)
Elektroporator Nucleofector Il (Amaxa Biosystems)
Fluorescenény invertovany mikroskop IX71 (Olympus)
Fluorescenény mikroskop BX-60 (Olympus)

Invertovany mikroskop (Carl Zeiss-Jena)

Invertovany mikroskop CK40 (Olympus)

Konfokalny mikroskop TCS SP2 Laser Scanning Confocal Microscope (Leica)
Kultivacna trepacka Orbital Shaker (Forma Scientific)
Kultivacna trepacka Orbi-Safe TS (Gallenkamp)

Kyvacka Labnet, Duomax 1030 (Heidolph)

Kyvacka Shaker 30 (Labnet)

Laminarny box (Forma Scientific)

Magneticka mieSacka Big Squid (lka)

Magnetickd mieSacka B212 (Bibby)

Mikrocentrifuga MiniSpin plus, rotor IL 016 (Eppendorf)
Peristaltickd pumpa (F.A.Hughes)

pH meter S20 SevenEasy (Mettler Toledo)

Prietokovy cytometer LSR Il (BD Biosciences )

Refraktometer ABBE (Carl Zeiss Jena)
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Sonikator Soniprep 150 (Schoeller)
Spektrofotometer HeAios B (Thermo Electron)
Spektrofotometr ND — 1000 (NanoDrop)

Termoblok CH-100 (Biosan)

Termocykler Mastercycler epgradient S (Eppendorf)
Termostat Termobox LBT 165

Termostat CO, (Forma Scientific)

Termostat TCH 100 (laboratorni pfistroje Praha)
Ultracentrifuga Optima TM L-90K, rotor SW 41 a SW 28 (Beckman)
UV transluminator (BioLum)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Vodny kupel SUB (Grant)

4.1.2. CHEMIKALIE

Amresco: agardza na elektroforézu

BioWhittaker, Lonza: trypsin 10x s verzénom

Fermentas: dATP, dCTP , dGTP, dTTP

Fluka: Tween 20

Gibco: fetdlne telacie sérum FBS, HAT doplnok 50x, HEPES: 10 mM H3375

Imuna Pharm: kvasniény autolyzat, peptdn pre bakterioldgiu, Zivny agar

Lachner/Lachema: bromfenolova modra, 99% CHsCOOH, DMSO

(dimetylsulfoxid), 96% etanol, 35% HCI, 70% HCIO,4, chloroform,

izoamylalkohol, izopropanol, KCI, KH,,PO,4, MgCl, , MgSO,4 , Na;HPO,4.12 H,0,

metanol, NaCl, sacharéza

Merck: CH3COONa

Penta: CH3COOK, glycerol, NaOH,

Serva: akrylamid, bisakrylamid (N,N’- metylén bisakrylamid), Coomassie

brilliant Blue G 250, CsCl, EDTA-disodium (etylendiamin-tetraacetat disodny),

etidum bromid, glukdza, glycin, H3BOs, persiran amdnny,

tris(hydroxymetyl)Jaminometdn, RNaza A

Sevac: verzén

Sigma: aprotinin, BSA (bovinny sérovy albumin), CaCl2, DAPI (4°,6-diamidino-
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2- fenylindol dihydrochlorid), upraveny fenol [destilovany, pufrovany 1 M tris-
HCI (pH = 8) s pridanim 0,1% 8-hydroxycholinu — upravené vyrobcom], H,0,
(30%),L-glutamin, p-kumarova kyselina, luminol, 2-merkaptoetanol, NP-40,
paraformaldehyd, PMSF (fenylmetdnsulfonylfluorid), pyruvat sodny 100 mM,
saponin, SDS (dodecyl sulfat sodny), TEMED (N,N,N',N'-
tetrametyletyléndiamin), Triton X-100, Tween 20, urea, Zelatina z prasacej

koze

4.1.3. ZLOZENIE ROZTOKOV

30% akrylamid/bisakrylamid: 29% akrylamid, 1% bisakrylamid, rozpustené

v dd H,0

B pufor: 10 mM tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 uM CacCl,

blotovaci pufor pre Western Blot: 25 mM tris, 192 mM glycin, 20% metanol,
pH 8,3

chloroform s izoamylalkoholom v pomere 24:1

farbiaci roztok pre polyakrylamidové gély: 3,5% CH3COOH , 0,5% Coomassie
Brilliant Blue G 250

fixaCny roztok pre polyakrylamidové gély: 50% metanol, 5% CH3;COOH
Laemmliho pufor 5x: 50% glycerol, 25% merkaptoetanol, 50 mM tris-HCl pH
6,8, 5% SDS, 0,005% brémfenolova modra

luminol: roztok A: 17 ml dH,0, 2 ml tris-HCl pH 8,5, 200 ul luminolu v DMSO,
88 pl kyseliny p-kumarovej v DMSO, roztok B: 17 ml dH,0, 2 ml tris-HCI pH
8,5, 20 ul H,0,, roztoky zmiesané tesne pred vyvoldvanim membrany

PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM
Na,HPO,, 6,5 mM KH,PO,

pufor pre SDS-PAGE (10x): 25 mM tris, 192 mM glycin, 1% SDS v dd H20, pH
upravené HCl na 8,3

RIPA pufor: 50 mM tris-HCl (pH = 7,4), 1 mM EDTA-NaOH (pH = 8,0), 150 mM
NaCl, 1 % NP-40, 1 % deoxycholat sodny, 0,1 % SDS

roztok ethidium bromidu: 1 mg/ml v destilovanej vode

roztoky pre izolaciu DNA: roztok I: 50 mM glukdza, 25 mM Tris- HCI (pH 8), 10

mM EDTA (pH 8), roztok Il: 1% SDS, 0,2 M NaOH, roztok Ill (100ml) : 60 % 5 M
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KAc, 11,5 % kyselina octova, 28,5 % dH,0

roztok RNazy (Ribonuclease A): 10 mg/ml rozpustené v sterilnom TE pufre
TBE (1 liter 5x koncentrovaného roztoku):54 g Tris- HCI, 27,5 g kyselina
boritd, 20 ml 0,5M EDTA (pH=8)

TE pufor: 10 mM Tris- HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8)

trypsin: 0,25% v PBS

verzén: 0,02% v PBS

4.1.4. ANTIBIOTIKA

ampicilin (Biotika): pouZivany v konecnej koncentracii 100 pg/ml

geneticin (Sigma): G 418 50 mg/ml, pouZivany v konec¢nej koncentracii 300
ug/ml

kanamycin (Sigma): pouzivany v konec¢nej koncentracii 50 pg/ml

zmes antibiotik pre tkanivové kultury (Gibco): 100x koncentrovany roztok
obsahujuci 10000 jednotiek ampicilinu, 10 mg streptomycinu, 25 mg

amfotericinu B na 1 ml

4.1.5. KULTIVACNE MEDIA

4.1.5.1. MEDIA PRE TKANIVOVE KULTURY

HAT médium pre hybridémy: RPMI- 1640 (Sigma), 10% FBS, 1% 2 mM
glutamin, 1% pyruvat sodny, 1% antibiotika, 1% HEPES, 2% HAT suplement,
0,2% prefiltrovany merkaptoethanol
médium pre hmyzie Sf9 bunky bez FBS: TNM-FH Insect Medium s L-
glutaminom (Sigma) v redestilovane vode pH 6,2 upravené NaOH, filtrované,
1% 2 mM glutamine
médium pre hmyzie Sf9 bunky s FBS: TNM-FH Insect Medium s L-glutaminom
(Sigma) v redestilovanej vode PH 6,2 upravené NaOH, filtrované, 10% FBS,
1% 2mM glutamin
médium pre 3T6 bunky: DMEM- Dulbecco’s modified eagle’s medium
(Sigma) s glukdzou 4500 mg, pyridoxinom, HCl a NaHCOs, pridané 10% FBS a
1% 2 mM glutamin
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médium pre HRPTEC bunky: REBM-Renal epithelial cell basal medium (Lonza,
Clonetics) s rhEGF 0,5 ml, inzulinom 0,5 ml, hydrokortizoénom 0,5 ml, GA-

1000 0,5 ml, FBS 2,5 ml, epinefrinom 0,5 ml, T3 0,5 ml a transferinom 0,5 ml

4.1.5.2. MEDIA PRE BAKTERIE
Luria-Bertani médium (1liter): 10 g peptdn, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl,
doplnené demineralizovanou vodou, sterilizované a pridané prislusné
antibiotikum
TPN médium (450 ml): 9 g peptdn pre bakterioldgiu, 2,25 g kvasni¢ny extrakt,
2,25 g NacCl
SOC médium: 2% peptdn pre bakterioldgiu, 0,5% kvasnicny autolyzat, 20 mM
glukéza, 10 mM Nacl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgS0O,4 (MgCl; a
MgSO, sterilizované oddelene pred pouzitim)
Zivny agar s ampicilinom alebo kanamycinom: 4 % Zivny agar, ampicilin 100
ul/ml, kanamycin 50 pl/ml
zZivny bujén s ampicilinom alebo kanamycinom: 2 % Zivny bujon, ampicilin

100 pl/ml, kanamycin 50 pl/ml

4.1.6. PROTILATKY A ENZYMY

4.1.6.1. PRIMARNE PROTILATKY
krali¢ia polyklondlna protilatka proti VP1 BK virusu, riedena 200x (pripravena
M.Stancikovou)
mysia polyklonalna protildtka proti VP1 BK virusu (pripravend J. Caslavskym)
kozia polyklondlna protilatka proti markerom véasnych endozémov- EEA1
(Santa Cruz)
mysSia monoklonalna protilatka proti proteinom asociovanym s membranami
lyzozémov (Santa Cruz)
krali¢ia polyklondlna protilatka caveolin- 1 (Santa Cruz)

krali¢ia polyklondlna protilatka proti VP1 proteinu SV40 virusu (Abcam)
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4.1.6.2. SEKUNDARNE PROTILATKY
kozia protilatka proti krali¢im imunoglobulinom konjugovand s HRP (horse
radish peroxidase) (BioRad)
kozia protilatka proti mysim imunoglobulinom konjugovana s HRP (BioRad)
oslia protilatka proti mysim imunoglobulinom konjugovana s Alexa Fluor 488
nm (Molecular Probes)
oslia protilatka proti kralicim imunoglobulinom konjugovana s Alexa Fluor
488 (Molecular Probes)
kozia protilatka proti krali¢im imunoglobulinom konjugovand s Alexa Fluor
546 (Molecular Probes)
kozia protilatka proti mysim imunoglobulinom konjugovana s Alexa Fluor 488

(Molecular Probes)

4.1.6.3. ENzVYmY
FastAP termosenzitivna alkalicka fosfatdza (Fermentas)
Dna ligdza T4 bakteriofaga (Fermentas)
restrikéné enzymy Hindlll, Xbal, Notl, Sall, Pstl, Bglll, Smal (Fermentas)
Narl (New England BiolLabs)
Vent DNA polymeraza (New England BiolLabs)
RNéaza A (Serva)
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4.1.7. MARKERY MOLEKULOVYCH HMOTNOST/

% 0O'GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)- 75- 20 000 bp

bpng/0.5mg %
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% Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas)- 10- 260 kDa
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4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

4.1.8. BUNKOVE LiNIE, BAKTERIALNE KMENE, VIRUSY A PLAZMIDY

4.1.8.1. BUNKOVE LiNIE
)

%+ RPTEC- linia fudskych epitelidlnich buniek proximalnich rendlnych tubulov

(Lonza)
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Sf9- linia hmyzich buniek zo Spodoptera frugiperda CRL-1711(Promochem)
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Sp2/0- linia myelémovych B lymfocytov z Mus musculus HB-

9311(Promochem)

¢ VERO- linia epitelidlnych oblickovych buniek z opice Cercopithecus aethiops
CCL-81 (Promochem)

*»* NIH 3T6- linia mysich fibroblastov odvodenych z embryonalnych tkaniv,

ziskana zo zbierky American Type Culture Collection

4.1.8.2. BAKTERIALNE KMENE
¢ Escherichia coli XL-1 Blue — zdroj: Quik Change Il XL Site-Directed

Mutagenesis (Stratagene)

4.1.8.3. ViRUSY
% rekombinantny bakulovirus produkujuci VP1 protein BK virusu (V.Bohacova,
Diplomova praca 2005)

«» BKV-ludsky BK virus ziskany z American Type Culture Collection

4.1.8.4. PLAazmIDY
+* pcDNA 3 5446 bp (Invitrogen)- sluziaci pre vkladanie jednotlivych
konstruktov YFP-VP3 v r6znych orientdaciach
** PEYFP-N1 (Clontech)- obsahujuci celd sekvenciu Zltého fluorescencného
proteinu YFP, ktory sluzil ako templat pre PCR na vytvorenie C- a N-

terminalneho fragmentu YFP

4.1.9. PRIMERY
% primery pre zhotovenie fragmentov oboch casti Zltého fluorescenéného
proteinu a VP3 proteinu st uvedené pre vacsiu prehladnost v kapitole 5.2.2
% sekvenacné primery pre vektor pcDNA3
pcDNA3-Hindlll-F: forward primer pre sekvenaciu vo vektore pcDNA3 na ,sense”
retazci:

5°- TCT GGC TAA CTA GAG AAC CCA CTG
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pcDNA3-Xbal-R: reverse primer pre sekvenaciu vo vektore pcDNA na ,antisense”
retazci:

5- TGG CAA CTA GAA GGC ACA GTC GAG

4.2. METODY

4.2.1. PRACA S TKANIVOVYMI KULTURAMI

4.2.1.1. PASAZOVANIE HMYZICH BUNIEK
Z narastenej Petriho misky boli hmyzie bunky zoskrabané a prevedené do média
s FBS a glutaminom (v sterilnej skimavke). Podla miery konfluencie na miskach bolo
doplnené médium a po pretrepani bolo médium s bunkami rozplriované na misky (@

6 cm) po 5 ml. Misky boli ulozené do termostatu s teplotou 27°C.

4.2.1.2. PASAZOVANIE CICAVCICH BUNIEK 3T6 A RPTEC
Z misiek (¢ 10 cm u 3T6 a @ 6 cm u RPTEC) s konfluentne narastenymi bunkami bolo
odsaté médium a oplachnuté 2/1 ml verzénu. Po odsati bolo pridanych 500 pl, u
RPTEC 300 pl 0,2% trypsinu v PBS a bunky boli inkubované aspon 1 minudtu kym sa
neuvolnili od podkladu. Nasledne bolo pridanych 6 ml DMEM média s 10 % sérom, v
pripade RPTEC 3 ml REBM média so sérom a suspenzia bola premieSana
pretiahnutim pipetou aspon 3x. Do vopred pripravenych misiek (6 10cmu3T6a @ 6
cm u HRPTEC) s 9 ml DMEMmédia so sérom a 4 ml REBM média so sérom bol
pridany 1 ml bunkovej suspenzie a zmes bola premiesand pretiahnutim pipetou aby
boli bunky rozvnomerne rozptylené na miske. Takto boli bunky pasazované zase za
3 dni, v pripade RPTEC priblizn o tyzden, podla miery narastenia. Bunky boli

kultivované v CO:termostate pri 36,5°C a 5% CO2.

4.2.1.3. PASAZOVANIE LUDSKYCH RPTEC BUNIEK NA INFEKCIU
Z misiek bolo odsaté medium, boli oplachnuté verzénom a strypsinizované rovnako
ako pri beinej pasazi. Potom boli pridané 3 ml REBM média so sérom a suspenzia
bola opat premieSana pipetou. Do jamiek so sklickami na 24- jamkove] dosticke bolo

vopred pridanych 500 pl média, nasledne bolo pridanych 50- 100 ul suspenzie. Po
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narasteni buniek do 50-70 % konfluencie zhruba za 2-3 dni bolo v jamkach
vymenené médium za bezsérové, aby boli bunky synchronizované. Po 20 hodinach

boli bunky infikované BK virusom.

4.2.1.4. INFEKCIA RPTEC BUNIEK
Od buniek s 50-70 % konfluenciou na sklickach bolo odsaté médium a bolo
pridanych 100 pl bezsérové média. Dosticka bola uloZzend na lad a potom boli bunky
infikované takym mnozstvom virusového inokula, aby bola dosiahnutd pozadovana
multiplicita infekcie. Po infikovani vSetkych jamiek bola dosticka ponechana 40
minut na lade, aby sa prichytil virus na bunkové receptory, potom bola dosticka
ulozend do termostatu, doba infekcie bola poditand od okamziku ulozenia do

termostatu.

4.2.1.5. FIXAcCIA BUNIEK NA SKLICKACH
Bunky na sklickach boli oplachnuté PBS, ktoré bolo ihned odsaté, potom boli 20
minut fixované 3 % paraformaldehydom v PBS, opat 2 x oplachnuté PBS a nasledne
boli permeabilizované 0,2 % Tritonom X-100 v PBS 5 minut alebo saponinom 10

minut. Potom boli bunky zase oplachnuté PBS asponi 3 x 10 minut na kyvacke.

4.2.1.6. IMUNOFLUORESCENCNE ZNACENIE PROTEINOV V BUNKACH
Po fixacii a permabilizacii boli bunky vysytené roztokom 0,25% Zelatiny a 0,25% BSA
v PBS minimalne 30 minut. Potom boli opat premyvané asponn 3 x 10 minat a
inkubované s primdarnou protildtkou nariedenou v blokacnom roztoku aspon 1
hodinu alebo cez noc v chladnicke. Po naslednom premyti boli bunky inkubované so
sekunddrnou protilatkou nariedenou v blokaénom roztoku 30 minut vtme. Po
dalSom premyti PBS asponi 3 x 10 minut boli sklicka pinzetou vybraté z jamiek,
oplachnuté demineralizovanou vodou a vyschnuté sa poloZili bunkovou stranou do
kvapky 70%-ného glycerolu sDAPI (0,1 pg/ml) na podloznom sklicku. Pre
pozorovanie konfokalnym mikroskopom boli sklicka na podloznom sklicku este

fixované lakom.
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4.2.2. PRIPRAVA ANTIGENU NA IMUNIZACIU MYSi

4.2.2.1. IzoLAcIA VP1 PSEUDOKAPSID

Linia hmyzich buniek bola spasazovana do bezsérového média s 50% konfluenciou.
Po prichyteni buniek na dno misky (najskor po 30 minutach) bolo odsaté médium
a do kazdej misky bol pridany 1 ml bakulovirusového inokula. Bolo infikovanych 25
misiek (¢ 10 cm) s multiplicitou 10 pfu (plaque formit unit). Bunky boli inkubované
na kyvacke pri laboratérnej teplote 1 hodinu a potom bolo pridané TNM- FH hmyzie
médium s 10% FBS. Infikované bunky boli inkubované 72 hodin pri teplote 28°C.

Po 72 hodinach boli bunky zoskrabané do 50 ml skimaviek a centrifugované 10
minut pri 1000 g pri teplote 4°C. Sedimenty boli premyté roztokom PBS, jednotlivé
pelety spojené a uskladnené pri -86°C.

Pelet bol resuspendovany v B pufre, nasledne bola suspenzia sonikovana 3 x 30

sekund pri 10 W a scentrifugovana 10 minut pri 2400 g a 4°C.

4.2.2.1.1. ULTRACENTRIFUGACIA CEZ SACHAROZOVY VANKUS
Supernatant bol precisteny centrifugdciou cez 10% sachardézovy vankus.
Supernatanty v dvoch centrifugacnych kyvetach boli podvrstvené 2 ml 10%
sacharézy v B pufre, vyvazené a centrifugované 3 hodiny pri 35000 rpm pri 4°C
ultracentrifigou Beckman Optima L-90K, rotor SW 41. Sediment bol

resuspendovany v B pufri a homogenizovany.

4.2.2.1.2. ULTRACENTRIFUGACIA V ROVNOVAZNOM GRADIENTE CHLORIDU
CEZNEHO

Suspenzia B pufru obsahujuca virus bola zmieSand v hmotnostnom pomere 2,5:1,2
s CsCl, ¢o zodpoveda 7,9 g suspenzie v B pufri a 3,79 g CsCl. Nasledne bol zmerany
refraktometricky index zmesi, ktory mal byt vrozmedzi 1,363-1,364. Zmes
v ultracentrifugaénych kyvetach bola prevrstvend parafinovym olejom, kyvety
vyvazené a centrifugované 20 hodin pri 35000 rpm pri 18°C na ultracentrifige
Beckman Optima L-90K, rotor SW41. Potom bol gradient rozdeleny peristaltickou
pumpou na frakcie po cca 600 ul, jednotlivé frakcie boli nanesené na

nitrocelulézovi membranu a metédou Dot Blot bola zistena pritomnost proteinu
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VP1. U jednotlivych frakcii bol zmerany refraktometricky index a na zdklade jeho
hodnoty boli vybrané frakcie spojené do dvoch vyslednych frakcii. Frakcie
v rozmedzi 1,366-1,363 by mali obsahovat plné pseudokapsidy (obsahuju zvyskovu
DNA hostitelskych  buniek) afrakcie vrozmedzi 1,3625-1,360 prazdne

pseudokapsidy.

4.2.2.1.3. DIALYZA FRAKCII
Obe ziskané frakcie boli dialyzované proti B pufru za uc¢elom odstranenia CsCl, ten
prechadza semipermeabilnou membranou do prostredia s nizSou koncentraciou.
Vzorky boli nanesené do vopred 10 minut povarenej membrany Servapor (¢ 21mm,
@ péru 2,5 nm), uzatvorené dialyzacnymi svorkami a dialyzované v 2 litroch pufru B
cez noc za staleho miesania pri 4°C. Po 3 hodinach bol B pufor vymeneny za Cerstvy.
Po dialyze boli vzorky opéat zahustené centrifugaciou cez sacharézovy vankus podla

kap. 4.2.2.1.1 a resuspendované v B pufre.

4.2.2.2. OVERENIE PRITOMNOSTI VP1 PROTEINU
Pritomnost VP1 proteinu v zadvereénych dvoch frakcidch bola overend metddou
elektronovej mikroskopie a metédou Western Blot. Obe frakcie boli nasledne

pouzité na imunizaciu mysi.

4.2.3. IMUNIZACIA MYS|

Imunizacia mysi bola prevedena RNDr. Alenou Moravkovou PhD.

Mys bola najprv uspatd roztokom Avertinu (zasobny roztok bol nariedeny na 2,5%).
Potom bola my$ pomocou gumiciek zafixovana na operaénu dosku a na lavom boku
bola oholend srst. Pomocou sterilnych nastrojov (vysterilizované plameriom po
namoceni v etanole) bola narezand koZa od rebier kaudalne a bolo otvorené
peritoneum. Pinzetou bola jemne povytiahnuta slezina a bola injekovana vopred
pripravend davka antigénu 5 pl partikuli o koncentracii 4,32 mg/ml v 15 ul PBS. . Po
ukonceni bola operacna rana zasita.

Operativna imunizdacia do sleziny bol opakovana celkovo 3 krat s odstupom 11-14
dni. Po dvoch tyzdnoch bola mysi odobrana krv z chvosta na overenie pritomnosti

protilatok v krvnom sére metddou Dot Blot.
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4.2.4. FUzIA BUNIEK

4.2.4.1. PRIPRAVA MYELOMOVYCH BUNIEK
Kultdry myelédmovych buniek boli 3 dni pred bunkovou fuziou vybraté z tekutého
dusika, kde boli skladované. Boli rozmrazené vo vodnom kupeli o teplote 37°C
a scentrifugované pri 150 g 5 minut. Mraziaci roztok bol zliaty, bunky boli
resuspendované v RPMI 1640 médiu s pridanym 10% FCS a kultivované na Petriho

miskach @ 6 cm. Po 3 dioch boli pouzité na bunkovu faziu.

4.2.4.2. PRIPRAVA SLEZINNYCH BUNIEK Z IMUNIZOVANEJ MYSI
Mys bola uspatd dietyléterom a usmrtena cervikdlnou dislokaciou, nasledne z nej
bola stiahnuta koza od chvosta smerom k hlave jemne, aby nedoslo k poSkodeniu
peritonea. Daldia praca prebiehala v lamindrnom boxe so sterilnymi nastrojmi.
Slezina mysi bola vybratd a ulozena na Petriho misku. Potom bola rozstrihana na
malé kusy, tie boli pretlacené cez silon do prepieraciecho média RPMI 1640
s pridanym 2mM glutaminom. Cez dalSiu vrstvu silonu boli slezinné bunky

prefiltrované do 50 ml sterilnej skimavky.

4.2.4.3. PREPIERANIE SLEZINNYCH A MYELOMOVYCH BUNIEK
Suspenzie buniek ziskané z misiek boli doplnené do 50 ml vo skumavke
a scentrifugované 10 minut pri 150 g. Médium bolo zliate, bunky resuspendované
v médiu a opat scentrifugované. Z odobratych vzoriek (slezinnych aj myelémovych
buniek) som urcila celkovy pocet buniek v roztoku pomocou Biirkeovej komorky
azmieSala v pomere 5:1 (slezinné: myeldmové bunky). Po tretom, spolo¢nom

prepierani, a po zliati média boli bunky pripravené na bunkovu fuziu.

4.2.4.4. PRIPRAVA PODPORNYCH BUNIEK
Podporné bunky boli pripravené arozplnené na 96-jamkové dosticky den pred
bunkovou fuziou. Podporné bunky sa v médiu nemnoZia a prezivaju okolo 7-10 dni.
Na tento ucel sa pouziva zmes buniek ziskana vyplachom peritonea mysi, vaésinou

sa jedna o peritonedlne makrofagy.
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Laboratérna mys bola uspata dietyléterom a oplachnuta bola etanolom. Smerom od
hlavy k chvostu bola opatrne stiahnutd koZza aby nebolo poskodené peritoneum.
DalSia praca prebiehala vlamindrnom boxe. My$ bola pripevnena $pendlikmi
k operacnej podlozke. Do striekacky bolo natiahnuté vopred ohriate HAT médium
a striekackou vpravené skrz trieslovi oblast do brusnej dutiny mysi. Po jemnej
masazi bruska kvoli premiesaniu tekutiny bola striekackou opét vysata tekutina a to
z boku lavej strany zvierata. Postup bol zopakovany 3 aZ 4 krat, ziskana tekutina
bola doplnend do objemu 50 ml v sterilnej skimavke. Takto pripravené bunky boli

rozplnené po 100 ul do piatich 96-jamkovych dosticiek.

4.2.4.5. BUNKOVA FUZIA
Zmes slezinnych a myelémovych buniek bola jemne premiesand a v priebehu jednej
minuty bol k bunkdm priddvany 1 ml 50% vodného roztoku PEG 3350 Da. Nasledne
bol v druhej minate pridany 1 ml média RPMI 1640 s pridanym 1% glutaminom,

v tretej mindte bol pridany dalsi 1 ml a vo Stvrtej minute bolo pridanych 8 ml média.

4.2.5. PRACA S HYBRIDOMAMI

4.2.5.1. ROZPLNENIE HYBRIDOMOV
Hybridémy vzniknuté bunkovou fuziou boli 10 mindt centrifugované pri 150 g,
supernatant bol zliaty a bolo pridanych 50 ml HAT média. Z tohto mnoZstva bolo
rozplnenych pat 96-jamkovych dosti¢iek po 100 pl do kazdej jamky na vopred

nanesené podporné bunky.

4.2.5.2. LIECBA GENETICINOM
Tri dni po bunkovej fuzii bol k hybridémom pridany roztok geneticinu na ochranu
proti mykoplazme, ktord moie kontaminovat kultiry hybridémov. Linia
myeldmovych buniek Sp2/0, teda aj novovziknuté hybridomy su rezistentné voci
toxickému pOsobeniu geneticinu.
Po troch dnoch p6sobenia geneticinu na bunky bol geneticin z hybridédmovych

kultir odstraneny. Sterilnou Pasteurovou pipetou bolo médium z buniek
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odstranené a pridané 200 pl cerstvého HAT média. Po 12 hodinach bol postup

zopakovany, médium bolo odsaté a bolo pridané cerstvé.

4.2.5.3. TESTOVANIE A KLONOVANIE HYBRIDOMOV

4.2.5.3.1. KONTROLA RASTU HYBRIDOMOV
Po tyzdni od bunkovej fuzie boli hybriddbmy kontrolované a z jamiek, ktoré boli
hybridémami zaplnené, bol cely obsah média odobraty na testovanie a hybriddbmom
bolo pridané cerstvé HAT médium. V pripade pozitivneho signalu na pritomnost

Ziadanej protilatky boli hybridémy klonované.

4.2.5.3.2. TESTOVANIE HYBRIDOMOVYCH MEDIi NA PRITOMNOST
ZIADANEJ PROTILATKY

Testovanie bolo prevadzané metédou Dot Blot, prietokovou cytometriou,

imunofluorescenciou a metédou Western Blot.

4.2.5.3.3. KLONOVANIE HYBRIDOMOV
Kultdra hybridémov pozitivna na pritomnost protilatky pochadzajuca z jednej jamky
bola dalej rozklonovana na jednu celd 96- jamkovu dosticku s vopred nanesenymi
podpornymi bunkami. Z takychto dostiCiek boli testované jamky obsahujice len

jedinu koléniu hybriddmov metddou Dot Blot a FACS (prietokova cytometria).

4.2.6. PRACA S PROTEINMI

4.2.6.1. TESTOVANIE HYBRIDOMOVYCH MEDIi PRIETOKOVOU CYTOMETRIOU
Ako antigén boli pouzité hmyzie bunky Sf9 infikované bakulovirusom produkujicim
kapsidovy protein VP1 BK virusu. Bunky boli zoSkrabané do sterilnej skimavky 72
hodin po infekci. Médium bolo odcentrifugované (5 minut pri 150 g pri teplote 4°C.)
a uskladnené pre dalsie pouzitie. Pelet buniek bol resuspendovany v 3- 4 ml PBS pre
tkanivové kultury a scentrifugovany za rovnakych podmienok. Supernatant bol
odsaty apelet resuspendovany v 3- 4 ml ladovo vychladeného etanolu pre
zafixovanie buniek po dobu maximdalne 5 minut. Po centrifugacii bol zas pelet
premyty PBS a scentrifugovany a nasledne resuspendovany v roztoku 0,2% Zelatiny
a 5% séra v PBS pre tkanivové kultury. Bunky boli takto vysytené aspon 30 minut.
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Pomocou Biirkeovej komorky bol uréeny celkovy pocet buniek, objem bol doplneny
tak, aby sa dal rozplnit do 96-jamkovych dosticiek s oblym dnom. Potom bolo
k bunkdm pridané 100 pl média odobratého z hybridémovych jamiek a uréené na
testovanie na pritomnost Ziadanej protilatky aspon na 45 minat. Po 2 premytiach
PBS pre tkanivové kultury boli proteiny znacené 30- minutovou inkubaciou s osliou
sekundarnou protilatkou proti mysim imunoglobulinom konjugovanou s Alexa Fluor
488. Bunky boly opat premyté PBS pre tkanivové kultlry a resuspendované v 50 pl
PBS a pripravené na meranie prietokovou cytometriou. Ako pozitivna kontrola bola
pouzitd skor pripravena krali¢ia polyklondlna protilatka proti VP1 BKV a oslia
sekunddrna protilatka proti krdli¢im imunoglobulinom konjugovana s Alexa Fluor
488. V negativnej kontrole boli bunky inkubované iba so sekundarnou protilatkou
(bez Specifickej primarnej protilatky). Takto pripravené bunky boli analyzované

pomocou fluorescencnej prietokovej cytometrie.

4.2.6.2. SDS PAGE

4.2.6.2.1. PRIPRAVA GELOV PRE ELEKTROFOREZU
Aparatura pre SDS elektroforézu bola zostavenda a bolo overené tesnenie naliatim
ddH,0. Potom bola vysusenad filtraénym papierom. Do oboch stran aparatury bol
ako prvy naliaty spodny gél ato asi 0,5 cm pod znamienkom oznacujucim koniec
hrebena. Gel bol prevrstveny ddH,0 a ponechany polymerizovat (aspori 30 minut
priizbovej teplote).
Zlozenie 12 ml spodného gélu bolo nasledovné: 4 ml 30% akrylamid, 4,5 ml 1M tris-
HCl pH 8,8, 120 ul 10% SDS, 3,25 ml ddH,0, 40 pl 10% amdnium persulfat, 17 ul
TEMED
Po spolymerovani spodného gélu bol odstraneny nespolymerovany akrylamid, skla
vysusené filtranym papierom a bol naliaty vrchny gél po horny okraj skla. Thned po
naliati bol do gélu opatrne vloZzeny hreben aby sa pod nim nevytvarali bubliny.
Vrchny gél tiez polymerizoval aspor 30 minut.
Zlozenie 3 ml vrchného gélu: 0,5 ml 30% akrylamid, 0,375 ml 1M tris-HCl pH 6,8, 30
pl 10% SDS, 2,11 ml ddH,0. 20 ul 10% amoénium persulfat, 5 ul TEMED
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U oboch gélov boli ako posledné zlozky pridané aménium persulfat a TEMED tesne

pred naliatim gélu do aparatury.

4.2.6.2.2. ELEKTROFOREZA
Po spolymerovani vrchného gélu boli odstranené hrebene a gély spolu so sklami boli
vloZzené do aparatury a preliate 10 x nariedenym ,,running buffer”. Jednotlivé jamky
boli preplachnuté pomocou injekénej ihly.
Do jamiek boli nanesené povarené vzorky a marker molekulovych vah.
Vzorky putovali pri napati asi 80 V kym nedorazili k rozhraniu oboch gélov a potom

pri napati 140 V kym bromfenolova modrda nedorazila k hranici spodného gélu.

4.2.6.2.3. FARBENIE A FIXACIA GELU PO SDS-PAGE
Gél bol fixovany fixatnym roztokom obsahujicim 50% metanol, 5% CH3COOH aspon
1 hodinu a potom bol cez noc farbeny farbiacim roztokom obsahujicim 3,5%
CH3COOH , 0,5% Coomassie Brilliant Blue G 250. Na druhy den bol farbiaci roztok

zliaty pre dalSie pouzitie a gel bol odfarbovany cez noc v dH,0.

4.2.6.2.4. WESTERN BLOT PO SDS-PAGE

Z nitrocelulézovej membrany, papieru Whatman 3 mm a filtraénych papierov bol po
namoceni zostaveny blotovaci sendvi¢ pre mokry alebo polomokry blotting
nasledovne:

Na polomokry blotting na spodok aparatury bola polozend priehladna fdlia
s otvorom o velkosti gélu, na to papier Whatman a4 filtracné papiere,
nitrocelulézovd membrana, gél, opat 4 filtraéné papiere a Whatman. Sendvi¢ bol
priklopeny vrchnou ¢astou aparatury. Blotting prebiehal pri 0,8 mA/cm? (54 mA) 1
hodinu a 15 minut.

Na mokry blotting bolo na ciernu mriezku uloZend hubi¢ka a 4 kusy filtracného
papiera, Whatman, gél a nitrocelulézovda membrana, opat Whatman, filtracné
papiere a hubicka. Sendvi¢ bol prekryty sivou mriezkou a upevneny gumickami.

Blotting prebiehal 3 hodiny pri 250 mA, 100V a 50W.

4.2.6.3. DoTBLOT
Vzorky proteinov boli po 2 ul nakvapkané na nitrocelulézovi membranu a nasledne

detekované imunologicky.
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4.2.6.4. IMUNOLOGICKA DETEKCIA PROTEINOV NA MEMBRANACH
Nitrocelul6zovd membrana s nakvapkanymi alebo blotovanymi proteinmi bola
vysytend v 5% mlieku riedenom v PBS asponl 1 hodinu alebo cez noc. Potom bola
membrana preplachnutd 3 x 10 minut v PBS a zna¢ena aspon 1 hodinu s primdarnou
protildtkou riedenou v mlieku, v pripade testovacieho séra z hybridémovych buniek
médium nebolo riedené. Potom bola membrana opéat premytd 3 x 10 minut v PBS
a znacena sekundarnou protildtkou konjugovanou s HRP 30- 45 minut. Po dalSom
premyti v PBS boli proteiny na membrane detekované v tmavej komore roztokom
luminolu 30 sekund. Membrana bola na 2-10 minut vioZend do priehladnej félie
a do vyvoldvacej kazety a na vrch bol prilozeny RTG film (Medix, Foma Bohemia). Po
vybrati bol film vyvolany vo vyvojke, oplachnuty vodou a zafixovany vo fixatnom

roztoku.

4.2.7. 1zoLAciA BK ViRUSU
Izolacia virusu bola prevedenad Violetou Bakardijevou. Ludské RPTEC bunky
narastené do 50- 70% konfluencie boli infikované BK virusom. Kultivaéné misky boli
3 x zmrazené v -80°C a rozmrazené, zoSkrabané a centrifugované 30 mindt na
centrifuge Sigma 3K30 pri 4800 rpm. Supernatant bol uskladneny v chladnicke a
pelet resuspendovany v 10 mM Tris-HCI pH=7,4, 1 ml na 1 skimavku. Suspenzia
bola homogenizovana na fade v sklenenom homogenizatore v 5-tich cykloch po 10-
tich pohyboch piestom. K zmesi bol pridany aprotinin- inhibitor protedz 2 pg/ml
zmesi a 5 pl neuraminidazy (0,01 U/ml) a bola inkubovand cez noc na kyvacke.
Potom bola suspenzia centrifugovana pri 4°C, 4800 rpm 40 minat na centrifuge
Sigma 3K30. Supernatant bol spojeny s predchodzim supernatantom a bol
uschovany pri 4°C. Pelet bol opét resuspendovany v 1 ml Tris-HCl a inkubovany 4
hodiny na kyvacke. Suspenzia bola znova centrifugovana za rovnakych podmienok,
supernatant bol pridany k predchodzim a uschovany. Centrifugacia cez sachardzovy
vankuds, ultracentrifugacia v rovnovdinom gradiente CsCl a dialyza frakcii su

uvedenévkap.4.2.2.1.1,4.2.2.1.224.2.2.1.3.
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4.2.8. PRACA S BAKTERIAMI

4.2.8.1.  KULTIVACIA BAKTERIT
Baktérie nesuce plazmid boli zaockované do 5 alebo 10 ml Zivného bujonu ¢.2
s prislusnym antibiotikom v Erlenmeyerovej banke, kultivované na trepacke pri

teplote 37°C, 150 ot/min 12- 16 hodin.

4.2.8.2. SKLADOVANIE BAKTERI{
Petriho miska so Zivnym agarom s prislusSnym antibiotikom a overenou bakteridlnou
monokoldniou bola skladovana v chladni¢ke po dobu jedného mesiaca. Z overenej
bakteridlnej kolénie boli urobené konzervy skladované pri -80°C dlhodobo.
Konzervacna zmes bola pripravenda zmieSanim baktérii kultivovanych cez noc

v médiu so 40%- nym sterilnym glycerolom v pomere 1:1.

4.2.8.3. PRIPRAVA KOMPETENTNYCH BUNIEK PRE ELEKTROPORACIU
Baktérie E.coli kmen XL1- Blue boli zaotkované do 10 ml TPN média a aerdbne
kultivované cez noc pri 37°C. Suspenzia bola nariedend 25- 50x a bola zmerana
optickd denzita pri 560 nm. Baktérie boli nariedené do 400 ml média a dalej
kultivované. Po dosiahnuti optickej denzity 0,5- 0,7 pri 560 nm boli baktérie
centrifugované 10 minuat pri 4°C na 4000g. Pelet bol resuspendovany v 400 ml
demineralizovanej H,0 a opat centrifugovany za rovnakych podmienok. Potom bol
pelet premyty v 200 ml ddH,0 a po naslednej centrifugdcii resuspendovany v 16 ml
10% glycerolu. Suspenzia bola zas centrifugovana a pelet resuspendovany v 8 ml
glycerolu. Po poslednej centrifugacii bol pelet resuspendovany v 0,8 ml 10%- ného

glycerolu a bunky boli rozdelené po 100 ul do mikroskimaviek a uschované v -80°C.

4.2.8.4. ELEKTROPORACIA BAKTERI|
Po rozmrazeni kompetentnych buniek v ladovom kupeli k nim bolo pridanych 3 pl
ligacnej zmesi vektorovej DNA s poZzadovanymi fragmentami v demineralizovanej
vode. Zmes bola inkubovand 2 minuty a potom bola prevedend do elektroporacnej

kyvety (na vzdialenost elektrdd 2 mm). Na elektroporatore bol aplikovany pulz
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s nastavenymi hodnotami 25 pF, 2,5 kV a 200 Q. Optimalna dizka pulzu je 4,5 ms.
Hned potom bol k baktériam pridany 1 ml SOC média a boli kultivované 1 h pri 37°C.

Potom boli vysiate na zZivny agar s ampicilinom a kultivované cez noc v termostate.

4.2.9. PRAcAS DNA

4.2.9.1. IzoLAcIA pLAZMIDOVE) DNA QIAGEN KITOM
Cez noc kultivované baktérie boli sto¢ené na 4000 g a DNA bola vyizolovana Qiagen

Kitom, overena elektroforézou a koncentracia bola ur¢ena na Nanodrope.

4.2.9.2. MAXIlzoLACIA PLAZMIDOVEJ DNA QUAGEN KITOM
Pre maxiizolaciu baktérii bol pouzity EndoFree Plasmid Maxi Kit. Kolénia baktérii
vyrastena na selekénom médiu s antibiotikom bola zaockovana do 5 ml LB média s
prisluSnym antibiotikom a baktérie boli kultivované 8 hodin pri 37°C na trepacke.
Potom bolo z tejto kultury zao¢kovanych 200 ul do 100 ml LB média s antibiotikom a
kultivované 16 hodin pri 37°C na trepacke. Baktérie boli centrifugované pri 6000 g a

4°C 15 minut a nasledoval postup podla prilozeného navodu.

4.2.9.3. MAXIPREPARACIA PLAZMIDOVEJ DNA- ALKALICKA METODA
16 hodin bola kultivovana kultidra baktérii nesucich plasmid na trepacke pri 37°C v
objeme 500 ml 2,5 % vykldvovaného bujénu s prislusnym antibiotikom. Potom bola
kultira centrifugovana 15 minat pri 4°C a 4000 g. Pelet bol resuspendovany do
dvoch falkoniek po 10 ml roztoku | nasavacou pipetou na lade. K nemu bolo
pridanych 20 ml roztoku Il do kazdej falkonky, premiesané otacanim falkoniek a boli
inkubované 10 minut pri izbovej teplote. Potom bolo pridanych 15 ml roztoku Ill do
kazdej falkonky a inkubované na lade 20 minut. Zmes bola centrifugovana 15 minat
pri 4°C a 17 530 g a supernatant prefiltrovany cez 4 vrstvy gdzy. Supernatant bol
rozdeleny do 4 falkoniek a bol pridany 0,6 objemu izopropanolu, premieSany a
inkubovany 10 minut pri izbovej teplote. Potom bola zmes centrifugovana 30 minut
pri 4°C a 20 000 g. Pelet bol premyty 80 % etanolom, vysuseny pri izbovej teplote a

resuspendovany v 500 ul TE pufru na kazdu falkonku a prevedeny do eppendorfiek.
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4.2.9.4. ODSTRANENIE RNA RNAzou
Do kaidej eppendorfky bol pridany 0,1 objem roztoku RN&zy a inkubovany pri
laboratérnej teplote aspori 1 hodinu. Ndledne bola RNdza odmyta fenol-

chloroformovou metddou.

4.2.9.5. FENOL-CHLOROFORMOVE CISTENIE PLAZMIDU
Do kazdej eppendorfky bol k DNA v TE pufre pridany 1 objem fenolu, eppendorfky
boli premieSané na vortexe a centrifugované na 10000 g 5 minut. Po odobrati
hornej fazy bol pridany 0,5 objemu fenolu a 0,5 objemu chloroformu. Eppendorfky
boli zvortexované a centrifugované na 10 000 g 5 minut. Po odobrati hornej fazy bol
pridany 1 objem chloroformu, zmesi boli opat vortexované a centrifugované na
10 000 g 5 minat. Po odobrati hornej fazy bol pridany 0,1 objem 3 M NaAc (pH 5,2)
a 2,5 objemu 96% etanolu vychladeného na -20°C a zmes bola inkubovana aspon 30
minut v -80°C. Roztok s DNA bol centrifugovany pri 20 000 g a 4°C 30 minut. Pelet
bol ndsledne premyty 80% etanolom a vysusSeny pri laboratérnej teplote, DNA bola

rozpustena v 500 ul TE pufru a zamrazena.

4.2.9.6.  MINIPREPARACIA REKOMBINANTNEJ PLAZMIDOVEJ DNA- ALKALICKA
METODA

Do 700 pl Zivného bujonu €.2 s prislusSnym antibiotikom v eppendorfkach boli
naockované monokoldnie baktérii vyrastené po elektropordcii na miskach. Baktérie
boli inkubované cez noc pri 37°C na trepacke pri 150 ot/min. Potom boli
eppendorfky centrifugované pri 4°C 4000 g 5 minut. Pelet bol resuspendovany v 250
pl roztoku | a ihned bolo pridanych 250 pl éerstvo pripraveného roztoku Il, zmes
bola premiesana otdcanim a inkubovana maximalne 10 minut. Bolo pridanych 200
ul ladovo vychladeného roztoku lll, opatrne premieSané otdcanim a inkubované 10
minut na lade. Zmes bola centrifugovana pri 4°C a 17530 g 10 minut. K
supernatantu bolo pridanych 500 ul izopropanolu, zmes bola premieSana a
inkubovana 10 minut pri laboratdrnej teplote. Potom bola zmes centrifugovana pri
4°C a 20 000 g 20 minut. Pelet bol premyty 80 % etanolom, vysusSeny a rozpusteny v

20 pl TE pufru. K DNA bola pridand 1/10 objemu zdsobného roztoku RNazy a zmes
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bola inkubovana 1 hodinu pri 37°C. Overenie jednotlivych koldnii bolo nasledne
prevedené Stiepenim plazmidu restrikénymi endonukleazami. Potom bola celd

vzorka pouzitd pre elektroforézu.

4.2.9.7. AGAROZOVA ELEKTROFOREZA
1 % agardzovy gél bol pripraveny rozpustenim odpovedajliceho mnozZstva agardzy
v 0,5 x TBE pufre. Po ochladeni (na teplotu znesitelnu na predlakti) bola suspenzia
naliata do pripraveného blo¢ku, ndsledne bol pridany zasobny roztok etidium
bromidu do koncentracie 0,5 pl/ml a bol tam vloZeny plastovy hreben. Po stuhnuti
suspenzie na gél bol hreben vytiahnuty, gél vlozeny do aparatury pre elektroforézu
a zaliaty 0,5 x koncentrovanym TBE pufrom. Vzorky DNA boli zmieSané so
vzorkovym pufrom 6 x Orange DNA Loading Dye od Fermentas a nanesené do
jamiek v géli. Ako prvy bol naneseny marker molekulovych vah. Aparatdra bola
zapojena do zdroja napdtia a prdd bol nastaveny na 70 V. Po skonceni bol gél

prezrety na UV translumindtore.

4.2.9.8. STIEPENIE DNA RESTRIKENYMI ENDONUKLEAZAMI
DNA bola Stiepenad v restrikénej zmesi obsahujucej 0,5- 2 pg plazmidovej DNA, 1x
koncetrovany restrikény pufor, 1- 10 jednotiek (U) restrikéného enzymu doplnené
demineralizovanou vodou do koneéného objemu. Zmes bola inkubovana 2 hodiny

alebo cez noc v termostate pri 37°C.

4.2.9.9. LiGAciA DNA
Ligacnd zmes bol pripravena tak, aby bol pomer linearizovanej plazmidovej DNA
k DNA fragmentov 1:2- 1:3. Ligaéna zmes obsahovala 150 pg plazmidovej DNA a
DNA fragmentov, 2 pl 10 x koncentrovaného pufru pre T4 DNA ligazu a 2,5 u DNA
ligdzy T4 bakteriofaga. Ligacia prebiehala 16- 24 hodin pri laboratdrnej teplote a
bola ukoncena zahriatim na 65°C 10 minut. 2- 4 pl zmesi boli pouzité na

elektropordciu baktérii.
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4.2.9.10. AMPLIFIKACIA DNA POLYMERAZOVOU RETAZOVOU REAKCIOU
PCR reakcia prebiehala vidy v objeme 50 pl, najprv bola vSak pripravena reakéna
zmes-master mix s objemom, ktory zodpovedal poctu reakcii a jednym rezervnym
objemov nasledovne:
39,5 ul sterilnej demineralizovanej H,O
5 ul 10x koncentrovaného pufru pre Vent polymerazu
1,5 pl 10 uM primeru F
1,5 ul 10 uM primeru R
1 pl 10 uM dNTP
1 ul templatovej DNA
0,5 ul Vent polymerazy
Pre negativnu kontrolu bola miesto DNA pouzitad demineralizovand voda.
Mikroskimavky s 50 pl reakénej zmesi boli vloZzené do termocyklera a podla
programu prebiehala vlastna PCR reakcia. 1. krokom bola denaturdcia DNA 3 minuty
pri 94°C, potom 2. 40 sekind pri 94°C, nasledovalo 3. nasadanie primerov- 50
sekund pri teplote 56-64°C podla konkrétneho primeru. Potom 4. polymerizacia 1
minutu pri 72°C a 5. 7 minut pri 72°C. Kroky 1- 4 prebiehali 30 x, potom nasledoval
5.a 6. krok.
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5. VYSLEDKY
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5.1. PRIPRAVA MONOKLONALNEJ PROTILATKY PROTI VP1 PROTEINU BK

VIRUSU

Predpokladom pre stadium a pracu s virusmi je disponovanie Specifickymi
protilatkami, ktoré umoznuju detekovat ich Struktirne aj nestruktirne proteiny.
Detekciou kapsidového proteinu VP1 je mozné sledovat pohyb virusovych castic v
Case a priestore v hostitelskych bunkdach, co ndm dava dalsie informacie o spravani
sa virusu v bunkach, o pripadnych interakcidach s bunkovymi sicastami a tieZ
nevyhnutné informdacie o Zivotnom cykle virusu. KedZe BK virus je ludsky patogén
rozsSireny celosvetovo a spésobuje vazne ochorenie u imunosuprimovanych ludi, je
jeho studium esencidlne. KedZe vsak naSe laboratdérium stalne nedisponovalo
monoklondlnou protilatkou proti VP1 BK virusu, rozhodli sme sa zamerat najprv na

tento krok pripravy detekéného mechanizmu umoziujuceho vizualizaciu virusu.

5.1.1. 1zZOLACIA A OVERENIE PRITOMNOSTI VP1 PROTEINU Z INFIKOVANYCH HMYZiCH
BUNIEK

Nevyhnutnou stcéastou pri priprave monoklonalnej protilatky je priprava antigénu v
dostato¢nom mnozstve pre imunizaciu mysi. Pre produkciu VP1 proteinu BK virusu
bol vyuZity bakulovirusovy expresny system, ktory sa v laboratériu pouziva uz
mnoho rokov. Bol pripraveny rekombinantny bakulovirus nesuci gén pre VP1
protein BK virusu Mgr. Veronikou Bohacovou PhD. Gén pre VP1 protein je v
bakulovirusovom gendmepod vplyvom silného polyhedrinového prométoru.
Produkovany protein VP1 vytvara v jadrach hmyzich buniek VLPs, ktoré boli
nasledne vyizolované, purifikované a overené elektrénovou mikroskopiou.

Pre izolaciu proteinu som pouzila lyzat z hmyzich buniek infikovanych
rekombinantym bakulovirusom nesidcim gén pre VP1 protein BK virusu. Aby bol
dostatok antigénu, bolo pouzitych 25 misiek (¢ 10 cm). Bunky boli sklidené 72hodin
po infekcii, resuspendované v B pufri a sonikované 3x 1 mindtu. Po odstraneni
bunkovych zbytkov kratkou centrifugaciou som izolovala pseudokapsidy zo
supernatantu ultracentrifugaciou v gradiente CsCl, jednotlivé frakcie rozobrala

peristaltickou pumpou a zmerala refraktometricky index. VSetky frakcie som
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naniesla na nitroceluldzovid membranu a previedla imunoreakciu s kralicou
polyklonalnou protilatkou proti VP1 BKV (obr.5.1.1). Nasledne som spojila frakcie z
jednej kyvety s refraktometrickym indexom 1,367- 1,363 a z druhej kyvety frakcie s
indexom 1,367- 1,364 do jednej frakcie, v ktorej by mali byt plné pseudoakpsidy,
ktoré enkapsiduju fragmenty bunkovej alebo bakulovirusovej DNA. Frakcie s
refraktometrickym indexom 1,3625- 1,360 z jednej kyvety a frakcie 1,363- 1,359 z
druhej kyvety som spojila do druhej frakcie kde by mali byt prazdne pseudokapsidy.

1,375 ® pozitivna kontrola
§ 1376
41,3745 : 1,372
® 1m P 1360
® 1360
$ 1367
® 1367
r 1,366
b 1,366
1,364
1,365
a X,
1,364 1,364
8 1363 . 1,363
& 13625 ® 13625
Y e @ 1382
® 1361 0 -
® 1360 0 .
® 13375 -
1,357
@ 1357
m 1,356

Obr.5.1.1: Dot Blot pre detekciu VP1 vo frakciach CsCl gradient. Pozitivne signaly u jednotlivych
frakcii, dva stipce frakcii 1- 15 z prvého delenia peristaltickou pumpou, a frakcie 1-14 z druhého
delenia. OranZovym plné pseudokapsidy spojené do jednej frakcie a modrym spojené prazdne
pseudokapsidy. Pouzitd krali¢ia polyklondlna primdrna protildtka proti VP1 proteinu BK virusu
riedend 200 x (pripravena Mgr.Stancikovou) a kozia sekundarna protildtka proti kralicim
imunoglobulinom konjugovand s HRP riedend 1000 x. Na pozitivnu kontrolu pouzita vzorka VP1
z lyzatu infikovanych 3T6 mysich fibroblastov (poskytnuté Mgr.Hornikovou)

Po dialyze frakcii som stanovila mnozstvo proteinu v zriedenych vzorkach oboch
frakcii Bradfordovou metédou (Tab. 5.1.2).
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vzorka proteinu so znamou koncentriciou
0,25 mg/ml

0,5 mg/mil

0,75 mg/ml

1 mg/ml

frakcia D
0,01 prazdne kapsidy
0,049 plné kapsidy
0,088
0,137

Tab. 5.1.2: Stanovenie koncentracie proteinov v oboch frakciach

koncentrdcia mg/ml
0,053 1,181
0,029 4,32

Nasledne boli vyizolované proteiny overené metdédou Western blot a detekované

pomocou kralicej polyklonalnej protilatky proti mysim imunoglobulinom (obr.5.1.3).

kDa

«140

~ 100

~70

10x 100x  1000x

Obr. 5.1.3: Overenie vyprodukovaného VP1: Pozitivny signal u vSetkych riedeni, pouZity antigén- VP1
partikule (10 x, 100 x, 1000 x), pouZitd mysia primarna polyklonalna protilatka proti VP1 (riedena
200 x) a kozia sekundarna protilatka proti mysim imunoglobulinom konjugovand s HRP (riedena

1000x).

Vzorky prazdnych aj plnych kapsid boli prezreté elektrénovym mikroskopom Mgr.

Vojtéchom Zilou, st zndzornené na obr. 5.1.4:
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Obr. 5.1.4: Elektrénmikroskopické snimky prazdnych (hore) a pinych (dole) pseudokapsid

Z vysledkov elektrénovej mikroskopie vyplyva, Ze vo frakcii prazdnych kapsid su

takmer vSetky pseudokapsidy prazdne a na obrazku plnych kapsid, teda tych ktoré
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enkapsidovali DNA hmyzich buniek, prip. histény a preto do kapsid nevniklo farbivo,

je naopak iba minimum prazdnych kapsid.

Partikule boli pouZité na imunizaciu mysi.

5.1.2. IMUNIZACIA MYSi A FUZIA BUNIEK

5.1.2.1.  IMUNIZACIA

Pre imunizaciu mysi BALB/c boli pouzité obe frakcie. Jedna mys bola imunizovana
intraperitonedlne davkou 50 pg antigénu z frakcie plnych kapsid doplnené do 50 ul
PBS a druhd mys$ bola imunizovand davkou 20 pg antigénu z frakcie prazdnych
kapsid doplnené do 20 pl PBS operativhe do sleziny. Obe mysi boli opat
imunizované po 11-tich, 13-tich a zase 13-tich drioch rovnakou ddvkou antigénu a
rovnakym spdsobom. Po 17-tich diioch bola z oboch mysi odobrata krv z chvosta a z
nej ziskané sérum na testovanie metddou Dot blot.

Z vysledku Dot blotu vyplyvalo Ze obe mysi odpovedali na imunizaciu antigénu
tvorbou protildtok. Pozitivne reakcie boli pozorované u mysi imunizovanej do
sleziny do riedenia 100x a u mysi imunizovanej intraperitonedlne do riedenia 10x.

Na bunkovu fuziu sme preto pouZili mys imunizovanu priamo do sleziny.

5.1.2.2. BUNKOVA FUZIA
Fuziu buniek som robila podla navodu v kap. 4.2.4.5 po dvoch mesiacoch od prvej
imunizacie. Pouzili sme myeldmovu liniu buniek Sp2/0. Bunky po fuzii sme rozplnili
do 5-tich 96-jamkovych dostic¢iek.Po 3 drioch som k bunkdm pridala geneticin a po
dalSich 3 drioch som ho ostranila. Kontrolovala som rast hybriddmov a médium z

jamiek, ktoré boli hybriddmami zarastené som podrobila testovaniu.

5.1.3. TESTOVANIE HYBRIDOMOV
Ako antigén pre testovanie metédou Dot blot a Western blot som pouzivala
vyizolované prazdne VP1 pseudokapsidy. Pre testovanie prietokovym cytometrom
som poutzivala bunky Sf9 infikované rekombinantnym bakulovirusom bac VP1 BKV.

Pre testovanie imunofluorescenciou bol pouzity antigén BK virus, ktorym bola
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infikovana linia VERO buniek a potom aj RPTEC buniek. Prvé testovania boli robené
metddou Dot blot, potom vacsinou uz prietokovym cytometrom.

Ziskala som tieto pozitivne klony :

1. dosticka- B4, B6, B8, D7, D9, E6, E8, E11, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, G5, G6, G7

2. dosticka- A3, A4, A6, B3, B4, C2, C3, D3, E4, F4, H1, H2, H3, H5

3. dosticka- A1, C3, D1, E1, G3

5. dosticka- A4, A6, A7, A8, A9, A10, A12, B12, C8, D1, D2, D3, F1, F11, F12, G9, G10,
G11, G12, H6, H7, H9, H10, H11, H12

U 4. dosticky bohuZial doslo ku kontamindcii a strate celej dosticky. S klonom 5/A12

z piatej dosti¢ky na obr. 5.1.5 som dalej pracovala.

5/al 5imlz 5/D4 5/AT7 5/AD PK

Obr.5.1.5: Priklad dot blot jednotlivych klonov, ako primarna protilatka pouzité média z hybridémov,
na pozitivnu kontrolu krdlicia polyklondlna protilatka a sekundarna protildtka proti mysim
imunoglobulinom a sekundérna protilatka proti kralicim imunoglobulinom. 5/A1 5/A12 5/D4 5/A7
5/A9

5.1.4. KLONOVANIE HYBRIDOMOV

Pri pozitivnych koldniach buniek bolo potrebné ich zase rozklonovat s cielom ziskat
pozitivne monokoldnie. Vidy hybridémy z jednej jamky boli rozdelené do celého
radu novej dosticky a riedené riediacou radou. Vo vacsine poslednych jamiek sa uz
hybriddbmy nenachadzali. Zo vsetkych vysSie uvedenych klonov boli urobené
kryokonzervy a niektoré z pozitivnych klonov boli dalej klonované riedenim na novu
96-jamkovu dosticku. Z pozitivneho klonu 5/A12, som ziskala pozitivne klony
5/A12/A1, B1, C1, D1, E1, F1, G1 testované metdédou Dot blot. Klon5/A12/A1 bol
dalej klonovany a boli urobené kryokonzervy. Boli klonované aj klony 5/A12/D1 a
5/A12/B1 ale ich dalsie klony sa ukazali ako negativne. Preto som pristupila ku
klonovaniu dalSich pévodnych pozitivnych klonov z prvej a piatej dosticky.

Okrem poévodného 5/A12 som klonovala aj klon 1/D7 z ktorého som ziskala
pozitivne 1/D7/B1, B3, B6, B8, B9, C2, C3, C7, D4, E5, F1, F2, F7, G1, G11, G12 a H1
testované prietokovym cytometrom (obr.5.1.6). Klon 1/D7/G11 bol dalej klonovany

na novu dosticku, bohuZial celd dosti¢ka sa skontaminovala. Napokon som zacala s
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testovanim novych klonov z kryokonzerv 5/G10, G11, H6 a H9, z nich som nakoniec
ziskala klony 5/G10/A5/B2/A8, 5/G10/A5/B2/H8, 5/G10/A5/B5. Protilatka
5/G10/A5/B2/A8 bola overend imunofluorescenciou s pozitivnym vysledkom
(obr.5.1.7) a tieZ pouzita na Western blot avsak s negativnym vysledkom (obr.5.1.8).
Preto som eSte urobila Dot blot s denaturovanym antigénom, ktory vsak potvrdil
spravnost Western blotu, teda Ze protildtka nedetekuje denaturovany antigén
(obr.5.1.9). Protildtku som nasledne pouzila pre detekciu VP1 SV40 virusu. 2 ul
koncentrovaného virusu SV40 bolo aplikovanych na kazdy z dvoch Stvorcekov
nitrocelulézovej membrdny a bola prevedend detekcia u jednej membrany
hybriddmovym médiom a u druhej membrany komerénou protilatkou proti VP1
SV40. Vysledok detekcie hybriddmovym médiom klonu 5/G10/A5/B2/A8 bol

negativny, ¢o znadi Specificitu protilatky pre VP1 protein BK virusu (obr. 5.1.10).
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Obr. 5.1.6: UkdZka vysledkov z prietokového cytometra, hore negativna kontrola - hmyzie bunky Sf9
infikované bac VP1 BKV, znacené sekundarnou krali¢ou protildtkou proti mysim imunoglobulinom
Alexa Fluor 488, s vynechanim primarnej protilatky. Obr. v strede a dole - pozitivne vysledky u
jednotlivych klonov, primarnou protilatkou si média z hybridémovych jamiek a sekundarna

protilatka oslia proti mysim imunoglobulinom Alexa Fluor 488.

Obr. 5.1.7: Nepriama imunofluorescencia s pouzitim klonu 5/G10/A5/B2/8. Zorné pole s pozitivnymi
signalmi s pouZitim primarnej hybridémovej protilatky 5/G10/A5/B2/8 proti VP1 BKV a sekundarnej
oslej protilatky proti mysim imunoglobulinom konjugovanou s Alexa Fluor 488 (riedend 1000 x) na

VERO bunkach infikovanych BKV
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Obr. 5.1.8: Western blot vzorky BKV VP1 parikuli. Vlavo pozitivny signal u partikuli s pouzitim
primarnej kralicej polyklondlnej protilatky proti VP1 BKV s pouzitim sekundarnej kozej protilatky
proti mysim imunoglobulinom, konjugovanej s HRP (riedend 1000 x) avpravo negativny signal
s pouzitim primarnej hybridomovej protilatky 5/G10/A5/B2/8 proti VP1 BKV, s pouzitim sekundarnej
kozej protilatky proti mySim imunoglobulinom, konjugovanej s HRP.

Obr.5.1.9: Dot blot pre detekciu nativneho a denaturovaného antigénu. Vpravo pozitivna kontrola
s pouZitim denaturovaného (2 minuty povareného) aj nedenaturovaného antigénu, pouZitad primarna
kralicia polyklondlna protildtka a sekunddrna kozia protildtka proti krdlicim imunoglobulinom
konjugovana sHRP. Vlavo pozitivny signal len unedenaturovaného antigénu s pouzitim
5/G10/A5/B2/8. Cerveny kruZok oznaduje denaturovany antigén.

Obr.5.1.10: Testovanie protilatky na reakciu s VP1 proteinom virusu SV40. Vpravo negativny signal
pri pouZiti hybridémovej protilatky 5/G10/A5/B2/8 pre virus SV 40 s pouzitim sekundarnej kozej
protilatky proti mysim imunoglobulinom (v cervenom krazku), viavo pozitivna kontrola pouZitim
komerénej mysSej primarnej protilatky proti VP1 SV 40 virusu (riedend 200 x) a kozia sekundarna
protilatka proti mysim imunoglobulinom konjugovana s HRP (riedena 1000 x)

5.1.5. PURIFIKACIA PROTILATKY 5/G10/A5/B2/8
Ziskanu protilatku som purifikovala pomocou kolonky HiTrap Protein G HP podla
prilozeného navodu. Celkovo bolo na purifikaciu pouzitych 50 ml scentrifugovaného
hybriddbmového média, z ktorého som ziskala 6 ml Cistej protilatky. Urobila som Dot
blot s riedenim protiladtky 10 x, 100 x, 1000 x a 5000 x, pricom pri vSetkych

riedeniach bol viditelny pozitivny signal, znazornené na obr. 5.1.11.

Obr.5.1.11: Skaska sily protilatky riedenim: zfava doprava riedenie 10 x, 100 x, 1000 x a 5000 x
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5.1.6. NEUTRALIZACNY TEST PROTILATKY
Pre buduce vyuzitie protilatky bolo dobré zistit ¢i je protilatka neutralizujuca, t.z. Ci
je schopna zabranit naviazaniu a vstupu virusu do bunky tym, Ze brani interakcii VP1
proteinu s receptorom. Z toho dévodu som urobila neutralizacny test na ludskych
bunkach RPTEC (human renal proximal tubular epithelial cell). BK virus bol najprv 1
hodinu pri izbovej teplote inkubovany s protilatkou v riedeni 10 x, 100 x, 1000 x a
neriedenou protilatkou. Tato zmes virusu a protildtky bola nasledne pouZita na
infekciu RPTEC buniek. Z vysledkov neutralizaéného testu vyplyva, Ze protilatka

neneutralizuje virus (obr.5.1.12).
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Obr.5.1.12:  Neutralizacny test pre  protilatku
5/G10/A5/B2/8. Nepriama imunofluorescencia RPTEC
buniek fixovanych 42 po infekci . a) negativna kontrola-
neinfikované bunky, b) negativna kontrola- infikované
bunky bez pouzitia primarnej protilatky c) pouzita
hybridémova protilatka neriedend, inkubovana s virusom
vPBS 1 hod pred infekciou, d) preinkubacia
hybridémovou protilatkou riedenou 10 x e) preinkubacia
hybriddmovou  protilatkou riedenou 100 x, f)
preinkubacie hybridémovou protilatkou riedenou 1000 x
g) pozitivna kontrola bez preinkubacie protilatky. Na
detekciu infikovanych buniek bola pouzita mysia
primarna protilatka proti LT antigénu a sekundarna kozia
protilatka proti mysim imunoglobulinom Alexa Fluor 488.
Jadré farbené DAPI.

Po skontrolovani schopnosti detekcie protilatky sme sa rozhodli vyskusat protilatku
pre detekciu viriénov BKV v bunkach konfokalnym mikroskopom.
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5.1.7. VIzZUALIZACIA VIRUSU V BUNKACH DETEKCIOU VP1 PROTEINU MONOKLONALNOU
PROTILATKOU PROTI VP1 PROTEINU BK ViRUSU

KedZe sme uz pripravili monoklonalnu protilatku proti VP1 proteinu BK virusu, chceli
sme ju vyskusat pre Studium vcasnych faz Zivotného cyklu BK virusu. Chceli sme
zistit mieru intraceluldrnych kolokalizacii BK virusu s kompartmentami buniek.
BK virus bol vyizolovany z RPTEC buniek infikovanych virusom. Su to primarne linie
buniek zludskych renalnych proximalnych mikrotubulov (RPTEC), ktoré su
prirodzene permisivne pre BK virus. Virus bol purifikovany centrifugdciou cez vankus
20% sachardzy, ultracentrifugovany v rovnovdinom CsCl gradiente a rozdeleny na
frakcie. Frakcie obsahujlce virus boli spojené a opat zahustené centrifugdciou.
Izoldciu BK virusu robila Violeta Bakardijeva. Titer BK virusu bol
imunofluorescenciou stanoveny na 6,0 x 10° infekénych viriénov na ml.
RPTEC bunky boli z konfluentne narastenych @ 6 cm misiek pasaZované na skli¢ka po
50 pl bunkovej suspenzie do jamiek s vopred pripravenym médiom. Takto sa nechali
do druhého dna. Potom boli bunky synchronizované, t.j. 20 hodin pred samotnou
infekciou im bolo vymenené médium za bezsérové.
Infekcia prebiehala na lade 40 minut, za ten ¢as sa virus naadsorboval na bunky,
médium svirusom bolo odsaté abolo pridané médium so sérom, dosticka
s bunkami bola uloZzena do termostatu. Tento ¢as sa ratal ako zaciatok infekcie, t=0.
Bunky boli po fixacii paraformaldehydom vysytené roztokom Zelatiny a BSA v PBS.
Proteiny boli nasledne imunologicky detekované znacenim primarnymi
a sekundarnymi protilatkami. Mikroskopické skli¢ka boli pinzetou vybraté z jamiek a
ulozené bunkovou stranou do glycerolu s DAPI apozorované konfokdlnym
mikroskopom.
Najprv sme iba overili, ¢i dana protilatka detekuje aj BKV viriény v bunkach (obr.

5.1.13).
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Obr.5.1.13: Overenie protialtky proti VP1 proteinu BK virusu konfokalnym mikroskopom. Zelené BK
viriény znacené mysou 5/G10/A5/B2/8 primarnou protilatkou proti VP1 BKV a kozou sekundérnou
protilatkou proti mysim imunoglobulinom konjugovanou s Alexa Fluor 488. Modra DNA znacena
DAPI a) RPTEC bunky neinfikované, b) a c) infikované bunky

Potom sme vyskusali dvojité znacenie s pouzitim prtilatky proti markerom véasnych
endozémov EEA1. Bunky boli fixované 2 hodiny po infekcii a proteiny boli
imunofluorescenéne znacené vytvorenou primarnou monoklondlnou protilatkou
proti VP1 proteinu BK virusu akozou primarnou protilatkou proti véasnym
endozémom (EEA1). Vysledky sU znazornené na obr. 5.1.14. Z obrazku je viditelnd
iba Ciasto¢nda kolokalizacia BKV viriénov so véasnymi endozémami. Bude potrebné
vyskisat viacero c¢asov po infekcii k detekcii kolokalizacie BKV stymto

kompartmentom.

DAPI PREKRYV

Obr.5.1.14: Kolokalizacia BKV a marker v€asnych endozémov EEA1. Bunky infikované 500 ffu/bunku,
fixované 2 hodiny po infekcii. Modra DAPI, zelena virus znaéeny mysSou 5/G10/A5/B2/8 primarnou
protildtkou proti VP1 BKV a oslou sekundarnou protilatkou proti mysSim imunoglobulinom
konjugovanou s Alexa Fluor 488, ¢ervena EEA1 znacené kozou primarnou protilatkou a sekundarnou
oslou protildtkou proti kozim imunoglobulinom konjugovanou s Alexa Fluor 546. Konfokalny rez
bunkou.

Dalej sme vyskusali dvojité znaenie s pouzitim kréli¢ej primarnej protilatky proti
caveolinu. Zvolili sme dva casy po infekcii, 2 hodiny a 6 hodin, aby sme videli ¢i virus
kolokalizuje s endozémami odvodenymi od caveolae azaujimalo nas, ¢i uvidime
kolokalizaciu s va¢kami odvodenymi od caveolae a tiez vaésie endozémy bohaté na

caveolin. Vysledky su zndzornené na obr. 5.1.15. Z obrazkov je zrejma kolokalizacia
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BKV s endozomami bohatymi na caveolin, ako v blizkosti membran, tak aj hlbsie v
bunkach. Je zaujimavé, Ze nie je viditelny prilis velky rozdiel v lokalizacii virusu
v dvoch zvolenych ¢asoch. Pokusy bude potrebné zopakovat sledovanim virusu
v roznych casoch po infekcii. Aby sa prediSlo dodatoc¢nej infekcii, bude treba virus

odmyt ihned po internalizacii neutralizacnou protilatkou, ktord zatial nemame.

Obr.5.1.15: Kolokalizacia BKV a caveolinu RPTEC bunkach fixovanych po 2 a 6 hodinach po infekcii,
znaéené mysSou 5/G10/A5/B2/8 primarnou protilatkoi proti VP1 proteinu BK virusu (zelend) a
kralicou primarnou protilatkou proti caveolinu (Cervend). Modra DAPI. Pouzité boli kozia sekundarna
protildtka proti mySim imunoglobulinom a kozia sekunddrna protildtka proti krali¢im
imunoglobulinom. Multiplicita infekcie 350 ffu/bunku. Konfokalne rezy réznymi bunkami.

Dalej nas zaujimalo, ¢ BK virus vstupuje do pozdnych endozémov a lyzozémov.
Chceli sme vidiet kolokalizaciu BK virusu s proteinmi asociovanymi s membranami
lyzozomov (LAMP- lysosome associated membrane proteins). AvSak overenim
komercnej potkanej protilatky proti LAMP2 sa zistilo, Ze nedostato¢ne detekuje
LAMP. Preto sme boli nuteni pouZit dalSiu jedini dostupnud mysiu polyklonalnu
protilatku proti LAMP1. V tomto pripade sme nemohli pouzit novovytvorent mysiu
protilatku proti VP1 BKV. Na pozorovanie kolokalizacii BK virusu s membranovymi
proteinmi asociovanymi s lyzozdmami 3 hodiny po infekcii, boli teda pouZité:
krali¢ia primarna protilatka proti VP1 proteinu BK virusu a mySia primarna protilatka
proti LAMP, kozia sekunddrna protildtka proti kralicim imunoglobulinom
konjugovana sAlexa Fluor 546 aoslia sekundarna protilatka proti mysim
imunoglobulinom konjugovana s Alexa Fluor 488. Na obr. 5.1.16 je znazornena
kolokalizacia VP1 BKV s LAMP. Z fotografii konfokdlneho mikroskopu je viditelna
vysokda miera kolokalizacie BK virusu s LAMP, z ¢oho vyplyva, Ze virus vstupuje

masivne do pozdnych endozémov.
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Obr.5.1.16: Kolokalizacia BKV s markerom lyzozémov. Bunky fixované 3hodiny po infekci 1000
ffu/bunku. Modra farbena DAPI, zelené- farbené LAMP- marker lyzozémov, ¢ervenda- VP1 protein BK
virusu. Jednotlivé rezy bunkoui, NK - negativna kontrola neinfikované bunky s pouZitim oboch
primarnych aj sekundarnych protilatok-pozitivny signdl iba u detekcie lyzozomov v bunke

Dalej bude potrebné zistit, ¢i vstup do lyzozomalneho kompartmentu je nutny pre
prouktivnu infekciu BKV, alebo ¢&i virus, ktory sa do lyzozdmov dostane skonci

degradaciou.
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5.2. PRIPRAVA EXPRESNYCH PLAZMIDOV PRE PRODUKCIU MINORITNEHO
STRUKTURNEHO PROTEINU VP3 FUZOVANEHO S N- A C- KONCOVYMI
CASTAMI EYFP PRE STUDIUM OLIGOMERIZACIE MINORITNYCH PROTEINOV

U MYSIEHO POLYOMAVIRUSU

Pre Stadium oligomerizacie minoritnych proteinov sme sa rozhodli vytvorit expresné
plazmidy pre produkciu minoritného Strukturneho proteinu VP3, fuzovaného s N-
termindlnou ¢astou EYFP v oboch orientéciach, to znamena na N- aj na C- konci VP3.
Tak isto aj VP3 fuzovany s C-terminalnou ¢astou v oboch orientaciach. Po vytvoreni
tychto plazmidov by bolo moziné Studovat, pripadne dokazat oligomerizaciu
minoritného proteinu na membranach ER. Ndsledne by bolo moZné cez vklonované
miesta pre restrikéné enzymy vyskusat tuto schopnost oligomerizacie aj u VP2
proteinu a potom to pouzit aj na ostatné polyomavirusy. Pri koexpresii plazmidov
vbunke by vpripade oligomerizicie malo dojst krekonstitacii Zltého
fluorescenéného proteinu, ¢o by malo byt nasledne detekovatelné mikroskopom. Zo
stérickych dovodov bol medzi fuzne proteiny VP3 a casti N/CYFP vloZeny linker. Mali
teda vzniknut 4 konstrukty VP3 flzované s N-koncovou c¢astou YFP na N- aj C- konci
VP3 proteinu a VP3 fuzované s C-koncovou castou YFP tieZz na N- aj na C- konci,
vloZzené do vektoru pcDNA3, ktory obsahuje ako Hindlll, tak aj Xbal Stiepne miesta
v tomto usporiadani. Mali teda vzniknut plazmidy nazvané: pcDNA3-NYFP-VP3, kde
N-koncova cast YFP je fuzovanda na N- koniec VP3 proteinu, pcDNA3-VP3-NYFP, kde
N-koncova cast YFP je fuzovand na C- koniec VP3, pcDNA3-CYFP-VP3, kde C-
termindlna cast je fuzovana k N- konci VP3 proteinu a pcDNA3-VP3-CYFP, kde C-
koncova cast YFP je pripojena k C- konci VP3 proteinu. Schémy vsetkych Styroch

konstruktov su na obr. 5.2.1.
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Marl Hindlll Marl
Hindlll

pEDNAZ-NYFP-VP3 pcDMAZ-VPI-NYFP
G4akhb 6.4 kb

Amp

pcDMNAS-CYFP-VP3 pcDNAZAPI.CYFP
6.2 kb 6,2 kb

Obr. 5.2.1: Schéma Styroch konstruktov pre BiFC metddu. Hore viavo pcDNA3-NYFP-VP3, kde N-
koncova cast YFP je fuzovana na N-konci VP3 proteinu, 2. konstrukt hore vpravo pcDNA3-VP3-NYFP,
kde N-koncova Cast YFP je fuzovana na C-konci VP3, 3. konstrukt dole vlavo pcDNA3-CYFP-VP3, kde
C-terminalna Cast je fuzovana k N-konci VP3 proteinu a 4. konstrukt dole vpravo pcDNA3-VP3-CYFP
kde C-koncova cast YFP je pripojena k N-konci VP3 proteinu. Znazornené su Stiepne miesta pre
Hindlll, Narl a Xbal.

5.2.1. Prazmipy PEYFP-N1 A PcDNA3+
Pre ziskanie anaklonovanie fragmentov Zltého fluorescenéného proteinu bol
pouzity plazmid pEYFP-N1 (obr. 5.2.2).
Plazmid pEYFP-N1 bol vyizolovany z kultury baktérii vo vyslednom mnozZstve 600 pl
o koncentrécii 224ng/ul. Cistota plazmidovej DNA merand pomerom absorbancii

Azeo/Az30 = 2,24 a Axgo/Azeo = 1,9.
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VA bEYFP-N1
4.7kh

Obr. 5.2.2: Zjednodu3end mapa plazmidu nesiceho gén pre EYFP protein svyznafenym
cytomegalovirusovym promoétorom na zaciatku- 1-589 bp, MCS (multiple cloning site)- 591-671 bp,
gén pre Zzlty fluorencenény protein- 679-1398, SV40 polyadenylacny signal, SV40 origin replikacie,
SV40 promotor a gén pre kanamycinovu rezistenciu.

Vlavo overenie pEYFP-N1 plazmidu: M-marker velkosti fragmentov, 1. plazmid Stiepeny Pstl-
fragment o velkosti 252 bp a 4,5 kb, 3. plazmid stiepeny Notl a Sall, vystiepeny fragment o velkosti
760 bp a 4 kbp, 4. nestiepeny plazmid o velkosti 4,7 kbp.

Pre PCR reakcie k ziskaniu dvoch fragmentov YFP s pripojenymi miestami pre
restrikciné enzymy boli navrhnuté primery uvedené v kap. 5.2.2. Primery boli
navrhnuté tak, aby bol YFP protein rozdeleny na fragmenty NYFP- 1-154
aminokyselin a CYFP- 155-238, v pEYFP to zodpoveda NYFP- 680-1140 nt, CYFP-
1141-1404 nt.

Ako ciefovy vektor bol wvybrany pcDNA3+, ktory obsahuje CMV promotor
a polylinker (MCS) s miestami pre restrikény enzym Hindlll na pozicii 889 a miesto
pre restrikény enzym Xbal na pozicii 983. Medzi tieto dva restrikéné miesta boli
vkladané vidy dva fragmenty N- alebo C- fragment YFP a VP3 proteinu naraz (ale
vidy v roznych orientaciach).

pcDNA3 bol vyizolovany maxiizolaciou v celkovom mnozstve 500 ul o koncentracii
2367 ng/ul. Vzorky plazmidovej DNA 10 x riedenej mali pomer absorbancii Aygo/Azeo
1,9 a Ays0/Az30 2,03. Po Stiepeni restrikénym enzymom Hindlll bol plazmid cisteny
fenol- chloroformovou metdédou podla kap. 4.2.9.5. Po nasledujucom Stiepeni
restrikénym enzymom Xbal bol vektor zase Cisteny a vysledna koncentrdcia bola 81

ng/ul s indexom Cistoty Ayzo/Azso 1,84 a Azso/Arzp 2,28.
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Obr. 5.2.3: Schéma expresného plazmidu pcDNA3. Overenie pcDNA3 po izolacii: M- marker velkosti
fragmentov, 1. linearizovany plazmid Stiepeny Xbal, 2. plazmid stiepeny Hindlll a Bglll- vystiepeny
fragment o velkosti 877 bp, 3. plazmid stiepeny Xbal a Smal, vystiepeny fragment o velkosti 1109 bb,
4. linearizovany plazmid Stiepeny Hindlll, 5. neStiepeny plazmid

5.2.2. NAVRH PRIMEROV PRE PCR FRAGMENTY
Pre vacsiu prehladnost primerov su uvddzané po dvojiciach, jedna dvojica sluzila
vzdy na PCR amplifikaciu jedného fragmentu.
¢ dvojica primerov navrhnutd pre vytvorenie fragmentu Hindlll-NYFP-Narl,
teda N-koncovej Casti YFP na N-konci so Stiepnym miestom pre Hindlll a na
C-konci s vloZzenou castou linkeru, v ktorom je obsiahnuté Stiepne miesto pre
Narl:
HindllI-NYFP-F: forward primer navrhnuty pre vlozenie Stiepneho miesta pre Hindlll
sense retazca na 5 konci:

5- CTCGA AAG CT
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Zltym je vyznafend komplementérna €ast ku zaciatku YFP v pEYFP-N1 plazmide,
pricom ATG koddn znadi zaciatok YFP proteinu, podtrhnuté je Stiepne miesto pre
Hindlll, pricom jeho koncovy tymin je uz sucastou komplementarnej ¢asti plazmidu
PEYFP-N1, v Zlto vyznacenej Casti je obsiahnuta aj Kozakova konsenzus sekvencia
Narl-NYFP-R: reverse primer navrhnuty pre vytvorenie casti linkeru s vloZzenym
Stiepnym miestom pre Narl antisense retazca na 5'konci:
5- CTCGA GGC GCC GCC TGA ACC GCT
Zltym je opat vyznacena €ast komplementérna ku koncu NYFP v pEYFP-N1 plazmide,
podrthnuté je Stiepne miesto pre Narl
+¢ dvojica primerov navrhnutd pre vytvorenie fragmentu Narl-VP3-Xbal, teda

VP3 proteinu na N-konci s ¢astou linkeru, v ktorom je obsiahnuté Stiepne

miesto pre Narl a na C-konci s vlozenym Stiepnym miestom pre Xbal:
Narl-VP3-F: forward primer navrhnuty pre vytvorenie Casti linkeru so Stiepnym
miestom pre Narl sense retazca na 5'konci:

5°- CTCGA GGC GCC TCT GGG TCT GGC ATG GCG TTG ATACCATGG C
Modrym vyznacend je komplementarna cast k zaciatku VP3 proteinu v plazmide
pMJG, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Narl obsiahnuté v linkeri
Xbal-VP3-R: reverse primer navrhnuty pre vloZenie Stiepneho miesta pre Xbal
antisense retazca na 5 konci:

5-CTCGATCTAGATTAGAGACGCCGCTTTITC
Modrym vyznacend je komplementarna cast ku koncovej casti VP3 proteinu
v plazmide pMJG so stop kodénom, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Xbal
+* dvojica primerov navrhnutd pre vytvorenie fragmentu Hindlll-CYFP-Narl,

teda C-koncovej €asti YFP na N-konci s vloZienym Stiepnym miestom pre

Hindlll a na C-konci s vlozenym linkerom obsahujucim Stiepne miesto pre

Narl:
Hindlll-CYFP-F: forward primer navrhnuty pre vloZenie Stiepneho miesta Hindlll
sense retazca na 5’konci:

5°- CTCGA AAG CTT C GCC ACC

Zltym je vyznacena cast komplementarna ku zaciatku CYFP v pEYFP-N1 plazmide,

vloZend je Kozakova konsenzus sekvencia, podrthnuté je stiepne miesto pre Hindlll
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Narl-CYFP-R: reverse primer navrhnuty pre vytvorenie linkeru s vloZzenym Stiepnym
miestom pre Narl antisense retazca na 5’konci:
5- CTCGA GGC GCC TGA ACC GCT
ZItym je vyznacéena ¢ast komplementdarna ku koncu CYFP proteinu v pEYFP plazmide
bez stop koddnu, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Narl obsiahnuté v linkeri
++ dvojica primerov navrhnutd pre vytvorenie fragmentu Hindlll-VP3-Narl, teda
VP3 proteinu na N-konci s vlozenym stiepnym miestom pre Hindlll a na C-
konci s linkerom s obsiahnutym Stiepnym miestom pre Narl:
Hind-VP3-F: forward primer navrhnuty pre vloZenie Stiepneho miesta pre Hindlll
sense retazca na 5’konci:
5°- CTCGA AAG CTT C GCCACCATG GCG TTG ATA CCATGG CG
Modrym je znazornend komplementarna cast zadiatku VP3 proteinu v pMIG
plazmide, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Hindlll, vioZzena je Kozakova konsenzus
sekvencia
Narl-VP3-R: reverse primer navrhnuty pre vytvorenie linkera s vloZenym Stiepnym
miestom pre Narl antisense retazca na 5'konci:
5°- CTCGA GGC GCC GCCTGA ACCGCT GAGACGCCG CTTTITCTTTTG
Modrym je znazornend komplementarna cast ku koncu VP3 proteinu v pMIG
plazmide bez stop koddnu, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Narl obsiahnuté
v linkeri
++ dvojica primerov navrhnutd pre vytvorenie fragmentu Narl-NYFP-Xbal, teda
N-koncovej Casti YFP s linkerom s vloZenym Stiepnym miestom pre Narl na
N-konci YFP proteinu a vlozenym Stiepnym miestom pre Xbal na C-konci
proteinu:
Narl-NYFP-F: forward primer navrhnuty pre vytvorenie linkeru so Stiepnym miestom
pre Narl sense retazca na 5" konci:
5°- CTCGA GGC GCC TCT GGG TCT GGC
Zltym vyznacend je ¢ast komplementdrna ku zaciatoénej €asti NYFP proteinu
v pEYFP-N1 plazmide, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Narl
Xbal-NYFP-R: reverse primer navrhnuty pre vloZenie Stiepneho miesta pre Xbal
antisense retazca na 5" konci:
5-CTCGATCTAGATTA
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Zltym je vyznadend cEast komplementdrna ku koncu NYFP proteinu v pEYFP-N1
plazmide s vloZzenym stop kodénom, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Xbal
+¢ dvojica primerov navrhnutd pre vytvorenie fragmentu Narl-CYFP-Xbal, teda

C-koncovej Casti YFP proteinu s linkerom s obsiahnutym Stiepnym miestom

pre Narl na N-konci a svloZzenym Stiepnym miestom pre Xbal na C-konci

proteinu:
Narl-CYFP-F: forward primer navrhnuty pre vytvorenie linkeru s vlozenym Stiepnym
miestom pre Narl sense retazca na 5" konci:

5°- GTCGA GGC GCC GGA TCT GGG TCT
Zltym je vyznacena ¢East komplementdrna ku zaciatku CYFP proteinu v pEYFP-N1
plazmide, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Narl
Xbal-CYFP-R: reverse primer navrhnuty pre vloZenie Stiepneho miesta pre Xbal
antisense retazca na 5" konci:

5- CTCGA TCT AGA

Zltym je vyznacend &ast komplementarna ku koncu CYFP proteinu v pEYFP-N1
plazmide so stop kodénom, podtrhnuté je Stiepne miesto pre Xbal.
Primery boli navrhnuté tak, aby bol medzi VP3 a N-koncovy alebo C-koncovy
fragment YFP proteinu vloZeny linker pozostavajuci zo ser-gly-ser-gly-gly-ala-ser-gly-
ser-gly, ktoré obsahovalo vloZené stiepne miesto pre Nar | restrikény enzym
vyznacené modrym:

AGC GGT TCA GGC GGC GCC TCT GGG TCT GGC

5.2.3. AmPLIFIKACIE DNA PRE VYTVORENIE JEDNOTLIVYCH FRAGMENTOV
Na vytvorenie dostatoného mnoZstva materidlu boli niekolkokrat opakované
polymerazové retazové reakcie pre jednotlivé fragmenty s pouzitim konkrétnych
primerov uvedenych v kap. 5.2.2. Ako negativne kontroly, boli vidy pouzité vzorky,
u ktorych miesto templatovej DNA bolo do PCR mikroskimavky pridané rovnaké
mnoistvo vody. Elektroforézy zjednotlivych amplifikacii sd uvedené na

nasledujucich obrazkoch (obr. 5.2.4- 5.2.9).
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Obr. 5.2.4: Elektroforéza po amplifikacii fragmentu HindllI-NYFP-Narl, pouzité primery HindllI-NYFP-F
a Narl-NYFP-R, fragment velky 501 bp, M-marker velkosti fragmentov, 1.negativna kontrola PCR
s pouzitim vody miesto templdtu, 2.3.4. a.5 st fragmenty HindlIlI-NYFP-Narl

M1 2 3 45

Obr. 5.2.5: Elektroforéza po amlifikacii fragmentu Narl-CYFP-Xbal, velkost fragmentu 297 bp, pouzité
primery Narl-CYFP-F a Xbal-CYFP-R, M-marker velkosti fragmentov, 1. negativna kontrola- bez
templatovej DNA, 2.3.4. a 5. su fragmenty Narl-CYFP-Xbal

1 23 4567M

Obr.5.2.6: Elektroforéza po PCR fragmentu Narl-VP3-Xbal, velkost 649 bp, pouZité primery Narl-VP3-
F a Xbal-VP3-R, 1.2.3.4.5.6 a 7. su fragmenty Narl-VP3-Xbal, M-marker velkosti fragmentov

Obr.5.2.7: Elektroforéza po PCR fragmentu Hindlll-VP3-Narl, velkost 656 bp, pouZité primery Hindlll-
VP3-F a Narl-VP3-R, 1. negativna kontrola- bez DNA, 2.3.4. a 5. su fragmenty Hindlll-VP3-Narl, M-
marker velkosti fragmentov
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Obr.5.2.8: Elektroforéza po PCR fragmentu Narl-NYFP-Xbal, velkost 497 bp, pouzité primery Narl-
NYFP-F a Xbal-NYFP R, M-marker velkosti fragmentov, 1.2.3.4 a .5. su fragmenty Narl-NYFP-Xbal,
6.negativna kontrola- bez DNA

12 34M 567 8

Obr.5.2.9: Elektroforéza po PCR fragmentu HindllI-CYFP-Narl, velkost 297 bp, pouZité primery Hindlll-
CYFP-F a Narl-CYFP-R, 1.2.3.4.5.6. a 7 su fragmenty HindllI-CYFP-Narl, 8. negativna kontrola- bez DNA
M-marker velkosti fragmentov

Postupne boli naklonované vsetky fragmenty, jednotlivé PCR reakcie pre
naklonovanie jedného fragmentu boli spojené, prezrazané a koncentracia bola

zmerana na nanodrope. Vysledky su zobrazené v nasledujucej tabulke.

fragment velkost koncentracia  pomer 260/230 pomer 280/260
Hindlll-WYFP-Marl 501 bp 2312 ng/ul 2,26 1.8
Hindlll-CYFP-Narl 301 bp 516 ng/pl 2,11 1,72
MNarl-CYFP-Xbal 297 bp 472 ng/pl 1,98 1,76
Narl-NYFP-Xbal 437 bp 900 ng/ul 2,18 1,73
Marl-VP3-Xbal 649 bp 2439 ng/ul 2,23 1,75
Hindll-WVP3-Narl 656 bp 216 ng/ul 2,14 1,76

Tab.5.2.10: Nazvy fragmentov s hodnotami koncentracie v ng/ul a Cistoty vzorky DNA vyjadrenej
pomerom Azgo/Az60 @ Azeo/Az30.
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5.2.4. LIGACNE ZMESI A MINIPREPARACIE DNA Z BAKTERIALNYCH KOLONII
Po ziskani dostato¢ného mnozstva materialu, boli jednotlivé fragmenty na koncoch
postiepené konkrétnymi enzymami a tieto fragmenty boli potom pouzité na ligaciu
spolu s vektorom. VZdy boli pouZité dva fragmenty a vektor, teda VP3 protein a bud’

C-terminalny alebo N-termindlny fragment YFP:

Hind Il — pcDNA3 — Xbal
Hindll— NYFP |—Narl Narl - Xbal
Hind Il — pcDNA3 — Xbal
Hindll —| CYFP |— Narl  Narl - Xbal
Hind Il — pcDNA3 — Xbal
Hind |||—_— Narl Narl —| NYFP |— Xbal
Hind Il — pcDNA3 — Xbal
Hind |||—_— Narl Narl —| CYFP |— Xbal

Obr. 5.2.11: Prehlad fragmentov a vektoru vkladanych do jednotlivych ligaénych zmesi.

Oba vkladané fragmenty by sa mali spojit cez Nar | miesto a s vektorom sa zaligovat
cez Hindlll a Xba I.

Ligacnd zmes bola vnasana do bakteridlneho kmena XL-1 Blue elektroporaciou
podla protokolu uvedeného v kap. 4.2.7.4. Baktérie boli po hodinovej inkubacii
v trepacke vysiate na agardzové misky vidy po 10 pl, 100 pl a zvySok. Narastené
bakteridlne koldnie po cca 16 hodindch vtermostate pri 37°C, dalej boli
precCiarkované na nové misky azaockované do 700 ul Zivného bujonu
v mikroskimavke. Potom bola minipreparaciami ziskavana DNA, ktora bola

testovana restrikénym Stiepenim enzymami Hindlll a Xbal. Pri spradvnom zaklonovani
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sa mal vystiepit fragment zodpovedajuci suctu velkosti dvoch fragmentov, teda VP3

a N-koncovej alebo C-koncovej Casti zltého fluorescenéného proteinu.

5.2.4.1.  LIGACNE ZMESI
Na ligaciu pre elektroporaciu fragmentov Hindlll-NYFP-Narl a Narl-VP3-Xbal spolu
s vektorom pcDNAS3 boli pouzité nasledujuce mnozstva:
400 ng vektoru pcDNA3
130 ng HindlIlI-NYFP-Narl
140 ng Narl-VP3-Xbal
Na ligdciu pre elektroporaciu fragmentov Hindlll-VP3-Narl a Narl-CYFP-Xbal
s vektorom pcDNAS3 boli pouzité nasledujice mnozstva:
400 ng vektoru pcDNA3
141 ng Hindlll-VP3-Narl
61,3 ng Narl-CYFP-Xbal
Na ligaciu pre elektorporaciu fragmentov Hindlll-VP3-Narl a Narl-NYFP-Xbal
s vektorom pcDNA3 boli pouzité nasledujuce mnoZstva:
400 ng pcDNA3
141 ng Hindlll-VP3-Narl
106,5 ng Narl-NYFP-Xbal
Na ligaciu pre elektroporaciu fragmentov Hindlll-CYFP-Narl a Narl-VP3-Xbal
s vektorom pcDNAS3 boli pouZité nasledujice mnozstva:
400 ng pcDNA3
63 ng HindllI-CYFP-Narl
140 ng Narl-VP3-Xbal

5.2.4.2. MINIPREPARACIE DNA z BAKTERIALNYCH MONOKOLONI{
Vysledky kontrolnych Stiepeni DNA vyizolovane] z bakteridlnych monokoldnii
restrikénymi enzymami Hindlll a Xbal su zobrazené na obrazkoch 5.2.12- 5.2.15.

spolu so zobrazenim konkrétneho konstruktu.
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Obr. 5.2.12: Elektroforéza DNA izolovanej z vyrastenych kolénii po elektropordcii liga¢nou zmesou
obsahujicou fragmenty HindllI-NYFP-Narl a Narl-VP3-Xbal. Plazmid pcDNA3-NYFP-VP3 s velkostou
6470 bp bol stiepeny enzymami Hindlll. U DNA z kolénii 2, 5 a 8 sa vystiepil zaligovany fragment
o velkosti zodpovedajucej suctu oboch vkladanych fragmentov, t.j 1118 bp. M- marker velkosti

fragmentov

—_— pcDNA3-VP3-CYFP

6,2 kb

Obr. 5.2.13: Elektroforéza po izolacii DNA z vyrastenych kolénii po elektropordcii liga¢nou zmesou
obsahujucou fragmenty Hindlll-VP3-Narl a Narl-CYFP-Xbal. Plazmid pcDNA3-VP3-CYFP s velkostou
6270 bp bol stiepeny Hindlll a Xbal koncovymi enzymami U pozitivnzych koldnii sa mal vystiepit
fragment z plazmidu o velkosti 918 bp. Fragment sa vystiepil u kolénii 2 a 4.
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Obr. 5.2.14: Elektroforéza po izolacii DNA z vyrastenych kolénii po elektroporacii ligacnou zmesou
obsahujucou fragmenty Hindlll-VP3-Narl a Narl-NYFP-Xbal. Plazmid pcDNA3-VP3-NYFP s velkostou
6473 bp bol stiepeny Hindlll a Xbal enzymami. Vystiepil sa zaligovany fragment z plazmidu o velkosti
1121 bp u koldnii 2, 3, 5, 8 a 10.

M 1 2 3 4 5

Marl

pcDNA3-CYFP-VP3

6,2kb

Obr. 5.2.15: Elektroforéza po izolacii DNA z vyrastenych koldnii po elektropordacii liga¢nou zmesou
obsahujucou fragmenty Hindlll-CYFP-Narl a Narl-VP3-Xbal. Plazmid pcDNA3-CYFP-VP3 bol Stiepeny
Hindlll a Xbal enzymami. Iba u koldnie 3 sa vystiepil zaligovany fragment o velkosti 918 bp

Ziskané pozitivne bakteridlne koldnie, teda u ktorych doslo v vystiepeniu fragmentu
s odpovedajucou velkostou, boli znova napestované a bola z nich vyizolovana DNA
Quiagen Kitom, ktord bola presne overena sekvendciou. V pripade pozitivneho
vysledku pri sekvenacii, bola dand koldnia baktérii uskladnenda pri teplote -80°C

podla protokolu 4.2.7.2.
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5.2.5. SEKVENACIE POZITIVNYCH BAKTERIALNYCH KOLONII
Vzorky DNA pozitivnych bakteridlnych monokolénii boli poslané do sekvenaéného
laboratdria spolu so sekvenaénymi primermi, koré boli navrhnuté na oblast asi 30
bp pred miestom pre restrikény enzym Hindlll v sense retazci a oblast asi 30 bp pred
Xbal restrikény enzym v antisense retazci. V reakénej zmesi s celkovym objemom 14
ul bolo vidy 300-500 ng vysledného vektoru s pravdepodobne zaklonovanymi
fragmentami a vidy 3,2 pmol sekvenacného primeru, zvySok bol doplneny sterilnou

destilovanou vodou.

5.2.6. VYSLEDKY SEKVENACIi DNA KONSTRUKTOV
Overenim prvého konstruktu pcDNA3-NYFP-VP3 sekvenaciou sa zistilo, Ze sekvencia
N-termindlneho fragmentu Zltého fluorescenéného proteinu sa zhodovala so
sekvenciou YFP v originalnom plazmide pEYFP-N1, aj sekvencia zaCiatocného linkeru
medzi Stiepnym miestom pre Hindlll a sekvenciou NYFP bola spravne zaklonovanj,
podobne aj sekvencia medzi VP3 proteinom a restrikénym miestom pre Xbal.
Sekvencia VP3 proteinu bola zaklonovana spravne porovnanim s origindlnou
sekvenciou VP3 v A3 kmeni. Ale v sekvencii stredového linkeru medzi sekvenciou
NYFP a sekvenciou VP3 proteinu doslo kinzercii jedného nukleotidu, sekvendcia
bola overena 2 x z oboch stran, vmedzereny nukleotid je vyznaceny Cervenou :
5°-AGC GGT TCA GGC GGC G GCC TCT GGG TCT GGC

Preto boli osekvenované DNA dalSich pozitivnych koldnii, pri ktorych doslo z vektoru
pcDNA3-NYFP-VP3 k vysStiepeniu fragmentu s odpovedajucou velkostou boli opat
tieto koldnie overované sekvendciou. U monokolénie ¢.1 sa zistilo, Zze sekvencie
NYFP, VP3 proteinu, zaciatocného, stredového aj koncového linkeru su zaklonované
spravne. Preto bola tato bakteridlna monokoldnia opat kultivovana a podla kap.
4.2.7.2. uskladnena dlhodobo pri teplote -80°C. Naopak u monokoldnie ¢.6 sa sice
zaklonované sekvencie pre NYFP a VP3 protein ukazali ako sprdvne, ale nespravne
zaklonovana bola sekvencia stredového linkeru. Kazdopadne sa podarilo z koldnie
¢.1 ziskat pozitivny, spravne zaklonovany vektor pcDNA3-NYFP-VP3.

Po sekvenacii konstruktu pcDNA3-VP3-CYFP sa zistilo, Ze bol vnutorny linker
otoceny a tym bola porusena aj zaciatocnd sekvencia CYFP fragmentu a to z dévodu,

Ze v primeri boli nedopatrenim vytvorené dve Stiepne miesta pre Narl restrikény
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enzym, vyznacené modrym. Forward primer Narl-CYFP-F bol prvykrat navrhnuty
ako:
5°- CTCGA GGC GCC TCT GGG TCT GGC GCC GAC AAG CAG AAG AAC
Potom bol navrhnuty novy primer s jednym Stiepnym miestom pre Narl enzym,
s ktorym sa urobila PCR pre vytvorenie nového fragmentu a ten bol pouZity zase na
ligdciu a zmes bola elektroporovana do baktérii:
5°- CTCGA GGC GCC GGA TCT GGG TCT GCC GAC AAG CAG AAG AAC
Po dalSej sekvenacii pozitivnych koldnii konstruktu pcDNA3-VP3-CYFP sa zistilo, Ze
sekvencia C-terminalneho fragmentu YFP ako aj sekvencia VP3 proteinu
porovnanim s origindlnymi plazmidmi je zaklonovand spravne, podobne aj
zaCiatocny linker medzi Stiepnym miestom pre Hindlll a sekvenciou VP3 proteinu, aj
koncovy linker medzi sekvenciou CYFP a miestom pre restrikény enzym Xbal su
spravne zaklonované. Avsak v stredovom linkeri dosSlo k zadmene nukleotidov,
chybné nukleotidy su vyznacené ¢ervenou:
5°-AGC GGT TCA GGC GGC GCC TCT GGG TCT GGC
5'-AGC GGT TCA GGC GGC GCC AGA CCC AGA GGC
Avsak ani dalSimi minipreparaciami po elektroporaciach sa uZ nepodarilo ziskat
pozitivne koldnie.
Overenim konStruktu pcDNA3-VP3-NYFP sa zistilo, Ze sekvencie VP3 proteinu, N-
terminalnej casti YFP a stredového (medzi sekvenciou VP3 proteinu a sekvenciou
NYFP), aj sekvencia koncového linkeru (medzi NYFP a Stiepnym miestom pre Xbal)
boli spravne. Ale vsekvencii zadiatocného linkeru doslo k delécii vyznacéeného
nukleotidu:
5°-AAG CTT C GCC ACC ATG GCG
5-AAG CTT C GCC CC ATG GCG
Avsak ztohoto konsStruktu som mala eSte dalSie 4 koldnie, pri ktorych doslo
v minipreparaciach k vystiepeniu fragmentu s odpovedajucou velkostou, preto boli
nasledne tieto monokoldnie preciarkované na novu agarézovu misku, napestované
a bola vyizolovana DNA, ktora bola opéat overena sekvenovanim. U vsetkych tychto
Styroch koldnii (2, 3, 8 a 10) bolo sekvenaciou dokazané spravne zaklonovanie ako

sekvencii VP3 proteinu a NYFP fragmentu, tak aj zaciatocnych, stredovych
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a koncovych linkerov. Preto boli zo vSetkych monokoldnii vytvorené bakteridlne
kryokonzervy podla kap. 4.2.7.2. a boli uskladnené dlhodobo pri -80°C.

Overovanim plazmidov pcDNA3-CYFP-VP3 bolo zistené, Ze sekvencia VP3 proteinu
a koncového linkeru (medzi sekvenciou VP3 proteinu a Stiepnym miestom pre Xbal
restrikény enzym) bola zaklonovana spravne, avsak k chybe v klonovani doslo
tentokrdt aj v sekvencii CYFP a sekvencii zaCiatocného linkeru (medzi Stiepnym
miestom pre Hindlll a sekvenciou CYFP).

Aj dalSie plazmidy z dalSich sekvenovanych klonov mali sekvencné poruchy. Boli tak
ziskané 2 konstrukty u ktorych bola dokazana spravnost klonovanych sekvencii. Na
dokonceni konstrukcii sa bude v laboratériu pokracovat mimo ramec tejto

diplomovej prace.
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6. DISKUSIA
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6.1. PRIPRAVA MONOKLONALNEJ PROTILATKY PROTI VP1 PROTEINU BK

VIRUSU

Pre pripravu monoklonalnej protilatky proti proteinu VP1 BK virusu bolo najprv
treba pripravit antigén pre imunizaciu mysi. Pre jeho pripravu sme vyuZili v naSom
laboratériu skor pripraveny rekombinantny bakulovirus nesuci gén pre VP1 BKV.
Rekombinantnym bakulovirusom sme infikovali hmyzie Sf9 - bunky z motyla
Spodoptera frugiperda s cielom produkovat hlavny kapsidovy protein VP1 BK virusu.
Ako je uvedené v kap. 2.3.5.1, VP1 vytvara pentaméry, ktoré sa nasledne samovolne
usporiadavaju do virusovych kapsidv- VLPs. Tieto Castice boli izolované z hmyzich
buniek a overené elektrénovou mikroskopiou. Snimky z elektrénového mikroskopu
izolatov plnych aj prazdnych partikuli boli dostatocne Cisté a koncentrované pre
imunizaciu a obsahovali iba minimum rozpadnutého proteinového materialu.
Tymito partikulami boli imunizované dve mysi z kmena BALB/c, ktoré su uZitocné vo
vyskume rakoviny a v imunoldgii - tento kmen je dobre zndmy svojou produkciou
plazmacytémov - malignych nadorov plazmatickych buniek a procesmi délezitymi
pre produkciu monoklondlnych protilatok (Festing 1998). Jedna mys bola
imunizovana operativne priamo do sleziny frakciou prazdnych pseudokapsid,
pricom tuto operaciu vykondvala RNDr. Alena Moravkova PhD. a druhd mys bola
imunizovana intraperitonealne a to plnymi pseudokapsidami. VLPs indukuju silnd
Specifickl imunitnu odpoved na VP1 protein v mySiach (Fri¢ et al., 2008, Hruskova
et al., 2009). Tuto reakciu bolo mozné vidiet uz pri vysledkoch z prvého odberu krvi
z chvostovej zily, avSak aby sme dostali silnad Specificki odpoved na antigén,
pokracovalo sa s imunizaciou mysi 3 x. Pre odber sleziny bola napokon pouzitd mys,
ktord bola imunizovana operativne priamo do sleziny, pretoZe bol nepatrny rozdiel
medzi imunitnou odpovedou mysi imunizovanej do sleziny a mysi imunizovane;j
intraperitonedlne. VSetky manipulacie so Zivymi zvieratami robila RNDr. Moravkova,
ostatné manipulacie po usmrteni zvierat, ako napriklad odoberanie podpornych
buniek z brusnej dutiny som vykonavala ja. Potom nasledovala samotnd fuzia
slezinnych buniek s myeldmovymi bunkami, ktoré boli vopred pripravené a

vzniknuté hybridémy boli rozplfiované na 96-jamkové dosticky. Boli inkubované v
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CO, termostate, pricom bol stale kontrolovany ich rast v jednotlivych jamkach a ked
boli jamky plné hybridémov, bolo odsaté médium na testovanie a bolo im pridané
Cerstvé médium. Po otestovani jednotlivych médii boli hybridémy bud' rozklonované
dalej v pripade pozitivneho vysledku, alebo boli odstranené v pripade negativneho
vysledku.

Testovanie bolo robené bud metédou Dot blot, ktora je viak zdihava pri testovani
velkého mnoiZstva hybriddmovych médii, kedy dochadza k znacnému ztaZzeniu v
dosledku manipuldcie s mnozstvom malych membran, alebo vo vacSine pripadov
bolo meranie uskutoc¢fiované prietokovym cytometrom RNDr. Moravkovou, ktorého
nespornou vyhodou je nespocetné mnozstvo otestovanych médii za relativne kratky
Cas. Okrem toho v nas prospech bolo aj to, Ze pri takomto mnozstve testovanych
médii bolo vidy ndjdenych viacero pozitivnych klonov, ktoré boli dalej klonované a
niektoré z nich uskladfiované v tekutom dusiku. KedZe hybridémy vznikaju fuziou B-
lymfocytov a myelémovych buniek, dochadza teda k vzniku polyploidie, ¢o ich ¢ini
nestabilnymi a méZze dochadzat k strate genetického materialu.

V pripade, Ze sa ndm nepodarilo dany produkujtci klon stabilizovat klonovanim a
doslo teda k strate klonu alebo boli niektoré klony kontaminované, som znova
pouzila kryokonzervy zo zdsob z tekutého dusiku a opdtovne som pristupila k
dalsiemu klonovaniu. Moznou malou nevyhodou prace s hybriddmami je praca s 96
jamkovymi dostickami, kde pri nechcenej kontamindacii niektorej z jamiek casto
dochdadza ku kontamindcii vacsinou celej dosti¢ky v dosledku prace s multikandlovou
pipetou, ktord potom kontaminuje aj nasledujuce rady.

Aj ked' je metdda tvorby monoklonalnych protilatok zdihavé a naroénejsia na ¢as, aj
vdaka efektivite prietokového cytometra sa nam podarilo vyizolovat klon so
stabilnou produkciou monoklondlnej protilatky proti VP1 proteinu BK virusu.

Bolo dokazané, Ze ziskanu protilatku je moiné pouZit pre metddu nepriamej
imunofluorescencie. Vzhladom k tomu, Ze jej testy pre metédu Western blot boli
negativne, rozpoznava tato protilatka konformacny epitop. Tymto epitopom vsak
nie su sekvencie interagujuce s bunkovym receptorom ako bolo ukdzané v
neutralizaénom teste. Na ziskanie neutralizacnej protilatky bude treba izolovat a
testovat dalSie zmrazené primarne klony. AvSak myslim si, Ze by okrem testovania
uskladnenych hybridémov nebolo na Skodu ani pristipit k novej imunizacii pre
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zmenu s plnymi pseudokapsidami a skusit ziskat pozitivny klon z tejto imunizacie.
PIné a prazdne pseudokapsidy sa mozu lisit povrchovou konformaciou a tym padom
aj pristupnostou povrchovych epitopov pre bunky imunitného systému mysiek a tak
by asi bolo mozné ziskat aj protilatky proti inym epitopom VP1. Pre isté ziskanie
protildtky pouzitelnej pre Western blot by bolo moiné protein VP1 pred
imunizaciou denaturovat.

So ziskanou protildtkou sa planuje Studovat pohyb BK viribnov od bunkovej
membrany smerom k bunkovému jadru. Predchdadzajuce prace, ktoré sa
transportom BK virusu zaoberali (Eash et al.,2004, Moriyama et al., 2007),
popisovali transport viribnov z vackov odvodenych od caveol do caveozdmov a
potom do endoplazmatického retikula, podobne ako to bolo popisané pre virus
SV40 (Pelkmans et al., 2001). Rozdiel, ktory pozorovali v porovnani s pohybom
SV40, bola zavislost infekcie BK virusom na kyslom prostredi endozémov. Nedavno
vsak autori, ktori caveozém popisali ako novu organelu, v ktorej je zhromazdovany
virus SV40 pred transportom do ER, cely concept caveozému odvolali a caveozémy
prehlasili za artefakt nadmernej expresie EGFP-caveolinu (Hayer et al., 2010).
Predbezné pokusy, v ktorych som vyuzila protilatku ku studiu kolokalizacie virionov
s bunkovymi markermi endozomalnych kompartmentov, ukazuju okrem
kolokalizacie s caveolinom-1 a s markerom véasnych endozémov EEA1, tiez vyraznu
kolokalizaciu s markerom lyzozomov, ¢o som ale musela dokazat s pouZitim kralicej
polyklonalnej protilatky proti VP1 BK virusu, pretoZze sme nemali ind funkénu
protilatku proti markerom lyzozémov (LAMP) okrem mySej. To by mohlo ale
poukazovat na to, Ze virus prechddza pozdnymi endolyzozomalnymi
kompartmentami pred svojou cestou do ER, tak ako je to predpokladané u mysieho
polyomavirusu (Qian et al., 2009).

Z tychto vysledkov je ale predc¢asné vyvodzovat nejaké zavery, aj ked virus v znacnej
miere kolokalizoval s caveolinom a membranovymi proteinmi asociovanymi s
lyzozémami, pretoZe je potrebné vyskusat kolokalizacie virusu s komponentami
buniek vo viacerych ¢asoch od zaciatku infekcie. Z dévodu nedostatku ¢asu bude

Studium véasnych faz predmetom buduceho Studia v laboratoériu.
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6.2. PRIPRAVA EXPRESNYCH PLAZMIDOV PRE PRODUKCIU MINORITNEHO
STRUKTURNEHO PROTEINU VP3 FUZOVANEHO S N- A C- KONCOVYMI
CASTAMI EYFP PRE STUDIUM OLIGOMERIZACIE MINORITNYCH PROTEINOV

U MYSIEHO POLYOMAVIRUSU

Ako bolo ukazané v pracach Daniels et al., 2006a, Huerfano et al., 2010, minoritné
proteiny sU chopné integrovat aviazat sa na membrany. VP3 by mohol byt
integrovany do membrdn pomocou dvoch transmembranovych segmentov, ktoré
boli pocitacovou analyzou detekované (Rainey-Barger et al., 2007). Sekvencné
usporiadanie dvoch transmembranovych domén a poradia bazickych aminokyselin
ako sa vo VP3 nachddzaju je charakteristické pre proteiny tvoriace kandly alebo
viroporiny. Daniels so spolupracovnikmi predpokladaju, Ze minoritné proteiny
virusu SV40 oligomerizuju v membranach endoplazmatického retikula a vytvaraju
otvory, ktorymi rozvolnené viriény translokuji z ER do cytosolu aby sa dostali do
bunkového jadra cez jadrové péry (Daniels et al., 2006).

Pre overenie schopnosti minoritnych proteinov sme sa rozhodli vyuZit pomerne
novu metddu rekonstiticie fragmentov fluorescenéného proteinu fuzovanych k
dvom réznym alebo rovnakym proteinom zdujmu, ktoré spolu nejakym spoésobom
interaguju. Po objaveni zeleného fluorescencného proteinu z mediuzy Aequorea
victoria doslo k dalSiemu prelomu v poutziti fluorescenénych proteinov zistenim, ze
GFP alebo YFP je schopny tolerovat inzerciu nejakého peptidu bez zrusenia jeho
fluorescencnej vlastnosti a Ze oddelené dve GFP, ktoré nie su fluorescenéné, kazda
pripojend k inému proteinu, mo6zZu, pokial sa dostatoc¢ne priblizia, komplementovat
a moze byt plne obnovena fluorescencia (Abedi et al, 1998, Baird et al, 1999).

Prvu vizualizaciu proteinovych interakcii in vivo s pouzitim Zltého fluorescenéného
proteinu ukazali Hu et al, 2002 v cicav¢ich bunkach. V su¢asnosti sa metdda vyuziva
s pouzitim roéznych variant fluorescenénych proteinov, pretoze je relativne
nendarocnd a nevyzaduje Ziadne Specialne zariadenie. My sme sa rozhodli vyskusat

tuto metddu k dokazaniu oligomerizdcie VP3 mysSieho polyomavirusu s pouZzitim

109



ZItého fluorescencného proteinu. Nase laboratérium disponuje plazmidom pEYFP-
N1, ktory obsahuje celu sekvenciu pre tento Zlty fluorescencny protein.

ZIty fluorescenény protein je moiné rozdelit na viacerych miestach, ato medzi
aminokyselinami 154-155 podla vzoru prace Hu et al., 2002, ktori BiFC pouzili pre
cicavCie bunky, alebo medzi aminokyselinami 174-175 podla prace Citovsky et al.,
2006, ktori BiFC pouzili pre rastlinné bunky. Viac menej preto sme sa rozhodli
inSpirovat pracou Hu et al. a rozdelit YFP na N- a C-terminalny fragment v Useku
154-155 aminokyselin.

Najprv sme navrhli sady primerov, ktoré mali slGzit k naklonovaniu réznych casti
fragmentov ako N- aj C-terminalnych casti YFP a VP3 proteinu. Tymito primermi boli
vytvorené zaciatocné, koncové aj stredové linkery, v ktorych boli obsiahnuté Stiepne
miesta pre restrikéné enzymy a podla potreby pridané iniciacny alebo terminacny
koddn, pripadne zruseny terminacny kodén. Po amplifikaciach vsetkych fragmentov,
boli fragmenty vidy na zaciatkoch a koncoch poStiepené prislusSnymi enzymami
a cez tieto miesta boli fragmenty nasledne ligované. Ligacna zmes bola pouzitd na
elektropordciu baktérii, ktoré boli potom vysievané na misky a kultivované okolo 16
hodin v termostate. Vacésinou dochadzalo k vyrasteniu vacsSieho mnozstva kolonii
a preto boli kolénie preciarkovdavané na nové misky. Izolaciou DNA z kolénii
a overenie spravnosti klonovania analyzou restrikénymi enzymami boli vybraté
pozitivne klony, obsahujice oba vkladané fragmenty (1/2 YFP + VP3). Monokoldnie
takto overenych klonov boli znova kultivované aizolovana DNA bola pre istotu
overena aj sekvendaciou.

Z konstruktu pcDNA3-NYFP-VP3 bola najprv ndjdend koldnia, pri ktorej sa
osekvenovanim zistilo, Ze v stredovom linkeri doslo k inzercii jediného nukleotidu.
Tato inzercia by nam sposobila zmenu celého citacieho rdmca, ¢im by podla
genetického kédu dochadzalo k zdmenam aminokyselin v proteine a mohla by sa
zmenit funkcia aj konformacia proteinu. Preto sme museli pokracovat v hladani
pozitivnych koldnii so spravne zaklonovanymi sekvenciami, ¢o sa aj podarilo. Z
vytvoreného asprdavne zaklonovaného konstruktu pcDNA3-NYFP-VP3 boli
uskladnené bakterialne monokolénie pri -80°C.

Pri  osekvenovani konStruktu pcDNA3-VP3-CYFP bolo zistené, Ze doslo
k zaklonovaniu uUseku z komplementarneho retazca s opaénymi kodénmi, pretoze
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v povodnom navrhnutom primeri boli vytvorené nedopatrenim 2 Stiepne miesta pre
Narl enzym. Podla navrhovaného linkera by mali vznikat aminokyseliny:

ser- gly- ser- gly- gly- ala- ser- gly- ser- gly
Avsak vymena retazcov by davala vznik nasledovnym aminokyselindm v linkeri:

ser- gly- ser- gly- gly- ala- arg- pro- arg- gly
Glycin aj serin su neutralne, pomerne jednoduché aminokyseliny, zatial¢o arginin je
bazickd aminokyselina, ktora by mohla svojim charakterom nepriaznivo zasiahnut
do konformacie vysledného proteinu. Prolin by mohol spdsobit konformacény ohyb
na proteine, preto sme sa rozhodli nepouzit tento konstrukt na metddu BiFC.
DalSie konstrukty boli vytvdrané sibe?ne a podarilo sa zase ziskat bakterialnu
monokoldéniu so spravne zaklonovanym fragmentom, avsSak tiez N-terminalnou
Castou YFP proteinu- pcDNA3-VP3-NYFP. ZdalSich dvoch konstruktov s C-
termindlnou castou YFP proteinu sa nepodarilo ziskat ani jeden, ktory by nemal
rozne sekvencné poruchy. Jednym z dévodov zaclenenia nespravneho nukleotidu by
mohla byt aj pouZitd Vent polymeraza, napriek tomu, Ze ma nizku chybovost
(57 x 10-° bazi).
Pravdepodobne by bolo potrebné znova sa pokusit o vytvorenie novej ligacnej
zmesi vektoru a oboch fragmentov, znova to elektroporaciou vnasat do baktérii
a pokusit sa najst koldnie, u ktorych by pri minipreparacii plazmidovej DNA doslo
k vystiepeniu fragmentu s odpovedajicou velkostou a tieto koldnie opat overit

sekvenaciou.
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7. SUHRN
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Priprava monoklonalnej protilatky proti hlavnému Struktirnemu proteinu VP1 BK
virusu

1. Bola pripravenda jedna hybriddmova koldnia produkujica Specificku protilatku
proti VP1 struktirnemu proteinu BK virusu so stabilnou produkciou a mnoho dalsich
produkujucich koldnii, ktoré je eSte nutné klonovat, uloZzenych v tekutom dusiku.

2. Bolo zistené, Ze ziskana protilatka nie je schopna neutralizovat virus aje
namierena proti konformacnému epitopu a da sa teda pouzit pre metddy nepriame;j
imunofluorescencie, prip. imunoprecipitaciu, avSak nie pre detekciu
denaturovaného antigénu.

3. Protilatka neinteraguje s VP1 proteinom sekvencne pribuzného SV40 virusu.

4. Protilatka bola vyskusana v predbeznych pokusoch sledovania pohybu BK viriénov

v bunkach.

Priprava expresnych plazmidov pre produkciu minoritného Struktiurneho proteinu
VP3 fuzovaného s N- a C- koncovymi ¢éastami EYFP pre stadium oligomerizacie
minoritnych proteinov u mysieho polyomavirusu

1. Boli skonstruované 4 vektory pre expresiu fuznych proteinov zloZzenych z VP3
mySieho polyomavirusu a jednej alebo druhej polovice Zltého fluorescenéného
proteinu v 4 moznych kombinacidch pre Stidium oligomerizacie VP3 metddou BiFC.
2. Vsetky 4 plazmidy boli overované sekvenovanim. Spravnost sekvencii bola
potvrdena u dvoch konstruktov:

pcDNA3-NYFP-VP3 neslci gén pre protein VP3 fuzovany s N-termindlnou castou
ZItého fluorescenéného proteinu na N-konci VP3

pcDNA3-VP3-NYFP nesuci gén pre protein VP3 fuzovany s N-termindlnou castou
ZItého fluorescenéného proteinu na C-konci

Sekvencia plazmidov pcDNA3-CYFP-VP3 a pcDNA3-VP3-CYFP preukazala sekvencéné

poruchy v klonovanych sekvenciach a preto bude nutné klonovanie opakovat.
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