ABSTRAKT

Hlavnym cielom prace bolo vytvorenie monoklonalnej protilatky proti VP1 proteinu BK virusu pre
Studium jednotlivych krokov jeho replikacného cyklu. BK virus je ludsky polyomavirus spdsobujuci u
imunosuprimovanych pacientov zavazné ochorenie - nefropatiu asociovanu s polyomavirusom (PVAN)
po transplantacii obliciek, alebo hemoragickl cystitidu po transplantacii kostnej drene. Viridony BK
virusu maju kapsidu s ikozahedralnou symetriou pozostavajucu z 360 molekul hlavného kapsidového
proteinu VP1 a dvoch minoritnych Struktirnych proteinov VP2 a VP3, které vsak nie su exponované na
povrchu kapsidy. VP1 je silne imunogénny, ¢o dava moznost produkovat protilatky umozriujice
sledovanie BK virusu detekciou kapsidového proteinu. Ako antigén pre imunizaciu mysi pre pripravu
hybridémov boli pouzité Struktury prazdnych BK virusovych kapsid produkovanych v hmyzich bunkdach
z rekombinantného bakulovirusu. Klonovanim hybridémov vzniknutych fuziou myeldmovych buniek a
B-lymfocytov z imunizovanej mysi sa podarilo ziskat radu primarnych klonov. Jeden z nich bol
klonovany do homogenity a monoklonalna protilatka proti VP1 BK virusu bola ¢istena 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
metddou nepriamej imunofluorescencie. Protilatka nedetekuje VP1 sekvencne pribuzného virusu
SV40.

Minoritné proteiny VP2 a VP3 polyomavirusov sa viazu na vnutrobunkové membréany a perforuju ich.
Bolo postulované, Ze tato ich vlastnost by mohla byt virusom vyuZivana k uvolneniu viridnov z
endoplazmatického retikula do cytosdlu na jeho ceste do bunkového jadra. Predpoklada sa, ze VP3 na
membranach oligomerizuje a vytvara otvory pre unik rozvolnenych viridnov. Schopnost VP3
oligomerizovat sme chceli dokazat metédou BiFC (bimolecular fluorescence complemantation). Pre
tento Ucel bola navrhnuta séria primerov pre konStrukciu 4 plazmidov pre expresiu VP3 proteinu
fuzovaného s jednou alebo druhou castou Zltého fluorescenéeného proteinu v oboch orientaciach.
Konstrukty boli overené sekvenovanim. Dva skonstruované plazmidy pcDNA3-NYFP-VP3 exprimujuci
fuzny protein pozostdvajuci z N-termindlnej ¢asti YFP pripojeného na N-konci VP3 proteinu a pcDNA3-
VP3-NYFP exprimujuci fuzny protein tiez N-terminalnej ¢asti YFP 6 na C-konci VP3 proteinu mali
spravne sekvencie a su pripravené k poutzitiu. Zatial sa nepodarila konstrukcia vektoru nesidceho gén
pre fuzny protein C-terminalnej Casti YFP a VP3 v oboch orientdcidch, kde sekvenovanie dokdzalo
sekvenéné poruchy. Preto zatial nebolo moZné objasnenie oligomerizacie VP3 proteinov touto
metddou komplementacie YFP - BiFC realizovat.
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