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Abstrakt

Prasei cirkovirus typ 2 je jedni@ttzcovy DNA virus patici do roduCircovirus, ktery je
souwésti rodiny Circoviridae Tento virus je asociovany s mnoha onendagmi u prasat a
zpasobuje zn&né ekonomické ztraty v chovech prasat. V této ptady testovany dva
vakcinani pristupy s cilem vytvieni efektivni vakciny proti PCV2. Prvniigtupem bylo
testovani DNA vakcin. Pro tentai@l byly zkonstruovany expresni plasmidy kodujicg dv
formy PCV2 Cap proteinu. Byly tak&ipraveny expresni plasmidy kdédujici mysi TN
IFN-01 za @elem zesileni imunitni odp&di pomoci koimunizaceithto plasmid spol&né

s plasmidem kédujicim antigen. Druhgigtup vychazi zigdchoziho zji&hi, Ze chimerické
pentamery VP1 kapsidového proteinu mySiho polyornafiizovaného s PCV2 Cap protein
jsou schopné indukovat protektivni protilatkovoupo®d cilenou proti PCV2. Tyto
chimerické pentamery byly proto dale modifikovamgba’ byla upravena AK sekvence
imunodominantniho epitopu PCV2 Cap proteinu zelem zvySeni protektivni protilatkové
odpowdi cilené proti PCV2. Schopnost DNA vakcin a chiicigrch pentametr indukovat
protilatkovou odpovd’ proti PCV2 byla testovdna na mySich. Z vysiedk patrné, Ze
chimerické pentamery indukuji mnohem &# protektivni protilatkovou odp@d’ cilenou
proti PCV2 ve srovnani s DNA vakcinami. Nicrndgarotektivni protilatkova odp@d’ cilena
proti PCV2 pravdpodobré nebyla zvySena modifikaci chimérickych pentamitle PCV2
Cap imunodominatniho epitopu je kigmd chimérickych pentametr proto dale nejasna.

Klicova slova: PCV2, prase, vakciny, chimerické pentgmerotilatkova odposd,

imunodominantni epitop



Abstract

Porcine circovirus type 2 is a single stranded DhAs that belongs to the genGgcovirus

in the family Circoviridae This virus is associated with many kinds of ds&sain pigs and
causes significant economic losses in swine-brgedin this study, two approaches of
vaccination were tested in order to develop ancéffe vaccine against PCV2. The first
approach was to test DNA vaccines. For this purpe@sgkaryotic expression plasmids
encoding two form of PCV2 Cap protein were consgedcThe expression plasmids encoding
murine TNFe. and IFNeal were also prepared for co-immunization with amigencoding
plasmid to enhance the immune response. The sempmebach is based on the previous
finding that chimeric pentamers of VP1 mouse polgwimus capsid protein fused with PCV2
can induce protective immunity against PCV2. Thekeneric pentamers were further
modified by AA substitutions in PCV2 Cap immunodoamt epitope in order to enhance
protective antibody response directed against PCM#2 chimeric pentamers and DNA
vaccines were tested for ability to induce antibadyune response against PCV2 in mice.
The results showed that chimeric pentamers are patent inducers of protective antibody
immune response against PCV2 compared to DNA vascitHowever, the protective
antibody response against PCV2 induced by moddlacheric pentamers was probably not
enhanced. The role of PCV2 Cap immunodominant peito the case of chimeric pentamers

is therefore unclear.

Key words: PCV2, pig, vaccines, chimeric pentamargibody response, immunodominant
epitope
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Schopnost vir zpisobovat zavazna onemaaon u lidi i zviat je jiz dlouhou dobu
znama. Z tohoto W/odu je i dnes vyzkum uir povaZzovan za veliceatkzity. HlubSi
pochopeni vztahu hostitele a viru, totiz brzy vedlmastupu vakcin, coz \kterych
piipadech vedlo dokonce k eradikagkterych vir,, pogipadt alespa k potlateni zavaznych
virovych onemocéni. Brzy ovSem bylo jasne, Ze viry lze také vyuat prosgch lidstva,
neba’ hlubSi pochopeni Zivotniho cyklgkterych viffi otewelo moznosti genové terapie nebo
moznosti protinadorové ¢By. Vakciny se brzy uplatnily i vifpadt virt zpasobujicich
onemocgni u hospodé&kych zviat, gicemz zejména z ekonomického hlediska&lam
v nekterych gipadech zavedeni veterinarni vakcinace ¢apapozitivni dopad. Studium
novych moznosti vakcinace a vyvoj novych vakcinioanamenal vyznamny krok ¥gd na
poli veterinarni vakcinace, nebdevrgjSi vakciny otefely moZnost masivni vakcinace
v hospodéskych chovech. Jednou z novych moznosti vakciratekg modifikace ¢kterych
snadno izolovatelnych virnebo popipact virovych proteirii. Tento @istup tak jednozrimé
poukazuje na elegantrieSeni boje proti ¢kterym virovym onemoacmim, nebd@ proti
patogennimu viru Ize jednoduSe vyuZit jiny virus.

V nasi laborati» se také jiz dlouhou dobu zabyvame moznosti victiimérickych
pentametr a chimérickych viru podobny&hstic odvozenych od VP1 kapsidového proteinu
mySiho polyomaviru pro vakcigai ely. Hlavnim tématem této préci je protéigsava
vakcin proti vyznamnému pragmu virovému patogenu, ktery je pojmenovan pfase
cirkovirus typ 2 (PCV2). restoZze jsou komeni vakciny dostupné, jejich cena doposud
neumoiiuje plodnou vakcinaci ¢eské republice. Byla proto navazana spolupracem®fi
Dyntec, kter4 se zabyva distribuci veterinarnickcig gicemz hlavnim cilem je vytweni
efektivni vakciny pra¥ proti PCV2. V této préci budou tedy testovanyi&stpy moznosti
vakcinace proti PCV2. Prvnimfigtupem je moznost vyuziti DNA vakcin, nébDNA
vakciny gredstavuji z ekonomického hlediska velice atraktimdZznost vakcinace hlagre
divodu nizSich naklad spojenych s vyrobouéthto vakcin v porovnani s klasickymi
proteinovymi vakcinami. Druhyfifstup vychazi z jiz zmimé zkuSenosti nasSi labor&to
s vyuzitim chimérickych pentametr VP1 kapsidovehmtginu mysSiho polyomaviru.
Chimerické pentamery odvozené od VP1 proteinu neypillyomaviru totiz vykazuji mnoho
vhodnych vlastnosti, které poukazuji na moznostzity@chto pentametr vijpadc plosné

vakcinace proti PCV2.
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2.1 Prasei cirkoviry
Objev prvniho prasgho cirkoviru je datovan do roku 1974, kdy bylaermanentni

linii prasetich ledvinovych bugk PK-15 objevena nezndm@ virova kontaminanta pgddba
se morfologicky picornaviim (Tischer et al., 1974). Trvalo vSak & let, nez byl no¥
objeveny virus popsan jako novy neobaleny viruspjekapsida nese jedettzcovy DNA
genom a vykazuje ikosahedralni symetrii (Tischealet 1982). Od té doby je tento virus
zarazovan do rodinyCircoviridae a je ozn&ovan jako prasg circovirus typu 1 (PCV1).
Prestoze je PCV1 celo&wové rozsfeny, doposud neni asociovan s zadnym typem
onemocgni u prasat a je povazovan za nepatogenni.

PCV1 vSak dlouho néstal jedinymélenem skupiny cirkovir schopnych infikovat
prasata. Objev druhého pré&ge cirkoviru Sel ruku vruce s rostoucim vyskytemow
popsaného onemo&mi u prasat, které podle symptbra ¢asu kdy propuka, dostalo nazev
syndrom chadnuti selat po odstavu (PMWS) (Grau-Roma et @lL1p Nasled& byl z tkani
nemocnych prasat izolovan virus, ktery morfologigkipominal PCV1. Fakt, Ze séefnme
jedna o dalSiho zastupce cirkavipodpdilo i zjiSténi, Ze neznamy virus bylo mozné zachytit
za pomoci DNA sond ijpravenych z genomu PCV1. Nicm€ma pomoci monoklonalnich
protilatek cilenych proti PCV1 bylo zji&to, Ze no¥ izolovany virus je od PCV1 antigefin
znané odlisny (Allan et al., 1998). DalSi analyzou bywokadzano, Ze virus izolovany
z prasat postizenych PMWS vykazuje zhruba 68% hogiiad nepatogenim PCV1 (Hamel et
al., 1998). Nejasnost ohlegimeznamého viru trvala az do doby, kdy byla &jiat zhruba
96% homologie mezi virovymi genomy izolovanych zW& prasat z Evropy a Severni
Ameriky a virus byl pojmenovan jako préseirkovirus typ 2 (PCV2) (Meehan et al., 1998).
Dnes je jiz znamo, Ze PCV1 i PCV2 pochazi ze speéleo gedchidce (Olvera et al., 2007).

2.2 Praséi cirkovirus typ 2

2.2.1 Zakladni prehled o PCV2

PCV2 je neobaleny DNA virus, jehoz genomifviedndetzcova DNA o velikosti
zhruba 1767 nukleotid coz tento virugadi mezi nejmensi s&ivDNA viry. Jak jiz bylo
zmingno, tento virus byl poprvé pojmenovan d@azeen do rodircovirus spadajici do rodiny
Circoviridae v roce 1998 (Meehan et al., 1998).C¥ské republice byl tento virus poprvé
popsan v roce 2002 (Celer and Carasova, 2002)s\aylinasled& retrospektivi detekovan
i ze vzorki praseich tkani archivovanych v 70 letech 20. stoletii¢@on et al., 2004). Tento
fakt otevtel jednu z doposud nezod@a@enych otazek tykajici se PCV2 a to, pracal tento
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virus zpisobovat fatalni onemoéni u prasat teprve az od 90 let minulého stolé¢dst®ze se
jiz objevilo rekolik teorii, tuto kltovou otazku se zatim nepovedlo myswtlit. Diky
schopnosti PCV2 Zsobovat znéné ekonomické ztraty chovateh prasat se tento virus zahy
dostal, na rozdil od svého nepatogennitibyzného PCV1, do poépdi wdeckého vyzkumu
a samoiejnme se také stal sklym teem pro vyvoj vakcin.

AZ doposud jsou znamy 3iané genotypové varianty PCV2. Zatimco genotypy 2a a
2b jsou Siroce roziné (Cortey et al., 2011), genotyp 2c¢ byl identi¥itn pouze v Dansku
z archivovanych vzoirk (Dupont et al., 2008). Jednotlivé genotypy lzeiog®se rozclit do
nékolika podskupin (Olvera et al., 2007). Vysokouedizitu v ramci jednotlivych genotyp
PCV2 Ize 2ejmeé vyswitlit, jednak vysokou mutani rychlosti PCV2 bliZici se Grovni mdtd
rychlosti jedne#ettzcovych RNA vii, a také nezavislym vyvojem genotyp i b, které se
zhruba ped 100 lety wylenily ze spoléného pedka (Firth et al., 2009). Diverzitu dale
zvySuje i fakt, Ze v jednom hostiteli mohou koemxistt oba genotypy PCV2fipemz rekolik
studii jednoznéné prokazalo, Ze jednotlivé genotypy mohou mezi sefeombinovat, coz
vede ke vzniku novych typv ramci jednotlivych genotypovych rodin PCV2 (@dial., 2012;
Hesse et al., 2008).

Také vliv jednotlivych genotypp PCV2 na vyskyt a zavaznost onem&un neni
doposud pl& objasin. Zatimco prvotni studie neprokazaly rozdilny \genotym na indukci
onemocgni spjatych s PCV2 (de Boisséson et al., 2004; dteelbe et al., 2003). &které
studie naopak jednozé®@ poukazaly na vysSi virulenci genotypu b (Gaugealet2011;
Grau-Roma et al., 2008). VysSi virulenci genotypupdivrdila také zjidini, Ze noveé
epidemické viny PMWS v Kan&da USA v roce 2005 byly spjaty s vyskytem genotypu
ktery se vé&chto zemich doposud nevyskytoval a predominoval adeoposud genotyp a
(Cheung et al.,, 2007; Gagnon et al.,, 2007). RoedWysledky tykajici se virulence
jednotlivych genotyp lze Zejme casteéné vyswtlit tim, Ze i jednotlivé izolaty v ramci
genotypovych rodin vykazuji rozdil ve virulenci (gssnig et al., 2008). Neé)&i studie
jednotlivych genotyf vSak ukézala, Ze svoji roli hrajeiiifpmnost obou genotypv jednom
jedinci, neb@ prasata experimentalnnfikovana okma genotypy vykazovala znatélayssi
zavaznost onemoeéni vyvolanych PCV2 (Harding et al., 2010). Vyznagkombinace mezi
jednotlivymi genotypy byl navic umoén in vitro koinfekci prasé&ich ledvinovych buék
PK-15 pomoci obou genotypkdy bylo mozné naslednvyselektovat d&¥ rekombinantni
mutanty PCV2, které vykazovaly oprotiydnim izoldim zvySenou hladinu replikace a

také rozdil v antigeniait (Guo et al., 2011b). Nicmérpfisuzovat vznik onemoeni pouze
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genotypovym variantam PCV2uze byt znan¢ zkreslujici, nebonemocsni spjata s PCV2
maji multifaktorialni charakter (Grau-Roma et aD11).

Souhrni I1ze ovSentici, Ze PCV2 vykazuje z&aou evolgni plasticitu zejména diky
vysoké mutani rychlosti a rekombinaci mezi jednotlivymi genmdyymi variantami,
piicemz oba tyto mechanismy mohou amaovlivnit virulenci a musi byt vzaty v potazip

tvorbs vakcin.

2.2.2 Mechanismy §ieni viru v prostiedi a burééné typy podporujici replikaci PCV2

Vubec prvnim faktorem stojicim nad#&ku vysoké virulence PCV2 je samotny fakt,
Ze jakozto neobaleny virus vykazuje PCV2 &mau stabilitu v okolnim prosdi. Bylo
prokazano, Ze virus je v tekutém meédiu &@watermostabilni. K jeho dnné neutralizaci
dochazi az b teplo€ 75 °C, pricemzZ pro Uplnou eliminaci infektivity bylo nutné \gsit
virus této teplat po dobu vice nez 15 minut (O’Dea et al., 2008)skne ovSem i studie, kdy
po zmrazeni a vysuSeni vykazoval virus infektivitpo pouziti teploty dosahujici 12,
nicmére jestli se tento druh termostability uplaje pi Siteni viru v normalnich podminkach
je poteba dale ostit (Welch et al., 2006). Zraou ulohu v §eni PCV2 ejmeé hraje také
odolnost PCV2 proti desinfékim prostedkim bézrn¢ pouzivanych v chovech prasat (Martin
et al., 2008).

PCV2 se §i v postizenych chovechiippym kontaktem mezi ziaty, gicemz tento
typ prenosu se zda byt nejefektiydim. Velmi vyznamny je také oronasalriepos, neb
virus je vylwovan pomocidnich sekrei, detekovan byl také v trusu, miikém mléce a
velice pravdpodobnym, i kdyZz iejmé ne zcelacastym, je i penos PCV2 pomoci
infikovaného semene (Grau-Roma et al., 2011). Vé®nich chovech prasat bylo ovSem
mozné detekovat PCV2 také v mouSe domadiisca domestiga zda se ovSem jedna o
vektor genasejici PCV2 neni zatim zcela jasné (Blunt eR@ll1). Experimentainbylo takée
prok&zano, Ze po inokulaci PCV2 do mySi BALB/cvieis schopen s&asté&né replikovat a
zpisobovat mirné 1éze, které jsou charakteristickéipiekci u prasat (Kiupel et al., 2001).
Vyznam mysi pro g&ni PCV2 neni ovSem &jpdodnes pl& objaskn.

Pomoci experimentalni inokulace prasat PCV2 a dasle gipravou tk&ovych
kryofezi ze sleziny a lymfatickych uzlin bylo za pouZitioplatek charakteristickych pro
urtité populace imunitnich bék zjisttno, Zze PCV2 se vyskytuje zejména v monocytech a
makrofazich, picemz jen velmi mala frakce PCV2 byla zaznamenana lynifocytech

(Sanchez et al., 2004). Schopnost viru replikoeat praseich alveolarnich makrofazich byla
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prokazana takén vitro (Chang et al., 2006b). PCV2 je schopen se daleikoeqait
v primérnich prasgch hepatocytech (Hirai et al., 2006) a &kterych typech endoti|
epiteli a ve fibrocytech (Steiner et al., 2008). PCV2i@mére také lymfotropni virus, nelvo
bylo potvrzeno pomoci RT-PCR, Ze je schopen repéika prasé&ch perifernich krevnich
mononuklearnich hikach (PBMCs), péemz po stimulaci échto burk pomoci
konkanavalinu A navic bylo mozné detekovatyananst virové replikace i transkripce
PCV2 kapsidového proteinu. Naslednou analyzou j#iggioh subpopulaci PBMCs bylo
zjisténo, Ze destinaci pro replikaci viru jsou zejméndéivakané T lymfocyty (Yu et al.,
2007). Permisivni pro virovou replikaci jsou takeé Infocyty (Lin et al., 2008). Pro
pomnozZeni viruin vitro se dodnes né&stji pouZivaji pras& ledvinové buky PK-15,
piicemz jednotlivé kmeny PCV2 vykazuji rozdilnou kiketireplikace v této buné linii
(Meerts et al., 2005a).

2.2.3 Typy onemoc#ni vyvolanych PCV2 a faktory podilejici se na rozvjot échto

onemocréni

PCV2 je schopen vyvolat u prasédu onemoani, které se souhrgnnazyvaji
onemocgni asociované s praden cirkovirem typu 2 (PCVAD). Jak jiz bylo znino,
prvnim popsanym onemo&mim patici mezi PCVAD je syndrom é¢hdnuti selat po odstavu
(PMWS). Toto onemocmi bylo doposud popsano veétsiné zemi podilejicich se
vyznamnou mrou na chovu prasat a produkci y@pého masa (obr. 1). Postupem doby byla
zjiSténa asociace PCV2 u prasat trpicich reprédirki chorobami, dermatitidami, nefritidami
a zejména respitaimi chorobami a seznam PCVAD byl dale rée8i Souhrné Izefici, zZe
PCVAD predstavuji velice heterogenni skupinu onendacn(Grau-Roma et al.,, 2011),
piicemz za fiznorodosti jednotlivych onemoaémi ziejme stoji schopnost viru napadatriby
imunitniho systému (Mandrioli et al., 2004), pigad manipulovat s imunitni odpeédi
hostitele (Kekarainen et al., 2008).
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Obrazek 1: Mapaervere znéz.oﬁujl'ci mista vyskytu onemoéni syndromu ciadnuti selat po
odstavu (PMWS). Obrazekewvzat od Grau-Roma et al. (2011)

Hlavnim hybatelem vzniku PCVAD je sanfegr¢ piitomnost viru, picemz
jednotlivé kmeny v ramci genotypovych rodin PCVZayguji rozdilnou Urove virulence.
Nicmére ani tento fakt nedokazal vy&lit, pro¢ ne kazdeé prase infikované PCV2 vykazuje
piestoZe je fitomnost PCV2 hlavnim kritériem pro vznik PCVAD, revoj onemocéni ma
znany vliv mnoho dalSich faktdr

Velice dilezitou roli v @gipact infekce PCV2 hraje samigm¢ imunitni systém,
piicemz pra¢ urcity typ ovlivnéni imunitniho systému infikovaného refe gedstavuje
vyznamnou slozku v rozvoji PCVAD. Prvotni studigizoodhalily, Ze prasata vykazujici
klinické symptomy PCVAD byly krom piitomnosti PCV2 také velmEasto postizeny
pras€im virem zmisobujici reproduini a respirdni syndrom (PRRSV) a velntasté byly
také 6zné bakterialni patogeny (Pallarés et al., 2002 pritomnosti dalSiho infelniho
agens na zavaznost PCVAD byla potvrzena pomociremestalni koinfekce prasat pomoci
PCV2 a prasgho parvoviru (PPV), ficemz doSlo ke zramému zhorSeni patologickych
symptomii oproti prasatm, které byly infikovany pouze PCV2 (Kennedy et 2000). Stejny
efekt na zhorSeni pbchu PCVAD byl prokazan take pro jiz zngity PRRSV (Rovira et al.,
2002). Co se t§e bakterialnich patogénvliv na rozvoj PCV2 asociovanych onemsgahbyl
experimentals oveien v gipad koinfekce PCV2 avlykoplasma hyopneuimon{®priessnig
et al., 2004). Déale bylo zji&to, Ze experimentatninfikovana prasata, ktera byla sasre
imunizovana hemocyaninem v nekompletnim Freundajovans nebo byl imunitni systém
stimulovan pomoci thioglykolatu, vykazovala mnoheéwaz®jsi klinické symptomy PMWS

nez prasata infikovana pouze PCV2 (Krakowka et28l01). Pomoci epidemiologické studie
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bylo navic prokazano, ze vakcinace proti PRRSVpjata s vySsSim vyskytem PCVAD, coz
také poukazuje na moznou asociaci mezi imunostichwgvolanou BZnou vakcinaci proti
nékterym pras&im patogefim a rozvojem PCVAD (Lépez-Soria et al., 2005). Pomo
cyklosporinu A, ktery fisobi imunosupresivy byla nicmén jednoznané potvrzena
dulezitost adaptivni imunity v kontrole PCV2 infek@deerts et al., 2005b). Lze tedy usoudit,
Ze stav imunitniho systému infikovaného i hraje v fipad® vzniku PCVAD zné&nou
cela kapitola (viz 2.2.6).

DalSi vyznamny faktor figdstavuje také geneticka variabilita hostitele,ofietiizna
prase€i plemena vykazuji rozdilnou citlivost k PCVAD. Sivalohu m4 jis¢ také ngasovani
infekce a wity ¢asovy sled faktdr spolupodilejicich se na rozvoji PCVAD a v neposled
fak ziejmé i rozdilné zpsoby v chovu prasat mohou zna& modulovat rozvoj PCVAD.
Tento konény vycet jask poukazuje na fakt, Ze onemean vyvolana PCV2 vykazuji
multifaktoridlni charakter a gt faktohi podilejicich se na PCVAD nemusi byt kong
(Grau-Roma et al., 2011).

2.2.4 Organizace virového genomu a funkce virovygbroteini

Genomem PCV2 je jedmeiézcova kruhova DNA, ktera v zavislosti na virovém
podtypu dosahuje velikosti 1766-1768 nukleotidovypdzi. RPestoze bylo v genomu PCV2
predikovano 11 potencionalnich otemych étecich ramaé (ORFs), pouze 4 ORF byly
potvrzeny experiment&tn Charakteristickym znakem virového genomu jéomnost dvou
intergenovych oblasti, které afldjii dva hlavni virovécteci rdmce (obr. 2). V delSi z
intergenovych oblasti se nachazi nukleotidovy mddiery je velmi konzervovany a to i mezi
PCV1 a PCV2 (Hamel et al., 1998). Tento motiv jacgésti smykovité sekundarni struktury,
piicemz tato struktura hraje vyznamnou ulohu v replikéového genomu (Mankertz et al.,
2003).
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Obrazek 2: Usp@dani genomu PCV1 a PCV2 s detailem konzervovate¥genové oblasti se

sekundéarni vldsenkovitou strukturou. Tato sekuridsimuktura obsahuje centralni 8 nukleotidovou
sekvenci {erna Sipka), nasledovanou hexamernimi (CGGCAGatitemimi sekvencemi (H1-H4),
pricemz tyto sekvence hrajiiléZzitou roli v replikaci virového genomu. V sekeeiRep proteinu jsou
dale vyznaeny oblasti konzervované mezi enzymy podilejiciehna amplifikaci DNA metodou
valivé kruznice (I-lll) a také sekvenci domény pefici se na vazb DNA (P). Revzato od
Finsterbusch a Mankertz (2009).

K objasréni funkce proteinu kédovaného otemym ¢tecim rdmcem 2 (ORF2) byl
vyuZzit bakulovirovy expresni systém. Jeho pomodd lzyisteno, Ze tent@teci ramec kdduje
protein je schopny skladat se do viru podobnyéastic (VLPs), picemZz po
elektronmikroskopické analyze bylo jasné, Ze tytoP¥ maji velikost 17 nm stejnjako
infekeni virovégastice (obr. 3). Bylo tak potvrzeno, Ze ORF2 kodegieny kapsidovy protein
PCV2, ktery byl pojmenovan Cap protein (Nawagitguél., 2000). DalSi strukturni analyzou
bylo zjiS&€no, Ze kapsida PCV2 vykazuje ikosahedralni symetp@ slozena z 60 mononier
kapsidového proteinu (Crowther et al., 2003). Nkddei PCV2 Cap proteinu je lokalizovano
n¢kolik bazickych aminokyselin zejména argifia histidini. Tyto aminokyseliny vytviéeji
jaderny lokaliz&ni signal (NLS) a podileji se na lokalizaci proteido jadra. To bylo
potvrzeno také tim, Zze PCV2 Cap protein zkracerl dN-koncovych aminokyselin je, na

rozdil od nezkracené formy, lokalizovan v cytoplasihiu et al., 2001). Kapsidovy protein
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ma ale v zivotnim cyklu viru i dalSi funkce. Moz zapojeni Cap proteinu ve virové
replikaci, coz je podpgeno prokazanou interakci Cap proteinu s virovym Regteinem,
ktery je pro replikaci PCV2 Kbovy (Timmusk et al., 2006). Tato interakce by mohla
poskytnout dalSi prawgodobné vysétleni rozdilné virulence jednotlivych PCV2 suhiyp
(Cheung and Greenlee, 2011). V neposlethtt je kapsidovy protein téem imunitni
odpowdi hostitele. Vztah PCV2 Cap proteinu a imunitniegstému bude vzhledem

k vyznamu k vyvoji vakcin proti PCV2 probran v sastainé kapitole (viz 2.2.6).

vyprodukovanych pomoci bakulovirového expresnitgiésyu. Pevzato a upraveno od Nawagitgul et
al., (2000).

......

sestihovou variantu Rep’, igemz oba dva proteiny hraji &tivou Glohu v Zivotnim cyklu
PCV2, konkréta v replikaci virového genomu (Mankertz et al., 2D03anskrigni analyzou
bylo déle zjis¢no, Ze alternativnim seégtem z ORF1 vznikaji dalSi RNA produkty nazvané
Rep3a, Rep3b a Rep3c. Krértoho jsou ziiznych promotal lokalizovanych uvnit ORF1
transkribovany je#t3 mizné RNA produkty nazvané NS515, NS672 a NSO (Chez0@Ba).
Presna funkceéthto minoritnich RNA produkt neni dosud objagna, nicmén pomoci
cilené mutageneze bylo prokazano, ze pra&rspu replikaci virového genomu nejsou tyto
minoritni RNA produkty zapéébi (Cheung, 2003b). Kidvou ulohu v replikaci ovSem hraje
Rep protein, ktery kronDNA vazebné aktivity vykazuje také specifickou endkleazovou
aktivitu, ktera je pl& zavisla na fitomnosti manganatych neboibénatych kationi. Rep
protein navic vykazuje i slabou nukleotidyl traméfvou aktivitu (Vega-Rocha et al., 2007).

Dale bylo zjis¢no, Ze Rep interaguje s transkmgm regulatorem c-myc a prasm
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intermedianim filamentarnim proteinem, ktery je @oay lidskému synkoilinu. iesna
funkce &chto interakci ovSem neni obj&sia (Timmusk et al., 2006).

Vyznamnou ulohu v patogenezi PCV2 hraje takégimdtodovany oteienymcdtecim
ramcem 3 (ORF3). Tento virovy protein je oZe@a jako ORF3 protein a jeigvazr
lokalizovan v jade infikovanych budk. Pomoci cilené mutageneze virového genomu, kdy
byl zménén iniciaéni kodon ORF3, bylo zji8ho, Ze ORF3 protein neni nutny pro produkci
infekéniho viruin vitro. ORF3 se ovSem podili na aktivaci kaspaz 8 a B lak ¥ejme
tlohu v navozeni apoptozy v infikovanychiach (Liu et al., 2005). DalSi analyzou ORF3
proteinu bylo zji&no, Ze je schopen interagovat s péagarh2 E3 ubiquitin ligazou,itemz
tato interakce vede ke zvySeni mnozstvi trangkitp faktoru p53, coZ vede ke spumt
apoptézy (Karuppannan et al., 2010; Liu et al., J0(Role ORF3 proteinu byla také
potvrzenain vivo, neba@ ORF3 deficientni virus vykazoval po inokulaci doagat znéné
snizenou patogenicitu (Karuppannan et al., 20083l€éni objeveny protein je pojmenovan
ORF4 protein, icemz steji jako ORF3 protein neni peba pro Usgsnou virovou replikaci.
ORF4 protein #jmé¢ ovliviiuje funkci ORF3 proteinu, neBoORF4 deficientni virus
vykazuje mnohem vyssi aktivaci kaspaz 3,8 a 9 ogredbkému typu PCV2 (He et al., 2013).
VySSi aktivace kaspaz po infekci PK-15 BkrORF4 deficientnim PCV2 je pragpodobré
zpusobena zvySenou expresi ORF3 proteinu, niénmaachanismus, jakym ORF4 protein
ovliviiuje expresi ORF3 proteinu, neni plobjasin (Gao et al., 2014).

2.2.5 Zivotni cyklus PCV2

Vyznamnou roli ve vstupu viru hraje kapsidovy pmote ktery obsahuje
aminokyselinovy motiv schopny vazat potencionalmidiny receptor heparan sulfat. Tento
vazebny motiv je navic velice konzervovany meaw@nymi izolaty. Interakce Cap proteinu
s povrchovymi bu&nymi proteoglykany, tak igjmé predstavuje prvotni krok pro virovy
vstup do biky (Misinzo et al., 2006). O jeho funkci&Wi fakt, Ze solubilni formy heparinu,
heparin sulfatu a chondroitin sulfatu B vyznaisnizuji prvotni virovou vazbu na povrch
burgk a tim i infektivitu PCV2in vitro. Na monocytické prasgelinii 3D4/31 bylo zjiS€no, Ze
po relativig rychlé vazl na povrch bitky nasleduje velice pomala internalizace. Vyznamnou
tlohu pro virovou infekci hraji aktinova filamentéaendocyt6za zavisla na klathrinu, nébo
disrupce aktinu a inhibice klathrinové endocytoadia ke znéné inhibici infekce. Svoji
tlohu hraje také pH endosomédlniho systému, prow&epouZiti inhibitoil acidifikace,
chloridu amonného a chloroquine difosfatu, doSlzke&né redukci infekce (Misinzo et al.,
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2005). U pras#ich ledvinovych buék PK-15 a pras#ch epitelialnich linii ovSem inhibitory
endosomalni acidifikace vykazovaly @&pa efekt, nebtd dochazelo ke zrRaému zvyseni
infektivity. Navic bylo zjiSéno, Ze serinové proteazyfigpivaji k rozbaleni viru
v endosomalnim systému. Vydleni rozdilného efektu inhibitbrendosomalni acidifikace
tak Zejm¢ Ize vyswtlit tim, Ze zné pH v monocytech a epitelialnichnlkéch ovliviuje
rozdilné aktivitu endosomalnich proteaz, které se poditgjirozbaleni virové kapsidy a
prispivaji tak k produktivni infekci (Misinzo et al2008). Na rozdilnou cestu infekce
v riznych burénych typech poukazuje i zjiti, ze PCV2 vyuziva pro infekci epitelialnich
burgk, na rozdil od monocyt endocytdzu nezavislou na klathrinu. Nicré@entralni roli pro
infekéni vstup viru opt predstavuji aktinovda filamenta a prapddobr také malé GTPazy
(Misinzo et al., 2009).

Jak jiz bylo zmitino endosomalni systém a serinové proteazy se vyenpadileji na
rozvolreni virové kapsidy, nicmeénpresny mechanismus dopravy virového genomu do jadra
neni doposud pt objasgn. Prvnim krokem po doprawvirového genomu do jadra je
konverze jedniettzcové virové DNA na dvaetzcovou formu, ficemz tuto konverzi
zprostedkovavaji bu&né enzymy (Tischer et al., 1987)eBtoze délka replikaiho cyklu
se znan¢ liSi v zavislosti na bufgtném typu, obechlzefici, Ze véasné fazi infekce nastava
exprese Cap proteinu a dvou forem repiikiho proteinu, icemz pra¥ Cap protein je prvh
detekovatelny virovy protein po infekci. Nasledugplikace virového genomu,fipemz
k uvolovani virového potomstva po infekci pras# ledvinovych bugk PK-15 dochazi
zhruba po 36 hodinach po infekci (Meerts et al.Q52). Replikace virového genomu je
zavisla na bugtnych enzymech a virus tak vyZaduje S faziddaného cyklu (Tischer et al.,
1987). Klicové pro uspSnou virovou replikaci jsou proteiny Rep a Reperé&trozeznavaji
replikatni patatek lokalizovany v delSi intergenové oblasti mM@RF1 a ORF2. Replikai
pocatek je tvden vlasenkovitou strukturou s centralni 8 nuklemtml sekvenci,
nasledovanou hexamernimi  (CGGCAG) and pentamern@ACCT) repetitivnimi
sekvencemi (obr. 2) (Mankertz et al., 2003). Modglikace virového genomu byl navrzen
pro PCV1, kdy Rep a Rep” spofe rozeznavaji replikani patatek, gicemz vazba obou
proteini indukuje DNA nestabilitu v migtpocatku s naslednym &ienim v mist centralni 8
nukleotidové sekvence fipemz volny 3° konec je vyuzit jako primer a viroverpm je
replikovan mechanismem valivé kruznice (Cheung,4200Po UspsSné virové replikaci
probihd zabaleni jedietézcové DNA do virovych kapsid, nicmé&rpresny mechanismus

zabaleni virového genomu neni globjasgn. V pozdni fazi virového cykluiejm¢ hraje
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Ulohu i ORF3 protein, ktery indukuje apoptézuisiva tak k uvoléni virového potomstva
(Liu et al., 2005).

PCV2 je navic schopen vyuZigkteré bugéné procesy a ovlivovat dilezité signalni
drahy, které mohou zte¢ podpdit virovy replikatni cyklus. Jednim zifklada je vyuziti
autofagie, neh bylo zjiS€no, Ze po infekci prageh ledvinovych bugk PK-15 dochazi
k hromadni autofagosotin v infikovanych bukéach, gicemz indukce autofagie vede ke
zvySeni produkce Cap proteinu a také ke zvySendykwe virového potomstva.résny
mechanismus jakym dokaze PCV2 vyuzit autofagiiwig grosgch nicmeg vyzaduje dalsi
studium (Zhu et al., 2012). PCV2 dale aktivuje P8t signalni drahu, ficemz pro aktivaci
neni vyZadovana aktivni replikace ani transkripitewého genomu. PI3K/Akt signélni drdha
pravdpodobré hraje zna&nou uUlohu Wwasnych fazich infekce, kdy negatévrovliviiuje
apoptézu (Wei et al., 2012). PCV2 dale aktivuje JAIK38 kinazy, ficemz tato aktivace
vede k fosforylaci transkrimich faktofi c-Fos a ATF-2. Aktivaceéthto MAP kinaz
vyZaduje virovou replikaci nebo piipadct transkripci, nebt pii pouZziti UV-oz&eného viru
nedoSlo k aktivaci p38 a JNK. Za pouziti inhibit@38 a JNK bylo dale zji&ho, Ze aktivace
téchto kindz vede k zesileni virové transkripce azigSeni produkce virového potomstva
(Wei et al., 2009). PCV2 je schopen aktivovat t&k&K1/2, gicemz stejd jako v gipack
aktivace JNK a p38 dochazi ke stimulaci virovéhglika¢niho cyklu (Wei and Liu, 2009).
Vyznamnou roli ¥ejme hraji také gkteré chaperony, nebduiky vystavené teplotnimu Soku
vykazuji zn&né zvySenou produkci PCV2 a stoupa také mnoZzstvkaoninych buik. DalSi
analyzou bylo zjigino, Ze Cap protein je schopen interagovat s Hg@v&mz tato interakce
pravdEpodobré pozitivné ovliviiuje virovou transkripci, nelfoza pouziti siRNA cilené proti
Hsp70 dochazi ke ztaému snizeni transkripce Cap proteinu. Naopak nvyeerese Hsp70
za pouziti rekombinantniho adenoviru vedlo kecmeau zvySeni exprese Cap proteinu a
také ke zvySeni produkce virového potomstva (Jiedtial., 2013). Podobny stimuald efekt
na zivotni cyklus PCV2 byl popsan také pro dal&ipehton Hsp27 (Liu et al., 2014).

2.2.6 PCV2 a imunitni systém hostitele

Obecr Izetici, Ze jednou zileZitych roli imunitniho systému, ktery Ize r@htjeste
na vrozenou a adaptivni slozku, je obrana proti manpatogefm jakou jsou bakterie,
mnohobui¢ni parazité a v neposledrade také viry. | pras&é imunitni systém je schopen
v mnoha pipadech rozeznat infekci PCV2 a &S se s ni vyptadat, picemZ zejména

aktivace buwncné zprostedkovanych imunitnich mechani@ma tvorba neutralizmich
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protilatek gedstavuje dlezity predpoklad pro zvladnuti PCV2 infekce bez vedlejSich
patologii (Meerts et al., 2005b). Nicn&émiry si osvojily mnoho mechanisiminiku peed
imunitnim systémem. Také PCVZkaliv patii mezi vibec nejmensi DNA viry, je schopen
znané ovlivnit vrozenou i adaptivni slozku imunitniho ss§mu sveého hostitele. DalSi
studium interakci PCV2 a imunitniho systému by vabudoucnu mohlo poodhalitkteré
nevyswtlené otazky tykajici se zejména rozvoje PCVAD aeposlednitac by hlubsi
pochopeni vztahu PCV2 s imunitou mohlo vést k rgzvavych typi vakcin.

2.2.6.1 Interakce PCV2 s vrozenou imunitou

Jednou z charakteristickych zrialPCVAD je gitomnost granulomat6zniho zédn
v mnoha typech tkani (Segalés, 2012). Tento fakmiopl byt vys¥tlen schopnosti PCV2
aktivovat makrofagy. Alveolarni makrofagy jsou sphg rozeznat virus a nasledprodukuji
zna&né mnozstvi prozé&tliveho tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNE)-a také wkteré
chemokiny jako interleukin 8 (IL-8) a monocyty dtegici protein 1 (MCP1), které se dale
podileji na rozvoji z&ktu. Zajimavosti ovSsem je fakt, Ze PCV2 sniZuje sramtré proces
fagocytézy a také ziaé snizuje produkci kyslikovych radikgl¢imz snizuje mikrobicidni
schopnost makroféig To mize mit za nasledek vysSi citlivost PCV2 infikovamygrasat
k sekundarnim bakterialnim infekcim (Chang et2006a). PCV2 je také schopen aktivovat
NF-kB v praseich ledvinovych bitkach PK-15, ficemz aktivace toho transktipiho faktoru
zvySuje produkci virového potomstva (Wei et al.02D Na rozdil od makrofdéignavic po
infekci PK-15 bugk vznistd produkce kyslikovych radikalcoz ogt podporuje replikéni
cyklus PCV2 (Chen et al., 2012). Neni ovSentmhjasino, jestli aktivace NkeB v PK-15
burgcné linii vede k produkci prozétlivych cytokini, nicmér nelze vylodit prispivek
dalSich but¢nych typ na rozvoji imunopatologickych zéti typickych pro PCVAD.

Velice zajimava je také interakce PCV2 s dendtiai bunkami, neb@ bylo zjiS€no,
Ze PCV2 je internalizovan konvérimi dendritickymi bikami (cDC) i plasmacytoidnimi
dendritickymi buikami (pDC), picemZ nedochazi k virové replikaci. Internalizace RCV
piitom nevede k maturaci dendritickych lnPritomnost PCV2 ovSem negativovliviiuje
maturaci dendritickych buk vyvolanou pomoci oligodeoxynukleolidODN) obsahujicich
stimulaini CpG sekvence. Navic bylo z§igb, Ze zn&né mnozstvi PCV2 neni v konverich
dendritickych biikach degradovano, nebo5 dni po infekci bylo mozné vyizolovat infé&ki
virus. Dendritické biiky by se tak mohly podilet nagnosu viru v hostiteli, nicménn vitro
nebyl genos z dendritickych bék do T lymfocyfi prokdzan a role dendritickych bikn
v Siteni infekce je proto nejasnd (Vincent et al., 2QTR)5). Ri pouziti ODN odvozenych ze
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sekvence virového genomu bylo zjisb, Ze gkteré ODN jsou schopny inhibovat produkci
interferonu alfa (IFNw) vyvolanou imunostimukaimi ODN v praseéich perifernich krevnich
mononuklearnich hikach (PBMCs) (Hasslung et al., 2003). Schopnosbioa tchto PCV2
derivovanych ODN fitom zavisi na schopnosti vyttgi sekundarni vliasenkovitou strukturu
(Wikstrom et al., 2007). PCV2 je také schopen v pibiibovat ODN zprogsedkovanou
produkci IFNe, pficemZ dochazi také k poklesu produkce interleukin(iL&6) a TNF-.
Pritomnost PCV2 v dendritickych Blkiach tak rejme¢ vyznamm ovliviiuje Toll-like receptor
9 (TLR9) mediovanou produkci cytoKin(Vincent et al., 2007). PCV2 v dendritickych
bunkach ovliviiuje také reorganizaci aktinového cytoskeletimz ovliviiuje endocytické
procesy, nelbylo prokdzano, Ze dendritickéiky v piitomnosti virové DNA vykazovaly
snizenou internalizaci PCV2 VLPs (Balmelli et 2011). Obec# Ize tedyfici, Ze schopnost
PCV2 ovliviovat profesionalni antigen prezentujicinky mize vyznami prispivat ke
vzniku PCVAD.

Zivotni cyklus PCV2 je také ztia® modulovan cytokinovym prosdim, nebo v
piitomnosti IFNe. dochézi po infekci PK-15 bgk k vyznamnému néstu produkce
virového potomstva (Meerts et al., 2005c). Sigraalez vyvolana IFNx tak Zejme zesiluje
virovou replikaci, nebt PCV2 obsahuje v oblasti Rep promotoru sekvencE$%8u et al.,
2012b; Ramamoorthy et al., 2009). Dale bylo &jiét Ze izolované imunitni kily z prasat
trpicich PCVAD vykazuji daleko vySSi produkci ineerkinu-10 (IL-10), ktery vyznanin
ovliviiuje adaptivni imunitu. ZvySena produkce IL-10 takZen dale fispivat k patologiim
(Crisci et al., 2010). V neposledfdad® mohou zndny na Urovni vrozené imunity vyznamn
ovlivnit také adaptivni imunitu, coz iwe pispét kvirovému Uniku ped dohledem
imunitniho systému a veést k rozvoji patologickyctemocrni.

2.2.6.2 Interakce PCV2 s adaptivni imunitou

Adaptivni imunita se vyznamdn podili na kontrole PCV2 infekce, coZz bylo
experimentaléd potvrzeno navozenim imunosuprese za pomoci cy&tosp A u PCV2
infikovanych prasat, nelfautlumeni adaptivni imunity siénkorelovalo s vySSim mnozstvim
viru (Meerts et al., 2005b). fPexperimentalni infekci a nésledné izolaci PBM@y)a
metodou ELISPOT detekovana produkce interferonunganiiFNy) az 21 dni po infekci
PCV2 (Fort et al., 2009). Pozdni indukce &tmé imunity byla naslednpotvrzena dalsi
studii. Navic bylo zjigno, Zze CD24 a CD8 pozitivni buiky jsou hlavnimi producenty IFN-
Pomocné T lymfocyty a cytotoxické T lymfocyty takepneé hraji dileZitou roli v kontrole
PCV2 infekce a pozdni vyvoj batné imunity je pravépodobré zpisoben pomalou replikaci
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PCV2 v hostiteli (Steiner et al., 2009). Dale byj&téno, Ze intenzita buiné odpo¥di se
znan¢ liSi mezi Gznymi genotypy PCV2 a také fakt, Ze mimo CAP praieje bugcna
imunita zandtena také proti Rep proteinu (Fort et al., 2010).

PCV2 je schopen ovlivnit také b&mou imunitu, nebb charakteristickym znakem
PCVAD je deplece T i B lymfocyt (Segalés, 2012),figemz schopnost PCV2 agobit
Ubytek T i B lymfocyti se stala na dlouhou dobiednttem debat a ani dnes nertejme
tento jev plg objasin. Jak jiz bylo zmigno T i B lymfocyty podporuji virovou replikaci
PCV2 (Lin et al.,, 2008; Yu et al., 2007). Pomociumohistochemie bylo zji&o, Zze B
lymfocyty v lymfoidnich tkanich postizenych prasagkazuji zvySené znamky apoptozy
(Shibahara et al., 2000)fimé pisobeni viru na depleci T lymfodyiprokéazala také studie,
kde byla vyuzita lymfoblastoidni ba#na linie L35, kdy po infekci PCV2 doSlo k ridtu
apoptozy (Rodriguez-Carifio et al.,, 2011gkdéré dalSi imunohistochemické studie ovSem
nenalezly zvySené znaky apoptdézy B a T lymfacytymfatickych tkanich a efekt deplece
byl piipsan spiSe snizené proliferaci T i B lymfacyMandrioli et al., 2004; Resendes et al.,
2004). Ri pouziti techniky tkéové microarray, kdy bylo analyzovano vice vZork
z postizenych prasat, bylo dale zji#d, Ze PCV2 v uzlinach pragpodobré primo indukuje
apoptézu B lymfocyt, nicmére ubytek T lymfocyt je pravépodobré zpisoben nefimo,
neba’ dochazi ke zené uspdadani lymfatické uzliny (Lin et al., 2011). Schoph®CV2
indukovat apoptdzu v infikovanych lymfocytech bylemérg potvrzenain vitro (Lv et al.,
2012), coz poukazuje na moznost zapojefimpch i nepimych mechanisin Jeden
z negimych efekti pasobeni PCV2 byl popsan také tigad experimentalni koinfekce
prasat pomoci PCV2 a PRRSV. Slezinné makrofagyaprksinfikovanych obma viry
vykazovali zn&n¢ zvySenou expresy Fas ligandu. Nasledna gpél&ultivace makrofaga
vyizolovanych T lymfocyi vedla k naistu pa@tu apoptickych T lymfocyt, pricemz ty
vykazovali zvySenou expresy Fas. Interakce Fasligand tak Zejm¢ predstavuje dalSi
moznost vys#tleni Ubytku T lymfocyt a dale poukazuje na nutnost dalSich kofakioa
rozvoj PCVAD, neb6 tento nefimy efekt byl vyznamny pouze ¥ipac koinfekce dvou
vira (Chang et al., 2007).

Dulezita je také role protilatkové odpsmli, piicemZ neutralizéni protilatky cilené
proti kapsidovému proteinu se vyznammpodileji na kontrole PCV2 infekce. Prasata
vykazujici onemoatmi maji nizké titry neutralizmich protilatek a také mnozstvi
neutraliz&nich protilatek inverz& koreluje s mnozstvim viru (Fort et al., 2007). Kdsy titr
protilatek se ovSem neliSi mezi prasaty vykazujid®@VAD a mezi prasaty, které prédly

subklinickou infekci (Meerts et al., 2006)fipravou monoklonalnich protilatek proti Cap
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proteinu bylo zji&no, Ze Cap protein obsahuj@é hlavni oblasti (obr. 4), proti kterym je
humoralni odpodd’ zangrena. Tyto oblasti obsahuji také neutralidiaepitopy, nebt nékteré
monoklonalni protilatky vykazovaly schopnost inhibo virovou infekci (Lekcharoensuk et
al., 2004). DalSi mapovani protilatkové odpadiv proti Cap proteinu pomoci techniky
PEPSCAN a za pomoci fagového displeje odhalila tpkgomnost wkolika linearnich
epitopi lezicich mimo 3 hlavni antigenni oblasti popsam&dharoensukovou (Ge et al.,
2013; Shang et al., 2009). Dale bylo &, Ze mutace jediné aminokyselinyia vést ke
zmené konformace neutralizaiho epitopu, coz bylo prokdzano pomoci monoklonaln
protilatky s potvrzenou neutraligai aktivitou. Aminokyseliny lokalizované na pozk&9 a 60
Cap proteinu se takigjm¢ vyznamré podileji na konformaci idezitého neutralizeniho
epitopu (Jianbo Liu et al., 2013). Na konformacutnalizatnich epitofi se dale podileji
aminokyseliny lokalizované na pozici 131,151,19(@ravcpodobré také posledniti C-
koncové aminokyseliny (Saha et al., 2012; Sharad.€2009).

I 47 85 165 200 230
BT ateice st I |

Obrazek 4: Schéma AK sekvence PCV2 Cap proteinziaenymi ¢erng) oblastmi, proti kterym je
zanttena protilatkova odp@d’. Prevzato od Lakcharoensuk et al. (2004).

Zajimavé zji&ni piineslo srovnani protilatkové odp@mli mezi rékolika skupinami
experimentald infikovanych prasat. Bylo zji8ho, Ze zejména PCVAD pozitivni prasata
prednosti vytvéreji protilatkovou odpodd’ zantienou proti jednomu epitopu, ktery je
lokalizovan na pozici 169-180,fipemz pomoci mutageneze bylo zjish, Ze tyrosin na
pozici 173, fenylalanin na pozici 174, glutaminpwici 175 a lysin na pozici 17%eustavuji
kritické aminokyseliny pro konformaci tohoto epitopTento epitop takigjmeé slouzi jako
,,navnada“ pro protilatkovou odp&l¥, neba prasata vytvidjici prednostg protilatky proti
Néasled’ bylo zjiS€no, Ze epitop 169-180 neéire byt protektivni, nehb vétSina
aminokyselin vytvéejici tento epitop je lokalizovana uvhitirové kapsidy a pravgodobr
v pfipact intaktniho virionu neni tento epitoptigptupny pro protilatky. Tento epitop je
nicméreé velice dilezity z hlediska vakcinace, neb@rasata vakcinovand monomery Cap
proteinu vytvéela silnou protilatkovou odp@d’ proti epitopu 169-180, coz nasledredlo ke

zvySené virémii po experimentalni infekci. Naopakgata vakcinovana pomoci VLPs, kde
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ziejme tento epitop neni dostupny, vykazovala po expertdalei infekci mnohem vyssi
urovei protekce. Na zakladtoho zjiSéni byl vytvaren model (obr. 5), kteryipdpoklada
imunodominanci epitopu 169-180,figemz pra¥¢ schopnost toho epitopu v odvedeni
protilatkové odpovdi od protektivnich epitajp musi byt vzata v potaziipvyvoji vakcin
(Trible et al., 2012).

Pouziti riiznych forem Cap proteinu a
vyznam pro vakcinaci

Virion nebo VLPs Monomer Cap

1 1
4 1

Protilatkova odpovéd’
zejména proti epitopu
169-180

1 2

Uplna protekce Netplna protekce
proti PCV2 proti PCV2

Obrazek 5: Vyznam vyuZzitiiznych forem PCV2 Cap proteinu a moZrisglédek pro vakcinaci.
Prevzato a upraveno od Trible et al. (2012).

Protilatkova odpovéd’
proti vétsiné epitopim

2.2.7 Dostupné vakciny a nové moznosti vakcinaceqir PCV2

Vyznam vakcinace byl v minulosti mnohokrat demom&in na lidskych patogenech,
neba’ prdw vyvoj vakcin vedl ke sniZzeni mnobastych onemocmi a v rekolika piipadech i
k eradikaci gkterych lidskych patogén Zavedeni vakcinace neovlivnilo pouze zlepSeni
verejného zdravi, ale &lo také znany ekonomicky vyznam.istoze dodnes bylo vyvinuto
mnoho tym vakcin, proti gkterym patogeiim nebyla doposud vytw¥ena efektivni vakcina a
vyzkum a vyvoj novych vakcin je proto nezbytnybwdoucnu (Nabel, 2013). Také ¥ipad
PCV2 bylo vytvdeno rékolik typt komekné dostupnych vakcin. Tyto vakciny jsogt§inou
zaloZeny na expresi Cap proteinu v bakulovirovémpresnim systému, nicmé&€mwyuziva se
také inaktivovany virus a chimericky virus zaloZeng nepatogenim PCV1, ktery ma
oteweny ¢teci ramec pro kapsidovy protein nahrazen kapsitiopyoteinem PCV2 (Beach
and Meng, 2012). fi@stoZze bylo experimenté@rtestovdno mnoho moznosti vyuziti novych
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typt vakcin proti PCV2, v této praci bude probiranazsmoznost vyuziti rekombinantnich

podjednotkovych vakcin a moznost vyuziti DNA valaa.

2.2.7.1 Vyuziti DNA vakcin proti PCV2

Vyvoj DNA vakcin zapoal od 90. let minulého stoleti, kdy bylo z§igb, Ze doprava
expresniho plasmidu kodujiciho specificky antigenziveého zviete vyvolava specifickou
imunitni odpo¥d. Vyswtlenim tohoto zjidini je fakt, Ze expresni plasmid je schopen
vstoupit do jadra, kde nasletimap@ne exprese vloZzeného proteinu, ktery je dale ptezén
imunitnimu systému pomoci profesionalnich antigeszentujicich bukk. Schopnost DNA
vakcin indukovat buftnou i protilatkovou je pro nezivé vakciny unikatidava DNA
vakcindm vyhodné vlastnostifgulevsim vysokou bezgmost. Sirsi jsou i moznosti jejich
vyuziti, testuje se ndiklad jejich nadoro¥ terapeuticky potencial. DalSi nesporné vyhody
DNA vakcinace jsou odvozeny od jejickiravy, neb6 expresni plasmidy mohou byt rychle
izolovany ve velkém mnoZzstvi a DNA obé&cvykazuje mnohem vysSi stabilitu a je mnohem
lépe skladovana nez proteinové a Zivé vakciny. RienDNA vakciny nedosahuji takové
arovré indukce imunitni odpasdi, neba nagiklad protilatkovd odpatd vyvolana DNA
vakcinaci je v mnoha ffpadech mnohem slabSi nez za pouZziti klasickychivie?
proteinovych vakcin. V poslednich letech se ovSémwlo nekolik typa optimalizace, které
vedly ke zvySeni imunogenicity (Kutzler and Weirz008).

Moznost vyuziti DNA vakcin byla studovana takeé fippct PCV2, nebd bylo
zjisténo, Ze eukaryotni expresni plasmid nesouci sekvE€agqi proteinu je schopen, po
dopraw toho plasmidu do mySi pomoci biolistické metodaylukovat protilatkovou odped’
zaneienou proti Cap proteinu (Kamstrup et al., 2004)leDyla testovana moznosizneho
cileni Cap proteinu, kdy bylo zji&to, Zze Cap protein zkraceny o 41 N-terminalnich
aminokyselin a dzovany se signalni sekvenci &uijici tento protein do sekfei drahy
vyvolavd mnohem vySSi protilatkovou odgdy piicemz vzfista také titr neutralizaich
protilatek (Fan et al.,, 2008). Byla pouzita takéinkanizace, kdy spot&¢ s expresnim
plasmidem nesoucim sekvenci Cap proteinu byl paakié plasmid kdédujici Rep protein
nebo kdédujici ORF3 protein. Koimunizace nictaéedla spiSe ke sniZzeni imunitni odpdiv
zametené proti Cap proteinu (Shen et al., 2009). Nadgakunizace expresniho plasmidu
kodujiciho kapsidovy protein a plasmidu nesouarietikin 15 (IL-15) vedla k vyznamnému
zesileni bunené i protilatkové odpasdi proti Cap proteinu (Dong et al., 2013). Testavan
byla také moZznost exprese Cap proteinu spolu ®ipern ovlivaujicim imunitni odpovd,
piicemz bylo demonstrovano, Ze plasmidy kodujici Captgim spolu s dalSim proteinem
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mohou vyznam& zvysit imunitni odpo¥d’. Tento efekt byl v fipact DNA vakcinace proti
PCV2 potvrzen pro protein teplotniho Soku 70 (H9pTtterleukin 2 (IL-2) nebo také pro
ubiquitin (Fu et al., 2013a, 2013b). Experimentdata tak jash poukazuji na moznost
vyuziti DNA vakcin v pipac¢ PCV2, nicmén neni zcela jasné, jestli bude metodika DNA

vakcinace vyuzitelna kom& jako standardni vakcitai postup proti PCV2.

2.2.7.2 Vyuziti rekombinantnich vakcin proti PCV2

Jak jiz bylo zmigno, mnoho komenich vakcin je zaloZzeno na produkci Cap proteinu
bakulovirovym expresnim systémem, protoZze je obtipnodukovat Cap v bakterialnim
expresnim systému (Marcekova et al., 2009; Wu.eP@08). Podle prace Trible et al. (2011)
nicméré bylo demonstrovano, Zze mnohem vhgdn pro vakcinaci jsou VLPs. iBstoze
mnoho autal vyuzilo pro produkci VLPs bakulovirovy systém goé&ne popsali formovani
VLPs, z elektronmikroskopickych snitinke patrné, Ze mnozstvi VLPs je nizké (Misinzo et
al., 2005; Nawagitgul et al., 2000), coz bylo talkdvrzeno v laborato molekularni virologie
UK v Praze (M.Fraiberk, osobni komunikace).

Jedna z moZnosti vytieni nové vakciny je uke PCV2 Cap proteinu
s VP1 kapsidovym proteinem mysiho polyomaviru, melpsodukce toho chimérického
proteinu v bakulovirovém expresnim systému vedeokigkci pentametr, které Ize snadno
vyizolovat a navic tyto pentametry jsou schopnéolgt (tinnou protilatkovou odpasd” po
imunizaci mySi, ficemz dochazi také k tvatbneutralizgénich protilatek (Fraiberk et al.,
nepublikované vysledky). Nicménize predpokladat, Ze imunodominantni epitop popsany
v praci Trible et al. (2011) je fgjm¢ v piipad chimerické pentamery dostupny pro
protilatkovou odpo¥d® a nuze tedy odvagt protilatkovou odpo¥d® od dilezitych
neutraliz&nich epito. Nicméré aminokyseliny dlezité pro spravnou konformaci tohoto
epitopu jsou doke definovany (Trible et al., 2011), coZz naskytd nust gipravy
chimerickych pentamer s aminokyselinovymi subsétac v imunodominantnim epitopu a
také moznost otestovani vliviechto AK substituci na arovie protektivni protilatkové

imunity.

31



3 Cile prace
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Hlavnim cilem naSi laborai® je vytvdit efektivni vakcinu proti PCV2 dostupnou pro
komegni vyuziti. Jednou z moznosti jéitpm vyuZiti DNA vakcinace. Byla proto navazana
spoluprace s RNDr. Michalem Smahelem, Ph.D. z Wskematologie a krevni transflze, kde
se DNA vakcinaci zabyvaji. Procély DNA vakcinace byl ziskan vhodny eukaryoticky
expresni plasmid pBSC. Prvnim krokem bylo vloZzdmdného antigenu do tohoto plasmidu.
Za elem posileni imunitni odpesi byly do plasmidu pBSC vloZeny také geny kodujici
imunostimul&ni cytokiny. Prvnim cilem této prace tedy bylo:

1) Pripravit expresni plasmidy kédujici rizné varianty PCV2 Cap proteinu a expresni
plasmidy kédujici imunostimulaéni cytokiny pro uéely DNA vakcinace

Tento cil konkréta zahrnuje:

a) Vlozeni neupravené DNA sekvence PCV2 Cap proteio plasmidu pBSC a DNA
sekvence PCV2 Cap proteinu zkraceného o 41-N tétnich AK s gidanou DNA sekvenci
kodujici N-koncovou signalni sekvenci IL-2

b) VloZzeni DNA sekvenci kddujicich cytokiny TNFa IFN-01 do plasmidu pBSC

c) Owieni exprese vloZzenych geim vitro

DalSi alternativou vifipadt vakcinace proti PCV2 by mohly byt chimerické pemeay
odvozené od VP1 kapsidového proteinu mySiho polyinmapricemz k c-konci VP1 je
piidan PCV2 Cap protein. Tyto pentamery byly jizivé pipraveny Mgr. Martinem
Fraiberkem. Za &elem zlepSeni protektivni protilatkové odpdv byly tyto chimerické
pentamery dale modifikovany, nebbyla upravena AK sekvence imunodominatniho epitopu
ktery je lokalizovan na pozici 169-180 PCV2 Capteirtu. Druhym cilem tedy bylo:

2) Pripravit chimerické pentametry VP1 kapsidového proténu mysiho polyomaviru

fuzovaného s PCV2 Cap proteinem obsahujicim aminokglinové substituce
v imunodominantnim epitopu

Tento cil konkréta zahrnuje:

a) Produkci rekombinantnich chimérickych pentanadiakulovirovém expresnim systému

b) Izolace &chto chimérickych pentametr pomoci izopyknické gargace v cesium

chloridovém gradientu
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Poslednim cilem této prace bylo it schopnosti fipravenych DNA vakcin a chimérickych
pentametr indukovat protektivni protilatkovou odpdicilenou proti PCV2 v imunizovanych

mysSich. Poslednim cilem tedy bylo:

3) Vyhodnotit protilatkovou odpovéd® vyvolanou pomoci DNA vakcin a chimérickych
pentametr

Tento cil konkréta zahrnuje:

a) Imunizaci mysi fjpravenymi vakcinami

b) Vyhodnoceni protilatkové odpédi pomoci metody ELISA a neutraligaich tesi
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4 Material a metody
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4.1. Pouzité bakterialni kmeny, bui¢né linie a virova inokula

Bakterialni kmenE.coli TOP 10:F- mcrA A4(mrr-hsdRMS-mcrBCp80lacZAM15 AlacX74
nupG recAl araD139(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl

Bakterialni kmerk.coli DH10Bac:F— mcrA4(mrr-hsdRMS-mcrBC®80lacZIM15 AlacX74
recAl endAl araD13%(ara leu) 7697 galU galK— rpsL nupG/ pMON14272/pMON7124
(Invitrogen)

Bakterialni kmerE.coli SCS110rpsL thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tam
dcm supE44(lac-proAB)

MySi burgéna linie WOP — mysSi embryonalni fibroblasty 3T3ngBrmované velkym T
antigenem mySiho polyomaviru

Mysi burécnd linie NIH 3T6 — stabilni linie mysich fibroblasfziskdno od Prof. Griffinové)
Praséi burgcna linie PK15 — prase ledvinoveé epitelialni biky, které jsou permisivni pro
prase€i cirkovirus typ 2 (ziskano od firmy Dyntec)

Linie hmyzich bugk Sf9 — linie odvozenda z ovasipodoptera frugiperda

Prasei cirkovirus typ 2 — virové inokulum PCV2, ziskaad Dr. PSikala (Dyntec)

4.2 Pouzité plasmidy

PBLASTA42: savi expresni plasmid s klonovacimi misty ungjici N-terminalni fazi s IL-2
signalni sekvenci (Invivogen)

pPBLAST A41N-CAP: savi expresni plasmid nesouci DNA sekvenci PCV2 Cayepru
zkraceného o 41 N-terminalnich aminokyselin

pUCS57-IFNA1L: plasmid nesouci DNA sekvenci mySihieiferonu alfal (Genescript)
pUC57-TNFe: plasmid nesouci DNA sekvenci mySiho tumor nekrgicino faktoru alfa
(Genescript)

pBSC: savi expresni plasmid pouzivany pro DNA imunizace skanho od RNDr. Michala
Smahela, Ph.D.

pBSC-IL2sa41NCAP: plasmid nesouci DNA sekvenci Cap proteinN-terminalni 41
aminokyselinovou deleci a N-terminalni fuzi se alghsekvenci interleukinu 2
pBSC-IL2saA41NCAP-HIS: plasmid nesouci DNA sekvenci Cap prates gidanym C-
koncovym His-tagem, DNA sekvence Cap proteinu mdaic zkracena o 41 N-koncovych
AK a byla gidana DNA sekvence kédujici signalni sekvenci ietékinu 2

pBSC-CAP: plasmid nesouci DNA sekvenci PCV2 Capgima

pBSC-IFNAL: plasmid nesouci DNA sekvenci mySiheifaronu alfal

pBSC-TNFe: plasmid nesouci DNA sekvenci mySiho tumor nekegiciho faktoru alfa
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pFasBac 1: komeéni plasmid u¥eny pro produkci rekombinantniho bakuloviru systéme
Bac-to-Bac (Invitrogen)

pFastBacl-VP1-CAP-HIS: plasmid nesouci fuzni sekv@®1 kapsidového proteinu mysiho
polyomaviru a PCV2 Cap proteinu s c-koncovym hgeta (ziskano od Mgr. Martina
Fraiberka)

pFastBacl-VP1-CAPIM-HIS: plasmid nesouci sekvenBil\kapsidového proteinu mysiho
polyomaviru fuzovaného s PCV2 Cap proteinem obseimuj aminokyselinové substituce
v imunodominantnim epitopu

pKLONS-CAP: plasmid nesouci sekvenci PCV2 Cap pnote(ziskano od Dr. PSikala,
Dyntec)

4.3 Pouzité DNA primery

Veskeré sekvence jsou psany vessnb’-3". Mista rozeznavana restikmi endonukledzami
jsou oznéenacervert. Nekomplementarnitfdatné sekvence jsou ozeay zeles.

Primery pro amplifikaci zkraceného PCV2 Cap praiesrrestriknimi misty pro Nrul a Nhel:

CAPdelece_Nrul_FW: CAAGAATCGCGAAATGGCATCTTCAACACCCGCCTG
CAPdelece_Nhel_REV: GAAGAAGCTAGCTTAAGGGTTAAGTGGGGGGTCTTTAAG

Primery pro amplifikaci PCV2 Cap proteinu s restniikni misty pro Xhol a Bglll:
CAP_XHOI_FW: GAAGTTCTCGAGATGACGTATCCAAGGAGGCGTTAC
CAP_BGLII_REV: GAAGTTAGATCTTTAAGGGTTAAGTGGGGGGTC

Primery pro amplifikaci zkrdceného PCV2 Cap pratese signalni sekvenci interleukinu 2
s restriknimi misty pro Xhol a Bglll:

IL-2_XHOI_FW: CAAGTTCTCGACGATGTACAGGATGCAACTCC

CAP_BGLII_REV: GAAGTTAGATCTTTAAGGGTTAAGTGGGGGGTC

Primery pro amplifikaci zkraceného PCV2 Cap praiese signalni sekvenci interleukinu 2
s restriknimi misty pro Xhol a Bglll a stimanou sekvenci kodujici His-tag (sekvence
ozn&ena mode):

IL-2_XHOI_FW: CAAGTTCTCGAGATGTACAGGATGCAACTCC

delCAPhis_Bglll_REV:
GAAGTTAGATCTTTAATGGTGATGGTGATGATCAGGGTTAAGTGGGGGGTC
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Primery pro amplifikaci interferonu alfal s restrikmi misty pro Xhol a Bglll:
IFNal_XHOI_FW: GAAGTTCTCGAGATGGCTAGGCTCTGTGCTTTC
IFNal_Bglll_REV: ACCGTTAGATCTTCATTTCTCTTCTCTCAGTCTTC

Primery pro amplifikaci tumor nekrotizujiciho faktoalfa s restri&nimi misty pro Xhol a

Balll:
TNFa _XHOI_FW: GAAGTTCTCGAGATGAGCACAGAAAGCATGATC
TNFa BGLII_REV: ACCGAAAGATCTTCACAGAGCAATGACTCCAAAG

Primery pro cilenou mutagenezi PCV2 Cap proteinbgstuovana DNA sekvence ozeaa
cervere):

CAPIM _ FW: CTAGATTCCACTATTGATGCCGCTGCCAAACAACAAAAGAAACCAG
CAPIM_ REV: CTGGTTTCTTTTGTTGTTTGGGCAGCGGATCAATAGTGGAATCTAG

Primery pro analyzu rekombinantniho bakmidu:
pUC/M13_FW: CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
pUC/M13_REV: AGCGGATAACAATTTCACACAGG

4.4. Markery molekulovych vah
DNA marker molekulovych vah GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Life Techno&sji

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
Y 7000 20 4

5000 75 15

4000 20 4
— 3000 20 4
— 2000 20 4
—1500 80 16
—1000 25 5
—700 25 5
— 500 75 15
—a00 25 5
—300 25 5
—200 25 5§
— 75 25 5

1% agarose

0.5 pgflane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min
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SDS-PAAGE markery molekulovych vaSpectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

(Fermentas)

kDa
— ~260 —

—~140 |
—~100 -

— w40 | —
— -35 —| -
— ~20 — -

~ =15 —| —

Gel | | _ Blot

Prestained Molecular Weight Marker, M.W. 27,000-080 (Sigma-Aldrich), molekularni
vahy udany v kDa

180
— . -
116
967 e
65
58_ - .
33
323

4.5. Protilatky

4.5.1. PouZzité primarni protilatky

Komerni mysi monoklonalni protilatka proti PCV2 Cap giat ¢edni 250x, Biotech)
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C1C6/H9 mysi monoklonalni protilatka cilena protC\®2 Cap proteinu (hybridomovy
supernatant; ziskdno od Dr. PSikala)

C6C10/B1 mysSi monoklonalni protilatka cilend prBtCVvV2 Cap proteinu (hybridomovy
supernatant; ziskano od Dr. PSikala)

Krali¢i polyklonalni protilatka proti mySimu interferomifal ¢edéni 200x, BioVision)

MysSi monoklondlni protilatka proti His-tagie¢éni 250x, Penta)

4.5.2. Pouzité sekundarni protilatky

Osli monoklondlni protilatka proti mySim imunogldibim konjugovana s Alexa Fluor 488
(Feckéni 1000x, Life Technologies)

Kozi monoklonalni protilatka proti mySim imunogldioiim konjugovana sikenovou
peroxidazouiedini 1000x, Life Technologies)

Kozi monoklondlni protilatka proti kré&lim imunoglobuliiim konjugovana sikenovou
peroxidazouiedini 1000x, Life Technologies)

4.6. Kultivaéni média

4.6.1 Bakterialni kultivaéni média

Luria-Bertani (LB) médium: 1% (w/v) pepton (Imun@)5% (w/v) kvasriny autolyzat
(Imuna), 1% (w/v) NaCl

TPN medium: 2% (w/v) pepton (Imuna), 0,5% (w/v) &mini autolyzat (Imuna), 0,5% (w/v)
NacCl

SOC medium: 2% (w/v) pepton (Imuna), 0,5% (w/v) &wvigny autolyzat(imuna), 20 mM
glukoza, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mgSO4

4.6.2 Kultivaéni média pro sawi buiky

DMEM médium s 10% sérem: DMEM (Dulbecco’s Modifiedgle’s Medium, Sigma), 10%
fetalni bovinni sérum (Sigma), 2 mM L — glutaminil{&), podle patby 1/100 objemu
smesi antibiotik pro tk&ové kultury (Sigma)

DMEM médium s 5% sérem: DMEM (Dulbecco’s Modifiecddte’'s Medium, Sigma), 5%
fetalni bovinni sérum (Sigma), 2 mM L — glutaminil{&), podle patby 1/100 objemu
smesi antibiotik pro tk&ové kultury (Sigma)

DMEM medium bez séra: : DMEM (Dulbecco’s Modifieadte’s Medium, Sigma), 2 mM L
— glutamin (Gibco)
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Médium pro hmyzi boky s 10% sérem: TNM-FH insect medium (Sigma), 108talhi
bovinni sérum (Sigma), sf® antibiotik pro tk&ové kultury (Sigma)
Médium pro hmyzi biiky bez séra: TNM-FH insect medium (Sigma)

4.7. PouZit4 seletni antibiotika

Ampicilin (Biomedika, pracovni koncentrace 10@/ml)
Blasticidin (Invivogen, pracovni koncentrace 1@fiml)
Gentamycin (Gibco, pracovni koncentracgg/ml)
Kanamycin (MP Biomedicals, pracovni koncentracei&onl)
Tetracyklin (Sigma, pracovni koncentraceutfdml)

Smes antibiotik pro tkéové kultury (Sigma) 100x koncentrovany roztok

4.8 Sterilizace

VSechny pouzité Spky, mikrozkumavky a pouzivané roztoky byly steoNany v autoklavu
pii teplog 127 °C, tlaku 120 kPa po dobu 30 minut. VeSkeré pouditémické sklo bylo
piredem sterilizovano horkym vzduchem o tepl@60 °C po dobu 3 hodin. Roztoky, které
nebylo mozno sterilizovat pomoci autoklavu, bylgrdizovany filtraci ges sterilni filtr (Sika
poni 0,22um). Hokejky, bakteriologické kiky, sklerené tyinky a pinzety byly sterilizovany

vyZihanim pomoci ethanolu.

4.9 Prace s tk@éovymi kulturami

4.9.1 Pasazovani hmyzich buik Sf9

Hmyzi buiky byly kultivovany v médiu pro hmyzi liky s 10% FBS v termostatu Termobox
LBT 165 i teplots 28°C, pricemz tyto bitky byly pasaZovany kaZdyeti den v poreru 1:4.
PasaZzovani bylo provédo tak, Ze narostlé hmyzi ftky z misky o paméru 6 cm byly
seSkrabany pomoci pryZzového Skrabatka, naslgdevedeny do polypropylénové kénicke
zkumavky (50 ml) a celkovy objem byl dopimna hodnotu 24 ml médiem pro hmyziiky

s 10% FBS. Bwtna suspenze byla dib promichdana a po 6 ml rozpipetovana na nové

misky.

4.9.2 Pasazovani s&ich bunék 3T6 a WOP

MysSi burg¢né linie 3T6 a WOP byly kultivovany v DMEM médiul8% FBS v termostatu
(Forma Scientific) fi teplo& 37°C a 5% CQ. Tyto buiky byly pasaZzovany kazdyeti den

v poreru 1:6, gicemz z konfluenté narostlych bu&k bylo odsato médium a byly oplachnuty
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5 ml Versenu (0,25% EDTA (w/v) v PBS, Sevac). Varsyl odsat a bylo idano 0,5 ml
0,25% trypsinu (Sigma) v PBS, dokud nedoSlo ké&etd burgk od buréného povrchu,
piicemZ inkubace s trypsinem probihala v termostatudpbu nepesahujici 10 minut.
Nasledg# bylo pridano 5,5 ml DMEM média s 10% FBS a iy byly dikladn

resuspendovany pipetou. Yipadt kultivace bugk na misce o giméru 6 cm bylo pidano 1

ml buné¢né suspenze a na misku bykidano 5 ml DMEM média s 10% FBS.

4.9.3 Pasazovani s#&ich bunék PK-15

Praséi buiky PK-15 byly kultivovany v DMEM médiu s 5% FBS ertnostatu (Forma
Scientific) i teplo& 37°C a 5% CQ. Tyto buiky byly pasaZovany kaZdyeti den v poriru
1:6, picemz z konfluent& narostlych buék bylo odsato médium a byly dvakrat oplachnuty 5
ml Versenu (0,25% EDTA (w/v) v PBS, Sevac). Po tidsé@rsenu byl fidan 1 ml 1%
trypsinu (Sigma) ve Versenu aitky byly inkubovany 20 minut v termostatu. Poté byla
burgcna suspenze resuspendovana pomoci 2 ml&idepipety a bylo fidano 5 ml DMEM
meédia s 5% FBS. Vifpad kultivace bugk na misce o giméru 6 cm bylo pidano 1 ml

burg¢né suspenze a na misku byiiddano 5 ml DMEM média s 5% FBS.

4.9.4 Transfekce sakich bunék pomoci nukleofekce

Pred vlastni transfekci byly derrg@lem pasézovany tky (viz 4.9.2) v pondru 1:3. Pro
transfekci byl pouzit Amaxa nucleofector kit (Lofzaricemz bylo postupovano podle
navodu od vyrobce. é6re pred transfekci byly hiky prevedeny do suspenze (viz 4.9.2) a
bylo spaitano mnozstvi butk v1 ml pomoci Blrknerovy pdtaci komirky. Do
polypropylénové kénické zkumavky (15 ml) byla naggpvana buétna suspenze obsahujici
celkow 4x1@ bursk, piicem? toto mnoZstvi bwk piedstavuje optimalni mnoZstvi pro jednu
transfekci. Tato suspenze byla centrifugovana alistentrifuze MSE # 800 g po dobu 7
minut. Nasled# bylo odsato médium a k béimému peletu byloidano 0,1 ml transfekiho
roztoku. Bur¢ny pelet byl dkladré resuspendovan a byldigano 6ug plasmidové DNA
izolované pomoci komenich kit (viz 4.11.1). Nasledn byla suspenze fpvedena do
elektroporéni kyvety (2,5 mm, Lonza). Elektropérda kyveta byla vloZzena do
elektroporatoru Amaxa nucleofector, kde byl po ewdloptimalniho programu aplikovan
elektricky puls. Poté bylo do kyvetyigano 0,5 ml média RPMI-1640 (Sigma). Naskedn
byla burg¢na suspenzeipvedena do sterilni mikrozkumavky a inkubovanarmtestatu pi

37 °C po dobu 15 minut. Poté byla tna suspenzerpvedena na misku otpnéru 6 cm a

42



bylo pridano 5,5 ml DMEM média s 10% FBS. Po 4 hodinaclo Imgédium odsato a bylo
piidano 6 ml nového DMEM média s 10% FBS.

4.9.5 Transfekce sakich bunék pomoci kationickych polymeni (Turbofect)

Den ged transfekci byly hiky prevedeny do suspenze (viz 4.9.2) a bylo¢#aoo mnozstvi
burgk v 1 ml pomoci Birknerovy gitaci komirky. Nasled# bylo v piipad 24 jamkové
destEky pridano takové mnoZstvi suspenze obsahujici céllk®/000 busk a pro Petriho
misku o piméru 6 cm bylo pidano takové mnoZstvi suspenze obsahujici SRk, Tesns
pied transfekci bylo namichano transfiek médium obsahujici ipad transfekce 24
jamkoveé destky: 0,1 ml DMEM média bez séra, \lg plasmidové DNA a 2l Turbofect
transfection reagent (Life Technologies). #fpgact transfekce Petriho misek ¢nér 6 cm)
bylo slozeni transfeki snesi: 600 Wl DMEM bez séra, 6ug DNA a 12 ul Turbofect
transfection reagent (Life Technologies). Tran&féksnes byla dikladné promichana a
ponechanaip pokojové teplot po dobu 20 minut. Nasledmyla transfekni snes po zhruba

20 ul ptidana k adherentnim hkam.

4.9.6 Transfekce hmyzich bugk Sf9

Konfluentre narostlé hmyzi hiky Sf9 byly gevedeny do suspenze (viz 4.9.1) a nasledn
byly buiky spaitany pomoci Biirknerovy pitaci komirky a bylo vyseto 8x10burgk do
jedné jamky 6 jamkové deskiy. Bunky byly ponechany fisednout k podkladu a nasledn
bylo pridano 2 ml ,plating meédia®, které bylaipraveno smichanim 1,5 ml média pro hmyzi
bunky s 10% FBS a 8,5 ml média pro hmyzinky bez séra. Naslednbyla pipravena
transfekni snes, kdy nejprve bylo fidano 8ul Cellfectinu (Invitrogen) do 10Ql média pro
hmyzi buiky bez séra a fl bakmidové DNA (viz 4.11.3) bylofdno do 951 média pro
hmyzi buiky bez séra. Qbsnesi byly dikladné promichany a po 15 minutach inkubade p
pokojové teplat byly spojeny dohromady. Nasledovalékthdné promichani a inkubace 10
minut @i pokojové teplat. Poté byly transfeini smés nakapana na hmyziitky Sf9, které
byly poté inkubovany i 28 °C po dobu 4 hodin. Poté bylo odsato médiuntidgmo nové
médium pro hmyzi hiky s 10% FBS a antibiotiky.

4 .9.7 Plakova titrace bakulovirového inokula

Na misky o piméru 6 cm bylo vyseto 2 x £thmyzich buik Sf9. Po pichyceni bugk na
dno misky bylo odsato médium a byltigano 0,6 ml nsediného virového inokula,fjemz
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fedsni bylo zvoleno v rozmezi 10az 10". Buiky byly inkubovany 90 minutip laboratornf
teplo€ na kyva&ce. Nasled& bylo inokulum odsato a Iy byly prevrstveny 4 ml sterilniho
1,5% SeaPlaque agaru v médiu pro hmyzikigpus 10% FBS a antibiotiky,igemz teplota
této snési ¢inila zhruba 40°C. Po ztuhnuti agaru byly Bky inkubovany 6-8 dniip 28 °C.
Poté byly plaky sp&tany a byl uéen virovy titr.

4.9.8 Infekce hmyzich bugk Sf9 bakulovirem

Bunky byly pasdZzovany (viz 4.9.1) v pén 1:4 do média pro hmyzi bky bez séra a byly
ponechany v termostatu, dokud se #i@yytily na povrch misky. Naslednbylo odsato
médium a v fipact misek o piiméru 10 cm bylo pidano 1 ml bakulovirového inokula
(MOI=5 Pfu/ml). Nasled& byly buiky inkubovany pi pokojové teplat na kyvace po dobu
90 minut. Poté bylo fiddno 9 ml média pro hmyzi bkly s 10% FBS. Doba infekce byla

paocitdna od okamzikuijani bakulovirového inokula.

4.9.9 Fixace a permeabilizace buik

Bunky narostlé na mikroskopickych sé&ch byly nejprve oplachnuty PBS a nastedyl
piidan 3,7% paraformaldehyd (Sigma) v PBSnBubyly inkubovany s paraformaldehydem
pii pokojové teplot po dobu 20 minut. Poté byl paraformaldehyd odshylapridan 0,5%
Triton X-100 (Sigma) v PBS ifigemz buiky byly inkubovany pi pokojové teplat po dobu 5
minut. Poté byl 0,5% Triton X-100 odsat aiky byly oplachnuty 3x pomoci PBS.

4.9.10 Detekce proteifi pomoci negimé imunofluorescence

K zafixovanym bikam bylo gidano 1% BSA (Sigma) v PBS aiiky byly ponechany 1
hodinu i pokojové teplot. Nasledg bylo 1% BSA v PBS odsato a bylaigana primarni
protilatka n@edna v 1% BSA v PBS. Biky byly inkubovany s primérni protilatkoutip
pokojové teplat po dobu 1 hodiny. Poté byly tky promyty 3x10 minut pomoci PBS a byla
pridana na 30 minut sekundarni protilatkakna v 1% BSA v PBS. Poté byly tky opst
promyty 3x10 minut pomoci PBS a mikroskopicka &di byla vyjmuta a po oschnuti
poloZzeny do kapky 50% glycerolu s DAPI (c=0yt/ml). Vzorky byly prohlizeny na
fluorescekinim mikroskopu BX-60 (Olympus).
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4.10 Prace s bakteriemi

4.10.1 Kultivace bakterialnich kultur

Pouzité bakterialni kultury byly kultivovany na agaych plotnidch v termostatuipgeplot
37 °C nebo v tekutém LB médiu tepace i teplot 37 °C a 200 RPM. V fipadt selekce
bakterialni kultury nesouci plasmid gitmu rezistenci, bylo do tekutého média nebo dowaga

pridano gesné mnozstvi vhodného selekho antibiotika.

4.10.2 Riprava elektrokompetentnich burgk pro transformaci

Do 15 ml TPN média byla zakovana bakterialni kultur&scherichia coli pricemz kultura
byla inkubovana viepace po dobu 16 hodin, 200 RPM & teplo& 37 °C. Nasled# byla
pomoci spektrofotometru zffena opticka densitak£560 nm) a bakterialni kultura byla
naectna do 600 ml TPN takovym #ipobem, aby vysledna opticka denzitaila 0,1. Po
dosazeni optické denzity 0,5-0,7 byla kultutevedena do 50 ml konickych zkumavek se
Sroubujicim wkem a zkumavky byly centrifugovany (centrigufa Miegge) 10 minut fi
4000 g a tepla@t 4 °C. Bakterialni pelet byl nasletimesuspendovan v 600 ml vychlazené
ddH,O a ot centrifugovan 10 minutip4000 g a tepl@t4 °C. Poté byl pelet resuspendovan
ve 300 ml vychlazené ddb a ogt centrifugovan 10 minutip 4000 g a teplat 4 °C.
Nasledr byl bakterialni pelet resuspendovan ve 24 ml 10¢éegolu (Penta) a centrifugovan
10 minut @i 4000 g a tepl@t4 °C. Poté byl pelet ajp resuspendovan ve 12 ml 10% glycerolu
a centrifugovan 10 minutip4000 g a tepla@t 4 °C. Nasleds byl pelet resuspendovan v 1,2
ml 10% glycerolu a po 10Q@l byla suspenze rozpina do mikrozkumavek, které byly

pondeny do tekutého dusiku a uskl&dwg pri teplo€ -80°C.

4.10.3 Transformace bakterii teplotnim Sokem

Komerni chemokompetentni bBky Escherichia coliDH5a-T1 (Life Technologies) byly
ponechany rozmrznout na ledu. Naskedwylo pridano 2 ul z rekombinéni reakce (viz
4.11.12). Mikrozkumavky byly naslediinkubovany 12 minut na ledu a potéepeseny na 30
sekund do vodni lazrnvytemperované na teplotu 42. Nasledw byla mikrozkumavka ot

inkubovana na ledu po dobu 2 minut. Poté byidgno 250ul komegniho SOC média (Life
Technologies). Mikrozkumavky byly inkubovanyiepace po dobu 60 minutip200 RPM a
teplog 37 °C. Poté byla bakteridlni kultura vyseta na aganoeény s vhodnym selékim

antibiotikem.
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4.10.4 Transformace bakterii pomoci elektroporace

Elektrokompetentni hiky Escherichia coliTOP10 nebo SCS110 byly ponechdny rozmrazit
na ledu. Naslednbylo k bakterialni kultte pidano 1,5ul plasmidové DNA nebo ligai
smeési. Snes byla gevedena do elektropaai kyvety. Elektroporéni kyveta byla vlioZzena do
elektroporatoru (Biorad) a nasledmyl aplikovan elektricky puls. Poté bylo do kyvety
piidano 1 ml SOC média a kultura byldepesena do sterilni Erlenmeyerovyilkga
Bakterialni kultura byla nasledrkultivovana v tepace po dobu 60 minutip200 RPM a
teplog 37 °C. Poté byla bakteridlni kultura vyseta na aganoeény s vhodnym selékim

antibiotikem.

4.10.5 Tvorba bakteriadlnich konzerv

Pro dlouhodobé uskladni bakterialnich kultur byly bakterialni kultury sthany s 50%
glycerolem v takovém po&ru, aby vysledna koncentrace glycerd@inila 15%. Nasled&

byly kultury uskladgny pri teplog -80°C.

4.11 Prace s DNA

4.11.1 Agardzova elektroforéza

Pro stanoveni velikosti DNA byly vyuzity 0,8% az 2%gardézové gely. Odpovidajici
mnozstvi agar6zy bylo rozpgab ve 30 ml TAE pufru (40mM Tris, 20 mM kyselinatoea,

1 mM EDTA), cela srés byla nasledhkratce povéena a po ochladnuti nalita do plastového
blocku. Nasleds bylo pridano 30ul 1000x koncentrovaného ethidiumbromidu (Servapa n
jeden okraj gelu byl umigh plastovy beben. Po ztuhnuti byl gel vioZzen do elektroforegick
vaniky a byl pelit TAE pufrem. Ke vzorkm byla gidana nanaSeci batka (40%
sacharo6za, 0,12% bromfenolové moa vzorky byly nepipetovany do jamek. Aparaturéaby
zapojena do elektrického zdrojefiggmz vlastni elektroforéza probihalai pntenzig
elektrického pole 5V/ch Po doputovani bromfenolové nteddo vzdalenosti 1 cm od okraje

byla elektroforéza ukamna a gel byl prohlédnut UV transiluminatorem.

4.11.1 Izolace plasmidové DNA #&sténi PCR smési pomoci kometnich kita

Pro minipreparaci plasmidové DNA byly pouzity Geatel HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma)
a GenBond Plasmid FlexSpin Kit (Renogen Biolabp Rraxipreparaci plasmidové DNA
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vhodné pro transfekce sdaeh burgk byly vyuzity EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) a
Jetstar Plasmid Purification Maxi Kit (Genomed)o Rrecisteni DNA po PCR byl vyuZit
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche).l&m® DNA byla provedena podle poKyn

od vyrobce.

4.11.2 Minipreparace plasmidové DNA pomoci alkalick lyze

Vybrana bakterialni kolonie byla zd@mvana do 1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 700.B
meédia s vhodnym selékim antibiotikem. Naslednbyla kultura inkubovana vepace po
dobu 16 hodin 200 RPM a tepla@t 37 °C. Poté byla bakterialni kultura centrifugovana na
stolni centrifuze (Mini Spin, eppendorffipt000 g po dobu 5 minut. Bakterialni pelet byl
resuspendovan v 250l roztoku | (25 mM TRIS-HCI, 10 mM EDTA,pH=8). Potgylo
piidano 250ul roztoku Il (1% SDS, 0,2 M NaOH). Mikrozkumavka laypromichana
ota’enim a nasledovala 10 minuta inkubagieppkojové teplot. Nasleds bylo pridano 200
ul ledow vychlazeného roztoku Ill. Mikrozkumavka byla&gpromichana a nasledovala
inkubace 10 minut na ledu. Poté byla¢sntentrifugovana (Centrifuge M, Beckmanj p
20 000 g po dobu 10 minut a supernatant bglipdo nové mikrozkumavky obsahujici 500
izopropanolu. Nasledovala inkubace 10 mintit gokojové teplat a poté centrifugaceiip
20000 g p teplot 4 °C a po dobu 20 minut. Pelet byl promyt 70% ethanobe ofgt
centrifugovan po dobu 20 minuti20 000 g a teplet20 °C. Pelet byl ponechan vyschnout
pii pokojoveé teplat a resuspendovan v 15 — gbddH,O nebo v TE pufru s 1/10 objemu
RNazy A.

4.11.3 Izolace bakmidové DNA

Po transformaci bakteriEscherichia coliDH10Bac pomoci elektroporace byly bakterie
vysety na selalni agarové plotny obsahujici kanamycin, gentamywtracyklin, X-gal a
induktor IPTG. Nasledovala kultivace 48 hodin wnestatu pi 37 °C. Pozitivni bilé kolonie
byly poté fecarkovany na novou plotnu a kultivovany dalSich 48lih pi 37 °C. Ziskané
bilé monokolonie byly paratkem zdmvany do 2 ml LB média,igemZ médium obsahovalo
opét kanamycin, gentamycin a tetracyklin. Nasledovaldtivace v tepace @i 200 rpm,
teplo€ 37 °C a po dobu 16 hodin. Poté bylo odebrano 1,kultury do mikrozkumavky a
kultura byla centrifugovanaiip4000 g po dobu 5 minut. Baeény pelet byl resuspendovan v
0,3 ml roztoku | (15 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, ph=800 pg/ml RNaza A). Nasledn
bylo pridano 0,3 ml roztoku Il (0,2 M NaOH; 1% SDS). &byla promichana a inkubovana
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5 minut @i pokojové teplat. Poté bylo fidano 0,3 ml octanu draselného (pH = 5,5) a
probkihla inkubace na ledu po dobu 10 minut. V dalSinkkrbyla sn¢s centrifugovanaip
20000 g, teplat 4 °C a po dobu 10 minut. Supernatant biglpp do nové mikrozkumavky
obsahujici 0,8 ml izopropanolu, promichdeyacenim zkumavky a inkubovan na ledu po
dobu 10 minut. Sgs byla ot centrifugovana § 20000 g, teplat 4 °C a po dobu 25 minut.
Pelet byl promyt 0,5 ml 70% ethanolu a centrfigop&n20000 g, teplat 4 °C a po dobu 25
minut, gicemz tento promyvaci krokéetre centrifugace byl celkavproveden 2krat. Pelet
byl ponechan vyschnoutigokojove teplat a resuspendovan v 15 - gbddH,O. Fitomnost

vloZzeného genu byla ékena pomoci PCR (viz 4.11.10).

4.11.4 Stanoveni koncentrace DNA a sekvenace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena pomoci Nanodroplo Bgstupovano pomoctifpzenéeho
nadvodu k obsluze ifstroje. Sekvenace DNA byla provedena labdfasekvenace DNA
(Prirodovédecka fakulta UK).

4.11.5 Deproteinace DNA pomoci fenolu a chloroforms isoamylalkoholem

K roztoku obsahujici DNA bylofdano 0,5 objemu tekutého fenolu saturovaného \SFRI
HCI (Sigma) a 0,5 objemu chloroformu s isoamylakeho (pongr 24:1). Suspenze byla
dukladné promichana a nasleglicentrifugovana ve stolni centrifuze (Mini Spinpepdorf)
pii 11000 g a po dobu 5 minut. Byla odebrana horminéofaze, ke které byltigan stejny
objem chloroformu s isoamylakoholem. Suspenze bgta dikladné promichana a naslegin
centrifugovana ve stolni centrifuzé 21000 g a po dobu 5 minut. Po ustanoveni dvougéz

centrifugaci byla odebrana horni vodna faze.

4.11.6 Srazeni DNA ethanolem

Kroztoku DNA byla pidana 1/10 objemu 3M octanu sodného,ésnbyla dikladne
promichana a nasledirbylo priddno 2,5 objemu 96% ethanolu. &mbyla ot dukladre
promichana a byla ponechané teplot -20 °C po dobu 1 hodiny. Nasleéyla vysrazena
DNA centrifugovana 25 minutip20000 g a tepl@t4 °C. Pelet byl promyt 70% ethanolem a
opct centrifugovan 25 minutip20000 g a teplét20 °C. Poté byl pelet ponechan vyschnout
pii pokojové teplot a byl rozpudn ve vo@d nebo v TE pufru (10 mM Tris — HCI, 1 mM
EDTA,pH=8).
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4.11.7 Sépeni DNA pomoci restrikénich endonukleéz

Po analyze DNA sekvenci byl zvolen vhodny enzym3tipeni DNA, gi¢cemz podle pokyin
od vyrobce bylo zvoleno mnoZstvi enzymu a také wlya@strikéni pufr.

SloZeni restri&ni snesi: 0,5 — 5ug DNA

5-10 U zvoleného resttikiho enzymu

restrikni pufr (10x) — 1/10 kormého objemu restréki snesi

ddH0 — doplrni do konéného objemu
Po namichani byla resttiki snés dikladre promichana a byla ponechana inkubovat3f
°C po dobu 16 hodin.

4.11.8 Defosforylace DNA konit

Pro defosforylaci konc DNA byla pouzita alkalicka fosfataza FastAP (Femtas). Slozeni
smeési bylo nasledujici: 1-hg linearni DNA

5ul FastAP pufru

1ul FastAP enzymu

ddHO — doplreni do konéného objemu 5@l
Po namichani byla sfa dikladré promichana a byla ponechana inkubovateplot 37 °C
po dobu 15 minut. Nasledrbyl enzym teplot& deaktivovan inkubaciipteplo& 75 °C po
dobu 10 minut.

4.11.9 Ligace

Pro ligaci DNA byla pouZzita T4 DNA ligaza (Fermestapicemz pongr vklddané DNA
(insert) vzhledem k linearizovanému vektémil 3:1. SloZeni ligani snesi:

100 — 200 ng DNA (insert + vektor)

0,5ul T4 DNA ligazy

2 ul ligaéni pufr

ddH;0- doplreni do konéného objemu 2@l

Po namichani byla sfa dikladré promichana a byla ponechana inkubovateplot 22 °C
po dobu 16 hodin.
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4.11.10 Amplifikace DNA pomoci polymerazovéetézove reakce

Pro amplifikaci DNA fragmerit negesahujicich délku 2000 bp byla vyuzita polymeraeatV
(New England BioLabs) a sloZzeni PCReésim(50ul) bylo nasledujici:

1,5ul primer reverse (1QM)

1,5 ul primer forward (1QuM)

0,5 ul templatové DNA (c=10ngi)

1 ul 10 mM sngsi dATP, dCTP, dGTP a dTTP

5 ul 10x koncentrovaného Thermo Pol pufru (New EnglBralabs)

0,5ul Vent DNA polymerazy (New England BioLabs)

40 pl ddH20

Reakni program:

Denaturace DNA — 3 minutyi®4 °C

25-30 cykii: Denaturace DNA — 30 sekund p4 °C
Nasedani primér— 30 sekundip49 - 62 °C
Polymerace — 60 sekuntl g2 °C

Zawrecna polymerace — 5 minut 72 °C

Pro amplifikaci DNA fragmerit presahujicich délku 2000 bp byl vyuZit High FidelRCR
enzyme mix (Fermentas) a slozeni PCRsr(b0ul) bylo nasleduijici:

1,5ul primer reverse (1QM)

1,5l primer forward (1QuM)

0,5ul templatové DNA

1wl 10 mM sngsi dATP, dCTP, dGTP a dTTP

5 ul 10x koncentrovany High Fidelity PCR enzyme mixXrgirermentas)

0,5ul High Fidelity PCR enzyme mix (Fermentas)

40 pl ddH20

Reakni program:

Denaturace DNA — 3 minutyi®3 °C

30 cykii: Denaturace DNA — 45 sekund p4 °C
Nasedani primér— 45 sekundip55 °C
Polymerace — 4,5 minutyiy2 °C
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Zawrecna polymerace — 7 minut 72 °C

4.11.11 PCR z bakterialnich kolonii (,colony PCR*)

Narostla bakterialni kolonie byla pomoci péaratkevedena do mikrozkumavky s 1Q0
ddH20. Poté byla mikrozkumavka inkubovana 5 min1®0 °C. Nasledovala centrifugace
(Mini Spin, eppendorf) % 5000g po dobu 5 min. Z kazdé mikrozkumavky palolpouzito
2,5l jako templat pro PCR,fgemz bylo postupovano podle obecného schématu PR (v
4.11.10) s tim rozdilem, Ze objem jedné tmdksnesi ¢inil 20 pl a do kazdé reakce bylo
ptidano 2ul 1% Triton X-100.

4.11.12 Cilenad mutageneze plazmidové DNA

Cilend mutageneze plazmidové DNA sekvence byla ggewva pomoci kom&riho kitu
GENEART Site-Directed Mutageneses System (Life Tietdgies). Cilené mutageneze bylo
dosazeno pomoci PCR za vyuziti mutageneznich piinfiegakce byly provamy na PCR
cykléru Mastercycler EPgradient S (Eppendorf). 8in2PCR reakce:

5ul 10x AccuPrimePfx Reaction mix

5ul 10x Enhancer

1,5ul primer reverse (1QM)

1,5ul primer forward (1QuM)

1 ul plasmidové DNA (20 ngd)

1 ul DNA methylasa (4Ull)

2ul 25x SAM

0,4ul AccuPrimePfx (2,5 Ufu)

PCR voda dopkni do konéného objemu 5@l

Reakni program:

Metylace plasmidové DNA — 20 minuti87 °C

Denaturace DNA — 2 minutyfi4 °C

18 cykii: Denaturace DNA — 20 sekund p4 °C
Nasedani primér— 30 sekundip57 °C
Polymerace — 210 sekuntl 8 °C

Zawérecna polymerace — 5 minut 68 °C
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Po prokthnuti PCR reakce byly produkty analyzovany pomageirézové DNA elektroforézy
(viz 4.11.1). Poté byla namichana rekombiriaeakce o nasledujicim sloZeni:

4 ul 5x Reaction Buffer

10ul PCR voda

4 ul PCR produktu

2 ul 10x Enzymer mix

Po namichani byla sfa dikladré promichana a inkubovanai pokojové teplat po dobu 10
minut. Poté byla reakce zastavert@@nim 1ul 0.5 M EDTA. Reakni smés byla uchovana
na ledu a pomoci této real snesi byly transformovany chemokompetentniiky
Escherichia colDH5a-T1 (Life Technologies)(viz 4.10.3).

4.12 Préce s proteiny

4.12.1 Izolace chimerickych pentametr

Hmyzi buiky Sf9 byly infikovany rekombinantnim bakulovirenvid 4.9.8), poté byly
oSkrabany do média,igneseny do 50 ml koénické zkumavky a centrifugovdMSE
centrifuga) 10 minut i 800 g. Supernatant byl uschovan a sediment Isfsgendovan ve
sterilnim purfu B (10 mM Tris-HCI, pH= 7,4; 150 mMaCl; 0,01 mM CaG). Snes byla
sonikovana (sonikator Soniprep 150, Schoeller PhaianPraha) 3x30 sekundj®emz mezi
sonikacemi byla sis vZzdy 30 sekund inkubovana na ledu. Poté byks srentrifugovanaip
12 000 g, teplét 4 °C a po dobu 10 minut. Supernatant byl nasiegieveden do
ultracentrifugani kyvety a byl centrifugovan (centrifuga Optima90K, rotor SW41,
Beckman) 3 hodinyip 35000 rpm a teplét4 °C. Proteinovy pelet byl resuspendovan v pufru
B. Nasled® byla suspenzeipvedena do centrifugai kyvety, gicemz hmotnost suspenze
byla pomoci B pufru upravena na hodnotu 2,5 g dedés bylo pridano 1,2 g chloridu
cesného. Nasledovala centrifugace (centrifuga Gptif®0K, rotor SW 55TI, Beckman)ip
35000 RPM po dobu 24 hodin & peplog 20 °C. Pomoci rozebita frakci (Beckman) byl
poté gradient rozebran nakwolik frakci, pricemz objem kazdé frakagnil zhruba 0,5 ml. Pro
kazdou frakci byl stanoven refraktometricky indexxmmci refraktometru ABBE (Carl Zeiss
Jena) a podle toho indexu bylykteré frakce spojeny dohromady. Naslketylo po dobu 10
minut v destilované vadpovaeno dialyzani stevo (Serva, gimér 16 mm) a jednotlivé
frakce byly gevedeny do dialyzmiho steva. Dialyz&ni stevo bylo uzaieno svorkami a
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bylo umistno do 2 lité vychlazeného pufru B. Po 4 hodinach byltegd gemistno do
cerstvého pufru B a bylo ponechano 16 hodin tpplot 4 °C. Nasleda byly vzorky

nepipetovany do 2 ml mikrozkumavek a bylaé¢ema koncentrace protdirviz 4.12.3).

4.12.2 Izolace proteiri obsahujicich His-tag

Pro izolaci proteifi obsahujicich His-tag byl vyuzit komdei kit Dynabeads His-Tag
Isolation and Pulldown (Invitrogen). Nejprve bylmés proteiri smichana s binding/wash
pufrem (100 mM Na-Fosfat, ph=8; 600 mM NaCl, 0,0Z%een-20) picemz finalni objem
¢inil 700 pl. Poté bylo pidano 50ul magnetickych kutiek a snis byla dikladné promichana.
Nasleds byly mikrozkumavky umisnhy do magnetického stojanku a supernatant byl
odstragn. Magnetické kutiky byly 4x10 minut promyty pomoci binding/wash pufr
Proteiny byly nasledhuvolnény pomoci pidavku eléniho pufru (300 mM Imidazole, 50
mM Na-Fosfat, ph=8; 300 mM NacCl, 0,01% Tween-20).

4.12.3 Stanoveni koncentrace proteinpomoci metody Bradfordové

Nejprve bylo gipravenocinidlo Bradfordové tak, Zze 100 mg Coomassie Brilli8lue G250
(Serva) bylo pes noc rozpusho v 50 ml 96% ethanolu. Druhy den bylédano 100 ml
HsPO, a objem byl doplén do finalniho objemu 1000 ml pomoci ddH Poté bylo
namichano 5 standard8SA v rozmezi koncentrace 0-1 mg/ml. Pro jednétktandardy byla
urcena absorbance£595) a byla vytviena kalibrani kiivka. Nasleds bylo napipetovano
100 ul vzorku do mikrozkumavky obsahujici 1 @ihidla Bradfordové. Vzorek bylikladne
promichan a byla dena absorbanc@%£595) vzorku. Pomoci kalibéai kiivky byla sp@itana
koncentrace proteinve vzorku.

4.12.4 Tvorba burééného lyzatu

Bunééna kultura byla oplachnuta pomoci PBS. Poté bylgkipuna ledu seSkrabany pomoci
pryzového Skrabatka argvedeny do mikrozkumavky. Suspenze byla centrifagav(Mini
Spin, eppendorf) 5 minutiép800 g a buiny pelet byl naslednresuspendovan ve 2Q0
RIPA pufru (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HChH=7,4, 0,05% NP-40, 1%
deoxycholat sodny, 1% Triton X-100, 0,1% SDS) gl dnhibitoru proteaz PMSF (c=100
ug/ml). Snes byla dikladre promichana a ponechana na ledu 25 minut. Poté dmgta

sonikovana 3x15 sekundiigemz mezi sonikacemi byla ssmvZzdy 30 sekund inkubovana na
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ledu. Dale byla s&s centrifugovana (Centrifuge M, Beckman) 10 minw20 000 g a teplét
4 °C. Supernatant byl odebran a uskkadm -20°C.

4.12.5 SDS polyakrylamidovéa proteinova elektroforéa (SDS-PAAGE)

Vzorky byly smichany s 5x koncentrovanym Laemlingrem (1,25% SDS,50 mM Tris —
HCIl,pH = 6,8, 25%3-merkaptoethanol, 50% glycerol, 0,005% bromfenolmgik) v pomeru

4:1 a nasledhpovaeny i teplot 100°C po dobu 5 minut. Poté byla sestavena aparatora pr
piipravu akrylamidovych geél pricemz gsnost aparatury byla zkontrolovana pomoci naliti
dH,O do aparatury. Poté byla aparaturdklddné vysuSena a byl fpraven 15%
polyakrylamidovy gel, ktery bylifpraven smichanim 7,5 ml polyakrylamidu (30%), &6l

M TRIS-HCI (pH=6,8), 15Qul 10% SDS, 75: 10% APS, 151l TEMED a 4,44 ml ddkD.

Gel byl opatrg nalit do aparatury afplit isobutanolem. Po ztuhnuti spodniho gelu byl
odstragn isobutanol a byl ipraven horni gel, ktery byl fipraven smichanim 1 ml
polyakrylamidu (30 %), 0,750 ml 1 M TRIS-HCI (pH8p, 60ul 10% SDS, 4Qd 10% APS,

10 ul TEMED a 4,44 ml ddhD. Nasledn byl pridan Heben a gel byl ponechan ztuhnout.
Poté byla ppravena vlastni aparatura pro elektroforézu, awekbyly umisiny pripravenée
gely a aparatura byla zalita elektroforetickym puair (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1%
SDS,pH = 8,3). Byl odstr&n vrchni lteben a do jamek bylo naneseno 580vzorku.
Vlastni elektroforéza probihala nejprvié papsti 8 V/enf po dobu 30 min a dalgimapsti 10
V/cm? po dobu zhruba 2,5 hodiny.

4.12.6 Barveni gai po SDS-PAAGE

Polyakrylamidovy gel byl vyjmut s aparatury pro SBPSAGE a nasledhfixovan 30 minut
ve fixatnim roztoku, ktery byl fipraven smichanim 25 ml @bl s 20 ml methanolu a 5 ml
kyseliny octové. Poté byl gel vyjmut z fixaiho roztoku a obarven pomoci barviciho roztoku
(0,5% Coomassie Brilliant Blue G250)i¢gemz obarveni probihalarfippokojové teplot po
dobu 16 hodin. Nasledrbyl barvici roztok slit pro dalSi pouziti a gell mgkolikrat promyt

dH,0 pro odbarveni pozadi.

4.12.7 Western blot

Nejprve byl gipraven blotovaci pufr (25 mM Tris, 195 mM glycid0% metanol, pH=8,3),
piicemz tento pufr byl f&d viastnim pouzitimikladnré vychlazen. Po skaeni SDS-PAAGE

byl vyjmut polyakrylamidovy gel s roztenymi proteiny a vloZzen do blotovaciho pufru.
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Nasledr byl sestaven blotovaci sendyvpricemz nejdive byly umistny 3 filtracni papiry,
poté Whatman a nitrocelulézova membrana NC-45 ¢geilNa nitrocelulézovou membranu
byl opatri# umistn polyakrylamidovy gel, ktery bylipkryt Whatmanem a 3 filtéaimi
papiry. Po celou dobu prace byl braretel na to, aby sendvibyl neustale naviten
v blotovacim pufru. Cely sendvbyl uzawen pomoci plastove itzky a vioZzen do blotovaci
aparatury (TE22, Amersham Bioscienceser®s probihal po dobu 3 hoditi p,8mA/cnt .
Poté byla nitrocelul6zovd membrana vyjmuta a bylkrpceno k imunodetekci protein(viz
4.12.9).

4.12.8 Dot blot

Byla piipravena nitrocelulozova membrana, na kterou bypeaseny vzorky, ifemz byl
nanesen objem j@. Membrana byla ponechana vyschnotitgokojové teplot a nasledovala
imunodetekce protein(viz 4.12.9).

4.12.9 Imunodetekce proteif na nitrocelul6zové membrar

Nitrocelul6zovd membrana byla nejprve inkubovart4 odtenéném mléce v PBS po dobu
1 hodiny g laboratorni teplat Poté probihala inkubace s primarni protilatkowodrks
narednou v 5% mléce v PBSfigemz inkubace probihala po dobu 1 hoditiylg@boratorni
teplo€. Membrana byla naslednpromyta 3x10 minut pomoci PBS. Naslédorobihala
inkubace se sekundarni protilatkourednou v 5% odtianéném mléce v PBS, igemz
inkubace probihala po dobu 30 minudt pokojové teplat. Poté byl namichan vyvolavaci
roztok A, ktery byl pipraven smichanim 18 ml @bl 2 ml TRIS-HCI (pH=8,5), luminolu a
kyseliny kumarové. Vyvolavaci roztok B byfipraven smichanim 18 ml dH20, 2 ml TRIS-
HCI (pH=8,5) a 3Qul 30% peroxidu vodiku. Tyto roztoky byly slity dahmady a nality na 30
sekund na nitrocelul6zovou membranti¢@mz proces vyvolavani probihal v temné kéeno
Poté byla nitrocelul6zova membrana usuSena a véoderpfihledné plastové félie, na kterou
byl pfidan RTG film. Fdlie s RTG filmem byla uz#ana ve fotodeskach. Doba expozice se
pohybovala od 1 minuty az po dobu 40 minut. Film pgté vyjmut a vyvolan pomoci

Vvyvojky a ustalovée.

4.12.10 Bakulovirovy expresni systém

Pro produkci rekombinantnich protéinbyl pouzit Bac-to-Bac Baculovirus Expression

System (Invitrogen). Tento systém umoje snadnou tvorbu rekombinantniho bakuloviru
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(Autographa californicamultiple nuclear polyhedrosis virus). Nejprve bydudit plasmid
pFastBacl, do kterého byl vloZzen poZadovany gehpZjeexprese je pod kontrolou
bakulovirového specifického promotoru (polyhedrifjguromotor). Polyhedrinovy promotor
vcetre vloZzeného genu je z obou stran ohtani Tn7 sekvencemi. Plasmid pFastBacl dale
nese gen uujici rezistenci ke gentamycinu. Po &pem vioZzeni DNA sekvence do
plasmidu pFastBacl byl tento plasmid pouzit prongfarmaci bakteriiEscherichia coli
DH10Bac, které obsahuji bakulovirovy kyvadlovy v@k(bakmid), ktery navic obsahuje gen
pro rezistenci ke kanamycinu. Krgntoho je gitomen je&t pomocny plasmid kédujici
transpozazu a nesouci gen pro rezistenci k tetliacykPo transformaci bakterdscherichia
coli DH10Bac plasmidem pFastBacl dochazi k transpozedi Tn7 sekvencemi figemz
usek vlozeného genu spolu s promotorem je vnesdakinidu. B spravném vloZeni genu je
dale zabratno komplementaci delece lacZehoz lze vyuzit vippact selekce, nelbza
pomoci chromogenniho substratu X-gal a induktordGPlze snadgi identifikovat
bakterialni kolonie (bilé zbarveni). Pro selekclybtaké vyuzity agarové plotny s vhodnymi
seleknimi antibiotiky (gentamycin, kanamycin, tetracyRli Nasledyd byl z pozitivnich
(bilych) kolonii izolovan bakmid (viz 4.11.3) difmmnost viozeného genu byla analyzovana
pomoci PCR (viz 4.11.10). Poté byl rekombinantrinbia vyuzit pro transfekci hmyzich
burgk Sf9 (viz 4.9.6). Po transfekci bylo sebrano médiwbsahujici rekombinantni
bakulovirus. Toto virové inokulum bylo déle pouzita infekci hmyzich butk Sf9 (viz
4.9.8), aby byl zvySen inféki titr rekombinantniho bakuloviru. Nasledhylo opit sebrano
virové inokulum, picemz pomoci plakovych zkouSek byl¢an gesny titr. Toto virové
inokulum bylo pouZito pro produkci rekombinantnighoteini v hmyzich biikdch Sf9
(4.12.1).

4.13. Imunizace a vyhodnoceni protilatkové odpddi

4.13.1 Pouzité mysi

Pro testovani iipravenych vakcin byly pouzity mySi BALB/c (Velazstaré 6-10 tydin,

piicemz byly imunizovany samice.

4.13.2 Imunizace mySi DNA vakcinami

Plasmidova DNA byla nejprve nanesena na zlatékpdeti(ptamér 1 um, Biorad). Imunizace

byla provedena pomoci Gene gunu (Bioradi}igmz byl pouZzit tlak 400 psi a nésena byla
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oholena kiZze k¥icha. Mysi byly celkem imunizovany 3 davkami DNAkedn, @icemz mezi
kazdou davkou byl 14 denni interval. Jedna imumizdavka pedstavovala davku g DNA
(1 ng DNA/néboj) plasmidu kodujiciho antigen a @) DNA plasmidu kddujiciho
imunostimul&ni cytokin. Celkovy obsah na jednu imunimé davku takcinil 4 ug DNA.
V ptipact vyuziti pouze plasmidu kodujiciho antigen byly golady kodujici cytokiny
nahrazeny plasmidy pBSC. Jako negativni kontroldy byyuzity mysSi imunizované
plasmidem pBSC (4g/davka). Deset dni po posledni davce byly mysiraeny a byla
odebrana krev, ktera byla ponechana 30 mintit gokojové teplot. Nasledd byla
centrifugovana $ 500 g po dobu 5 minut a bylo odebrano sérum,ékigylo nasledd

analyzovano.

4.13.2 Imunizace mysSi chimérickymi pentamerami

Mysi byly imunizovany intraperitone&in3 davkami chimérickych pentameriggmz mezi
kazdou davkou byl 14 denni interval. Jedna imumzalavka pedstavovala davku 5Qg
chimérickych pentametr. Jako negativni kontrolaylwluzity mysi imunizované PBS. Deset
dni po posledni davce byly mySi usmrceny a bylabotiea krev, kterd byla ponechana 30
minut pfi pokojové teplat. Nasledw byla centrifugovanaip 800 g po dobu 5 minut a bylo

odebrano sérum.

4.13.3 Detekce protilatek cilenych proti PCV2 Cap mteinu pomoci metody ELISA

Do Maxisorp Nunc-Immuno 96 jamkoveé dekir (Thermo Scientific) bylo napipetovano 100
ul lyzatu/jamku PK-15 buk infikovanych pomoci PCV2 (c= 2Qig/ml). Jako negativni
kontrola bylo do jamek napipetovano PBS. Nasledoiustubace fes noc fi 4 °C. Poté byla
desttka 3x promyta PBS/Tween-20 (0.1%). Poté bylo dadkgamky napipetovano 20
2% odténéného mléka v PBS a préfila inkubace po dobu 2 hodirfi ppokojové teplad.
Nasled’ bylo pridano 100ul vhodre na'edéneho séra ve 2% oditeném mléce v PBS (1:50,
1:250, 1:1250, 1:6250, 1:31000) z imunizovanych iny$rokkhla inkubace P pokojové
teplo€ po dobu 1 hodiny. Degka byla poté promyta 5x pomoci PBS/Tween-20 (0.4%)
byla pridana sekundarni protilatka konjugovana ignlovou peroxidazou. Po 1 hodin
inkubace p pokojové teplat byla destika ogit promyta 5x pomoci PBS/Tween-20 a bylo
piidano 100ul substratového roztoku ATBS (Sigma). Absorbanck Imgtena @i 415 nm
pomoci pistroje ELISA Reader (BioTek).
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4.13.4 Neutraliz&ni testy

Schopnost protilatek inhibovat infekci PCWfRvitro byla otestovana tak, Ze byly vyuzity PK-
15 buiky narostlé na mikroskopickych siach ve 24 jamkové de&te. Pro infekcidchto
bursk bylo vyuZito virové inokulum PCV2 s infékim titrem TCIR=10"" (ziskano od Dr.
PSikala). Na infekci bylo pouzito 7@l virového inokula smichaného s 2@ séra

z imunizovanych mysi. Ztsvodu vysoké spéeby PCV2 virového inokula byla séra z kazdé
imunizované skupiny spojena (3 mysi) a pro newtaatii testy bylo zvolendedni séra 1:40.

Z nékolika studii je totiz patrné, ze wipadd PCV2 je tototredéni séra optimalni pro
vyhodnoceni neutralizai schopnosti testovanych sér (Dong et al., 2018ng\et al., 2007).
Pro ugeni miry inhibice bylo také k 7@l virového inokula pidano 25ul séra z mysi
imunizovanych PBS vifipadt vyuziti chimérickych pentametr a plasmidem pBSf¥ipadcs
DNA vakcinace. Nasledn bylo takto smichané inokulum ponechano inkubovét p
laboratorni teplat pod dobu 1 hodiny. Poté bylo inokulurfidano k PK-15 bistkam a hodinu
inkubovano p teplog 37 °C. Déle bylo fiddno 900ul DMEM média s 5% FBS a po 36
hodinach bylo mnoZstvi infikovanych biknuréeno pomoci negfmé imunofluorescence (viz
4.9.10).
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5 Vysledky
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5.1 Friprava expresnich plasmidi nesoucich fizné varianty PCV2 Cap proteinu a
plasmidia nesoucich imunostimulé&ni cytokiny pro Géely DNA vakcinace

Jednim z hlavnich faktdr pro vyvoj DNA vakcin je schopnost eukaryotického
expresniho plasmidu zajistit¢ianou expresi vlozeného proteinn vivo. Pro &el vyvoje
DNA vakcin proti PCV2 byl proto ziskan od RNDr. Mala Smahela, Ph.D. plasmid pBSC
(obr. 6). Plasmid pBSC obsahuje bakterialni rephkapaiatek ColE1 a gen pro
ampicilinovou rezistenci, coZz umidie izolaci toho plasmidu z bakteridlnich kultury
Escherichia coli Dale plasmid pBSC obsahuje silny cytomegalovirpvgmotor zajigujici
expresi v eukaryotickych likach. Pro zesileni exprese vioZzeného proteinypjasmidu také

piitomna sekvence intronu z krého betaglobinu a poly A misto z kr&ilho betaglobinu.

(#405) Bglll
(4319 ¥hal

Obrazek 6 : Mapa plasmidu pBSC. Podrobna DNA seter@tasmidu pBSC i s popisem jednotlivych
DNA sekvenci byla ziskana od RNDr. Michala Smaheap. Schématicka mapa plasmidu byla poté
vytvorena pomoci programu SnapGegervené Sipky ozraji restrikini mista, ktera byla vyuzita
pro vlioZeni vybranych kédujicich sekvenci.

Za elem testovani dinnosti DNA vakcin byly vytveéeny plasmidy nesouciizné
formy PCV2 Cap proteinu. Byl fjpraven plasmid nesouci celou sekvenci PCV2 Cap
proteinu, ale také plasmid kodujici zkracenou vBX@V2 Cap proteinu fizovanou se signalni
sekvenci interleukinu 2 (IL-2),ifi@emz tato forma PCV2 Cap proteinu bylenbyt cilena do

sekré&ni drahy. Bivodem vyuZziti této sekretované formy PCV2 Cap pnotevychazi ze
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studie Fan et al. (2008), kde bylo zji#b, Ze sekretovana verze PCV2 Cap proteinu vyvolava
mnohem vysSi tvorbu neutraltgdch protilatek. Pro posileni imunogenicity bylyvia
pripraveny dalSi plasmidy nesouci sekvence imunonaoddidh cytokini. Jednim

z testovanych cytokin byl tumor nekrotizujici faktor alfa (TNE}. Plasmid kddujici tento
cytokin byl vyuzit v gipadt testovani DNA vakciny proti viru slintavky a kulhgy, piicemz
koimunizace s vyuzitim plasmidu kédujiciho TNFvedla ke znénému zesileni imunitni
odpowdi (Su et al., 2008). Dale zaelem zvySeni &innosti DNA vakcinace byl ffippraven

expresni plasmid nesouci sekvenci interferonu glad-ol).

5.1.1 Konstrukce expresnich plasmidl

5.1.1.1 Riprava plasmidu pBSC pro inzerci vybranych DNA sekenci

Plasmid pBSC byl vhesen pomoci elektroporace dtebakscherichia coliTOP 10 a
transformované kolonie byly vyselektovany na aggcbvplotnach s ampicilinem. Vybrana
kolonie byla za®kovana do LB média s ampicilinem a byl vyizolovdagmid pBSC pomoci
GenElute HP Plasmid Miniprep kitu (Sigma). Naskediylo provedeno kontrolni &teni
pomoci Xhol a Bglll, pro oseni gitomnosti pPBSC plasmidu (obr. 7A).

A B
1 2 3 M 1 2 M

__5000 bp __ 5000 bp

__ 1500 bp __ 1500 bp

Obrazek 7 : A) Kontrolni restréai S€peni plasmidu pBSC pomoci Xhol (1) a pomoci B@)). (Pro
kontrolu byl nanesen také n&dtny plasmid (3). M=marker molekulovych vah; B) Nagny
plasmid pBSC pomoci Bglll a Xhol (1), pro kontrohyl piidan nedtpeny plasmid pBSC (2).
M=marker molekulovyh vah

Po owieni uspsSné izolace pBSC plasmidu, byl tento plasmid iegd naStpeny
pomoci Xhol, pecisten pomoci fenol/chloroformové extrakce a DNA bylardzena pomoci
ethanolu. Nasledn byl jiz linearizovany vektor nafpen pomoci Bglll, defosforylovan
pomoci alkalické fosfatazy a épprecisten pomoci fenol/chloroformoveé extrakce a vysrazen

pomoci ethanolu. Usgnost nagpeni byla o¥rena agar6zovou elektroforézou (obr. 7B).
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Takto gipraveny linearizovany vektor pBSC byl pouzit prorbu vSech konstrukt pro

ucely DNA vakcinace.

5.1.1.2 Riprava plasmidu pBSC-CAP

Plasmid pBSC-CAP byl vytwen vioZzenim DNA sekvence PCV2 Cap proteinu do pidism
pBSC, @gicemz byly vyuzity restrikni mista Xhol a Bglll, které se nachazeji v pBSGr(6).
DNA sekvence PCV2 Cap proteinu byla amplifikovaoapci PCR (obr. 8A ),iemz jako
templat slouzil plasmid pKLON-CAP (ziskan od Dr.ikg&) a byly pouzity primery
CAP_XHOI_FW a CAP_BGLII_REV (viz 4.3). Vzniklé PCRrodukty byly getistiny
pomoci High Pure PCR Product Purification kitu (R&ca nagpeny pomoci Xhol a Bglll.
Nasepeni bylo potvrzeno ligaci naStepenych sekvenct. (8B). Toto oéieni jiz nebylo
provedeno u dalSich konstrikineba byly pouZity stejné restréni enzymy a velmi podobny
byl i design primel. Fripravené inserty byly nasledidigovany do pedem pipraveného
linearizovaného vektoru pBSC. Ligda snesi byly nasleda transformovany
elektrokompetentni bakterigscherichia coliTOP 10. Narostlé bakterialni kolonie byly
testovany naiftomnost pBSC-CAP pomoci PCR z bakterialnich kal¢riz 4.11.11; obr. 9).
Z pozitivnich bakterialnich kolonii 4, 5 a 6 byl paltivaci izolovan plasmid. #tomnost
viozené DNA sekvence byla otestovana restiikn S€penim (obr. 10) a sekvenaci
(vlozeného insertu). Z bakterialni kolonie 4 bylsked@ré vyizolovan pomoci EndoFree
Plasmid Maxi kitu (Qiagen) plasmid pBSC-CAP prasfekci savich burgk.

A B

M 1 2 3NK

1500 bp__

700bp_ 1500 bp__

700 bp__

Obrazek 8: A) Amplifikace DNA sekvence PCV2 Captpitou pomoci PCR. Velikost amplifikované
sekvence by #la byt 726 bp. Byl vyuZit teplotni gradient pro&ni optimalni teploty nasedani
primer, piicemZ byla pouZzita teplota 52 °C (1), 55°C (2) a 68(3). NK=negativni kontrola (bez
templatu), B) Analyza tvorby konkatanieamplifikované sekvence PCV2 Cap proteinu &zené
pomoci Bglll a Xhol (2), jako kontrola byla vyuZitsmés bez T4 DNA ligazy (1), M=marker
molekulovych vah
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M1 2 3 45 6 7 8 9 10PK

1500 bp__

700 bp__ - D D S D G aw W e

Obrazek 9: Detekceifpomnosti plasmidu pBSC-CAP pomoci colony PCR. P&R pouZity stejné
primery jako pro klonovani konstruktu. Teplota rd#s® primed nastavena na 58 °C. Velikost
amplifikované sekvence by protcila byt 726 bp. Celkem bylo testovano 10 vybranyaktérialnich
monokolonii (1-10).PK=pozitivni kontrola (templatKipPON-CAP), NK=negativni kontrola (bez
templatu), M=marker molekulovyh vah

__1500 bp

1000 bp

Obrazek 10: Restrékhi Sepeni plasmidu pBSC-CAP pomoci Bglll a Sall progieni Usgsnosti

klonovani. Po &peni bylo mozné detekovat DNA fragmegerveny rameek), jehoz velikost by
méla byt 1371 bp. Jako negativni kontrola (NK) bylupit neS¢peny plasmid. M=marker
molekulovych vah

5.1.1.3 Riprava plasmidu pBSC-IL2ssAN41Cap

Tento konstrukt byl vytvieen vloZenim fuzované sekvence kodujici PCV2 Capepro
se signalni sekvenci IL-2 do plasmidu pBSC. PCVR @atein byl pro tentodel zkrdcen o
41 N-terminalnich aminokyselin, nebdyto aminokyseliny vytvieji nukleéarni lokalizeni
signal (NLS) (Liu et al., 2001). Praigani signalni sekvence IL-2 k N-konci zkracenélap C
proteinu byl vyuzit plasmid pBLAST42 (Invivogen; 1), ktery obsahuje signalni sekvenci
IL-2 a také vhodna restitki mista, pes které je mozné vlozit za IL-2 signalni sekvenci
zvolenou DNA sekvenci a vytvib tak produkt uéeny k cileni do sekuai drahy.

63



Sgfl (7)
NotI (2952) Agel (90)
Xhol (2947)_\ B Prull (240)
— HindIII (246)

EcoRI {2666)\

hEF1/HTLV prom EcoRV (551)

Sall (630)
Pvull (659)
SgrAl (669)
EcoRI (743)

Ill?\

pBLAST42-mes 0¥ F=10 1)
= - - —Ascl (753)
(3116 bp) BssHII (754)

BspHI (2237)

Asel (2180)

EM7
AvrllI (21 10)/ SV40 prom
Neol (201?)/ MBI Ori

Obrazek 11: Mapa plasmidu pBLAST42-mcs. Reshikmista Nrul a Nhelégrverg) byla vyuZita pro
vloZeni zkracené sekvence Cap proteinu za DNA sekueddujici signélni sekvenci interleukinu 2.
Obrazek byl ziskan zifoZeného manuélu (Invivogen).

Swal (10212)

100

Plasmid pBLAST42 byl vnesen pomoci elektroporace etlektrokompetentnich bakterii
Escherichia coliSCS110. Z transformovanych kolonii byl pomoci Getd& HP Plasmid
Miniprep kitu (Sigma) vyizolovan plasmid pBLAST4Rtery byl na&pen pomoci Nrul a
Nhel a defosforylovan pomoci alkalické fosfatazsgpSni bylo o¥ieno pomoci agar6zové
elektroforézy (obr. 12A). DNA Sekvence PCV2 Captgirtu zkraceného o sekvenci kodujici
41 N-koncovych aminokyselin byla ziskana pomoci RGR. 12B ), picemzZ jako templat
slouzil plasmid pKLON-CAP (ziskdn od Dr. PSikalaByly pouzity primery
CAPdelece_Nrul_FWa CAPdelece_Nhel REV (viz 4.3). PCR produkty bybyépnadtpeny
pomoci Nrul a Nhel. #pravené inserty byly ligovany do linearizovanéhtasmidu
pPBLASTA42 a lig&ni smesi byly transformovany elektrokompetentni bakt&seherichia coli
SCS110. Usgsnost klonovani byla zji&ha pomoci minipreparace plasmidové DNA
z narostlych bakterialnich monokolonii a naslednygstrikinim Sg&penim pomoci Xbal a
Nhel (obr. 13). Plasmidy izolované z bakteridlnikblonii 5, 17 a 20 byly nasledn
sekvenovany (vloZzeny insert). Plasmid pBLASTAI®41Cap byl poté vyizolovan z

bakterialni kolonie 5.
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3000 bp

__ 1500 bp __700 bp

500 bp

Obrazek 12: A) Linearizovany plasmid pBLAST-42 parnenzynii Nrul a Nhel (2), jako kontrola
pouZzit ne&tpeny plasmid (1). M=marker molekulovych vah; B) Alifikace DNA sekvence
zkrdceného PCV2 Cap proteinu pomoci PCR. Velikogtléikované sekvence by &a byt 603 bp.
Byl vyuZit teplotni gradient pro zji&i optimalni teploty nasedani prindempiicemz byla pouZzita
teplota 52 °C (1), 55 °C (2) a 58 °C (3). NK=negaii kontrola (bez templatu), M=marker
molekulovych vah

M1 2 34 5 6 78 910111213 M 1415 1617 1819 20

500 bp_
I00bp__
500 bp__
300 bp__

Obrazek 13: Restrékhi Stepeni plasmidpro owreni gitomnosti plasmidu pBLAST42N41Cap v
transformovanych koloniich (1-20). DNA fragmentyvelikosti zhruba 329 bp @wjici UsgESnost
klonovani jsou ozrigeny véerveném ramiku. M=marker molekulovych vah

Plasmid pBLAST42AN41Cap byl poté vyuzit jako templat pro amplifikd2NA sekvence
kédujici zkracenou formu PCV2 Cap proteinu obsaluja N-konci signalni sekvenci IL-2.
Pro tuto amplifikaci byla zvolena metoda PCR (Ob4). Pro PCR byly vyuzity primery
IL2_XHOI_FW a CAP_BGLIl_REYV (viz 4.3). PCR produkbyly nasledn S&peny pomoci
restrikinich enzyni Xhol a Bglll a vloZzeny za pomoci T4 DNA ligazy dioearizovaného
vektoru pBSC. Ligéni snesi byly nasledé transformovany elektrokompetentni bakterie
Escherichia coli TOP 10. Uspsnost klonovani byla zji&a pomoci minipreparace
plasmidové DNA z narostlych bakterialnich monokdl@naslednym restrénim Sepenim
pomoci Bglll a Bsp68I (obr. 15). Z pozitivnich bakélnich kolonii 1, 2 a 9 byly vyizolovany
plasmidy, picemz gfitomnost vioZzené sekvence bylagtena sekvenaci (vloZzeného insertu).
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Z bakterialni kolonie 1 byl vyizolovan pomoci Ende€& Plasmid Maxi kitu (Qiagen) plasmid
pBSC-IL2saN41Cap vhodny pro transfekci séeh burgk.

NK1 2 3 M

700 bp
500 bp

Obrazek 14. Amplifikace DNA sekvence kodujici zledou formu PCV2 Cap proteinu s N-
terminalni signalni sekvenci IL-2. Velikost am{idivané sekvence bydha byt 666 bp. Byl vyuZzit
teplotni gradient pro zji&hi optimalni teploty nasedani priniepricemz byla pouZita teplota 49 °C
(1), 52 °C (2) a 55 °C (3). NK=negativni kontrdlds=marker molekulovych vah

M1 2 34 56 7 89 1011 12 M13 1415 1617 1819 20

ewwwwwwweww Bl

5000 bp__

500 bp__

Obrazek 15: Restréni Stepeni plasmidpro owieni gitomnosti plasmidu pBSC-IL2a8N41Cap v
transformovanych bakteridlnich koloniich (1-20). ANragmenty o velikosti 585 bp &mjici
uspESnost klonovani jsou ozéeny véerveném ramiku. M=marker molekulovych vah

5.1.1.4 Riprava plasmidu pBSC-IL2sAN41Cap-HIS

Tento konstrukt je podobny konstruktu pBSC-ILZNg1Cap, nicméx z divodu
usnadini detekce sekretovaného PCV2 Cap protein byla #kanéc PCV2 Cap proteinu
piidana hexahistidinova kotva (His-tag). Sekvenceazéného PCV2 Cap proteinaN41)
fuzovaného s IL-2 signalni sekvenci a obsahujikb@eovou sekvenci kédujici His-tag byla
ziskana pomoci PCR (obr. 16§jg@mz jako templat slouzil plasmid pBLASTAN41Cap a
byly vyuzity primery IL-2_XHOI_FW a delCAPhis_Bglll REV (viz 4.3). Ziskané PCR
produkty byly nasipeny pomoci restrinich enzyni Xhol a Bglll. Takto pipravené DNA

sekvence byly ligovany s linearizovanym plasmideBS@ a lig&ni snesi byly
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transformovany elektrokompotentni baktefischerichia coliTOP 10. Uspsnost klonovani
byla testovana pomoci colony PCR (viz 4.11.11; @@). Z pozitivhich bakterialnich kolonii
4, 5 a 6 byl po kultivaci izolovan plasmidiit®dmnost viozené DNA sekvence byla dale
otestovana restrékim Stpenim (obr. 18) a sekvenaci (vloZzeného insertu). Z
bakterialni kolonie 4 byl nasledvyizolovan pomoci EndoFree Plasmid Maxi kitu (@ay
plasmid pBSC-CAP pro transfekci s&sh burgk.

MNK 1 2 3

1500 bp__

700 bp__

Obrazek 16. Amplifikace DNA sekvence koédujici zkmdou formu PCV2 Cap proteinu s N-
terminalni signalni sekvenci IL-2 a C-koncovym lkgem. Vysledny PCR produkt byé&mmit
velikost 672 bp. Byl vyuZit teplotni gradient priisni optimalni teploty nasedani prindepricemz
byla pouZita teplota 49 °C (1), 52 °C (2) a 55 °®). (NK=negativni kontrola (bez templéatu),
M=marker molekulovych vah

4 5 6 7 8 9 10 NK

1500 bp__
1500 bp__

700 bp__
700 bp__

Obrazek 17: Detekceripomnosti plasmidu pBSC-IL2adN41Cap-HIS pomoci colony PCR. Pro PCR
pouZity stejné primery jako pro klonovani konstwkieplota nasedani prinienastavena na 55 °C.
Vysledny PCR produkt by proto &nmit velikost 672 bp. Celkem bylo testovano 10 naytych
bakterialnich monokolonii (1-10). PK=pozitivni kool (templat pBLAST42N41Cap),
NK=negativni kontrola (bez templatu), M=marker nkall®vyh vah
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5000 bp__

1500 bp__

1000 bp__

Obrazek 18: Restréni S€peni plasmidu pBSC-IL2adN41Cap-HIS pomoci Bglll a Sall pro &eni
Uspsnosti klonovani. Po &teni bylo mozné detekovat DNA fragmererveny rameéek), jehoz
velikost by ngla byt 1329 bp. Jako negativni kontrola (NK) byupi neSépeny plasmid. M=marker
molekulovych vah

5.1.1.4 Riprava plasmidu pBSC-TNFu.

Plasmid pBSC-TNF: byl vytvoren vioZzenim DNA sekvence koédujici tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNFr) do plasmidu pBSC. Sekvence TNHayla amplifikovana
pomoci PCR (obr. 18),figemz jako templat slouzil plasmid pUC57-TNFHGenescript).
Pouzity byly primery TNFa_XHOI_FW a TNFa_BGLII_REWiz 4.3). Vzniklé PCR
produkty byly na&peny pomoci Xhol a Bglll. #pravené inserty byly nasledhigovany do
piredem pipraveného linearizovaného vektoru pBSC. Eigasnesi byly poté transformovany
elektrokompetentni baktertescherichia coliTOP 10. Vybrané bakterialni monokolonie byly
testovany na iftomnost pBSC- TNF: pomoci colony PCR (viz 4.11.11; obr. 19). Plasmid
vyizolovany z pozitivnich bakterialnch kolonii 4,& 7 byl sekvenovan (vloZzeny insert) a
piitomnost vioZzené sekvence byla potvrzena takékeéstm Sepenim (obr. 20). Z bakterialni
kolonie 4 byl vyizolovdn pomoci EndoFree PlasmidxMatu (Qiagen) plasmid pBSC-TNF-
a vhodny pro transfekci séich burgk.
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1000 bp__
700 bp__

Obrazek 18. Amplifikace TNI-DNA sekvence. Vysledna velikost vzniklého PCR pidd by néla
byt 732 bp. Byl vyuZit teplotni gradient pro z§iSt optimalni teploty nasedani prindepiicemz byla
pouZita teplota 50 °C (1), 53 °C (2) a 55 °C (3Kadegativni kontrola (bez templatu), M=marker
molekulovych vah

M 1 2 34 5 6 7 8 9 10 PK NK M

1000 bp

1000 bp_ 700 bp

700 bp__

Obrazek 19: Detekcefipomnosti plasmidu pBSC-TNE&- v transformovanych bakteriich pomoci
colony PCR. Pro PCR pouZzity stejné primery jakolgomovani konstruktu. Teplota nasedani priimer
nastavena na 55 °C. Vysledna velikost vzniklého p@RIuktu by tak rla byt 732 bp. Celkem bylo
testovano 10 vybranych bakteridlnich monokolonil@). PK=pozitivni kontrola (pUC57-TNE},
NK=negativni kontrola (bez templatu), M=marker nkal®vyh vah

M 1 NK

5000 bp__

1500 bp__

1000 bp__

Obrazek 20: Restréni S€peni plasmidu pBSC-TNE-pomoci Bglll a Sall pro aseni Usgsnosti
klonovani. Po &peni bylo mozné detekovat DNA fragmererfreny rameéek), jehoz velikost by

méla byt 1377 bp. Jako negativni kontrola (NK) bylupit neS¢peny plasmid. M=marker
molekulovych vah

69



5.1.1.4 Riprava plasmidu pBSC- IFNA1

Tento plasmid byl vytvien viozenim DNA sekvence kodujici interferon alflAN-
al) do plasmidu pBSC. Sekvence lIfill-byla amplifikovana pomoci PCR (obr. 21ji¢pmz
byly pouzity primery IFNal XHOI_FW a IFNal Bglll_RE (viz 4.3). Vzniklé PCR
produkty byly nasipeny pomoci Xhol a Bglll. Takto fipravené inserty byly néasleén
ligovany do pedem pipraveného linearizovaného vektoru pBSC. Kigasnesi byly
transformovany elektrokompetentni baktefgcherichia coliTOP 10. Uspsnost klonovani
byla owiena pomoci colony PCR (viz 4.11.11, obr. 22). Pldswgizolovany z pozitivnich
bakterialnich kolonii 1, 2 a 3 byl sekvenovan (eioy insert) a itomnost vioZzené sekvence
byla potvrzena také restiikim Stpenim (obr. 23). Z bakterialni kolonie 3 byl pomoci
EndoFree Plasmid Maxi kitu (Qiagen) vyizolovan pias pBSC-IFNA1 vhodny pro
transfekci sadich burek.

NK1 2 3 M

__ 700 bp
500 bp

Obrazek 21. Amplifikace IFN:L DNA sekvence pomoci PCR. Vysledna velikost PC&dpktu by
méla byt 594 bp. Byl vyuZit teplotni gradient pro&jni optimalni teploty nasedani priniepiicemz
byla pouzita teplota 52 °C (1), 55 °C (2) a 58 °®). (NK=negativni kontrola (bez templéatu),
M=marker molekulovych vah

M 1 23 4 56 7 8 9 10 PK M NK

700 bp__

500 bp__ 700 bp__

500 bp__

Obrazek 22: Detekcefipomnosti plasmidu pBSC-IFNA1 v transformovanychkteaiich pomoci
colony PCR. Pro PCR pouZity stejné primery jakolgomovani konstruktu. Teplota nasedani priimer
nastavena na 58 °C. Vysledné velikost PCR prodokttak néla byt 594 bp. Celkem bylo testovano
10 vybranych bakterialnich monokolonii (1-10). PKzpivni kontrola (pUC57-IFNAL),
NK=negativni kontrola (bez templatu), M=marker nkal®vyh vah
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5000 bp__

1500 bp__
1000 bp__

Obrazek 23: Restréai St€peni plasmidu pBSC-IFNAL1 pomoci Bglll a Sall pro¢teni UsgSnosti

klonovani. Po &peni bylo moZzné detekovat DNA fragmererveny rdmeek), jehoz velikost by
méla byt 1239 bp. Jako negativni kontrola (NK) byluptt neS¢peny plasmid. M=marker
molekulovych vah

5.1.2 Owreni exprese vloZzenych gdnin vitro

Exprese vioZenych géndo plasmidu pBSC bylaied vlastni imunizaci @vena
pomoci transfekce mysSich kigmych kultur, gicemz produkované proteiny byly detekovany

n¢kolika riznymi metodami.

5.1.2.1 O¥ieni exprese PCV2 Cap proteinu z plasmidu pBSC-CAP

Plasmidem pBSC-CAP byly pomoci turbofectu (Ferm&ntaansfekovany mysi
bunky WOP. Jako negativni kontrola byly pouzityilay transfekované plazmidem pBSC. Po
24 hodinach byly hiky zafixovany pomoci paraformaldehydu a PCV2 Captgin byl
detekovan pomoci né&mé imunofluoresce. Jako primarni protilatkedéni 1:250) byla
pouzita komeami mysi protilatka proti PCV2 Cap proteinu (Biotgcllako sekundarni
protilatka slouzila Osli monoklonalni protilatkateni 1:1000) proti mySim
imunoglobulirim konjugovana s Alexa Fluor 488 (Life Technologiedadra buék byla
obarvena pomoci DAPI a poté byla lokalizace PCV2 @aoteinu sledovana pomoci
fluorescedniho mikroskopu. PCV2 Cap protein byl detekovan zsouv buikach
transfekovanych plasmidem pBSC-CARicpmz PCV2 Cap protein byl lokalizovan v jad
(obr. 24A). Jaderna lokalizace PCV2 Cap proteina pppsana také v praci Liu et al. (2001).
Pricinou jaderné lokalizace jefipomnost jaderného lokalizaiho signalu (NLS) na N-konci
PCV2 Cap proteinu. Naopak viikach transfekovanych plasmidem pBSC (obr. 24B) heby
PCV2 Cap protein detekovan.
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Obrazek 24: Detekce PCV2 Cap proteinu pomociime&p imunofluorescence. Pro vizualizaci byla
pouzita komemi priméarni protilatka proti PCV2 Cap proteinu, tpriteré byla cilena sekundéarni
protilatka s konjugovanym fluoroforem Alexa Flu@84(zele®). Jadra bugk byly obarveny pomoci
DAPI (mode). A) MySi buiky WOP transfekované plasmidem pBSC-CAP. PCV2 Cajem
(zeler¥) vykazuje jadernou lokalizaci. B) Negativni kor&o MySi buiky WOP transfekované
plasmidem pBSC, zde signal proteinu PCV2 Cap chybi.

5.1.2.2 O¥reni exprese sekretované verze PCV2 Cap proteinu lapmidu pBSC-

IL2ssAN41Cap

Pripraveny plasmid pBSC-IL2adN41Cap byl pouzit pro transfekci buime linie
WOP. Jako negativni kontrola byly pouzityity WOP transfekované plasmidem pBSC.
Nicmére pomoci nefimé imunofluroscence s pouZzitim korér monoklonalni protilatky
proti PCV2 Cap proteinu (Biotech) nebylo mozné kewat sekretovanou formu PCV2 Cap
proteinu v transfekovanych tkéch (data neuvedena).

Sekretovana verza PCV2 Cap proteirfejr,é nemohla byt detekovana vitkéch,
neba’ doch&zi k rychlé sekreci a mnoZstvi toho proteimnitt burek je tedy malé. Z toho
duvodu bylo 24 hodin po transfekci btknodebrano médium, které bylo pouzito pro detekci
sekretované formy PCV2 Cap proteinu pomoci metodtytiot. Jako negativni kontrola bylo
pouzito médium odebrané z lkntransfekovanych plasmidem pBSC. Ani timtidspupem
ovSem nebylo mozno pomoci korter mySi protilatky proti PCV2 Cap proteinu (Biotg¢ch
detekovat sekeretovanou formu PCV2 Cap proteinuédim (Obr. 25A). Také pouzitim
C6C10/B1 mySi monoklonalni protilatky cilené pr&CV2 Cap proteinu, nebylo mozné
detekovat sekretovanou verzi Cap proteinu (Obr.)2%0cméré pomoci C1C6/H9 mysi
monoklonalni protilatky cilené proti PCV2 Cap piotebylo mozné detekovat sekretovanou
verzi PCV2 Cap proteinu (Obr. 25B). Abychonetil, zda po sekreci nedochézi k degradaci
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PCV2 Cap proteinu, byl tento konstrukt modifikovquidanim His-tagu na C-konec
sekretované formy PCV2 Cap proteinu. Sekretovargtepr mize byt ges tuto kotvu
purifikovan a niize byt navic pouZzita proti této kétvhodnd protilatka.

A B

NK  PK 1 NK PK

Obrazek 25: Detekce sekretované formy PCV2 Capeimmo pomoci metody Dot blot. A) Detekce
pomoci primarni koméni mysi protilatky proti PCV2 Cap proteinu (Bioteécpiicemz bylo testovano
meédium odebrano 24 hodin po transfekci WOP ¢kumplasmidem pBSC-IL226N41Cap (1),
NK=médium odebrano z bk WOP transfekovanych plasmidem pBSC, PK=PCV2 yi}
Detekce pouzitimC1C6/H9 mySi monoklonalni protilatkBylo testovano médium odebrano 24
hodin po transfekci WOP bgk plasmidem pBSC-IL2#8N41Cap (1), NK=médium odebrano z
buntk WOP transfekovanych plasmidem pBSC, PK=PCV?2 vyifl)s Detekce pouzitinC6C10/B1
mySi monoklonalni protilatkypiicemz bylo testovano médium odebrano 24 hodin pcsfeani
burgk WOP plasmidem pBSC-IL2a8l41Cap (1), NK=médium odebrano z WOP &un
transfekovanych plasmidem pBSC, PK=PCV2 virus

5.1.2.3 O¥ieni exprese sekretované verze PCV2 Cap proteinu @baijici C-koncovy

His-tag

Jak jiz bylo zmigno, tento konstrukt byl fjpraven z dvodu obtizné detekce
sekretované formy PCV2 Cap proteinu. Vyhodou Hgovee kotvy je moznost purifikace
proteinu z média a také pouziti protilatky vhodng& imunodetekci po SDS-PAAGE a
Western blotu. Diky tomutoifstupu mohla byt @wena také stabilita proteinu po sekreci do
meédia, nebH jednou z moznych hypotéz byla rychla degradace P@dép proteinu po
sekreci. Pomoci nukleofekce (Amaxa) byly transfékoy buiky WOP plasmidem pBSC-
IL2ssAN41Cap-His , ficemZ 24 hodin po transfekci bylo odebrdno médiurko Jegativni
kontrola slouzilo médium odebrané z BknWOP, které byly transfekovany prazdnym
plasmidem pBSC. Poté byla sekretovana forma PCY2pateinu purifikovana pomoci kitu

Dynabeads His-Tag Isolation and Pulldown (InvitmogeStejny postup purifikace byl
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proveden takeé vifpadt negativni kontroly. Vzorky byly rozdeny pomoci SDS-PAAGE a
pieblotovany na nitrocelulozovou membranu pomoci ‘fest blotu. Né&sledovala
imunodetekce pomoci mySi monoklonalni protilatkierné proti His-tagové kotv (fecéni
1:250, Penta). Pomoci tohotéigiupu bylo mozné detekovat sekretovanou formu PCHR
proteinu (obr. 26). Byly navic detekovanyédformy sekretovaného PCV2 Cap proteinu,
piicemz pravdpodobnym vysgtlenim miZze byt postranstmi modifikace jedné z forem,
neba® PCV2 Cap protein obsahuje¢kolik potencionalnich mist, kterd& mohou byt
posttranslané modifikovany napiklad glykosylaci (Liu et al., 2001). i&na forma

posttranslani modifikace nebyla ovSem dale studovana.

1 NK

35 kDa__

25 kDa__ .

Obrazek 26: Imunodetekce sekretované formy PCV2afeinu po SDS-PAAGE a Western blotu.
Pro detekci byla pouZzita primarni protilatka cilgmé@ti His-tagové ko a sekundarni protilatka

konjugovana silenovou peroxidazou. Teoretickd velikost sekretoviandy PCV2 Cap proteinu by

méla byt 23,21 kDa. Bylo pouZito médium odebrané zRVBurek transfekovanych plasmidem

pBSC-IL2saN41Cap-His (1) a take médium z WOP Bkitransfekovanych pomoci plasmidu pBSC
(NK).

5.1.2.4 O¥ieni exprese TNFe z plasmidu pBSC-TNF«,

Plasmid pBSC-TNFe byl pouzit pro transfekci mysi b&né linie 3T6, picemz 24

hodin a 48 hodin po transfekci bylo odebrano mediutehto burgk. Médium bylo stéeno a
mnoZzstvi TNF-alfa bylo stanoveno ze supernatantongod TNF alpha ELISA Kit (Life
Technologies). Toto #feni bylo provedeno Mgr. Zuzanou Zakostelskou, PhD.
(Mikrobiologicky Ustav AV CR). Pomoci standardu TNE-ktery je sowésti kometniho
kitu, byla stanovena koncentrace TMFv testovanych supernatantech. Ze stanovenych
hodnot byl nasledhvytvoren graf (obr. 22), ze kterého je patrné, Ze pougepernatantech
odebranych z butk transfekovanych pomoci pBSC-TNFbylo mozné detekovat znatéln
vySSi koncentraci TNIle= Jako negativni kontrola slouzil supernatant zigkadebranim

meédia z bugk 3T6, které byly transfekovany plasmidem pBSC.
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Koncentrace TNF-alfa

5000
4500
4000 -
3500 -
3000 -
pg/ml 2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 .

pBSC-TNF-a 24H pBSC-TNF-a 48H pBSC 24H pBSC 48H
pg/ml 4164 4715 0 0,06

Obrdzek 27: Stanoveni koncentrace TNF-alfa ze supernatantl odebranych zbunék 3T6
transfekovanych plasmidem pBSC- TNF-alfa a plasmidem pBSC (NK).

5.1.2.4 O¥ieni exprese IFNeal z plasmidu pBSC-IFNA1

Pro owieni produkce interferonu alfal byl pouzit podobrgstpp jako v fipads
detekce TNFe. Nejprve byly pomoci nukleofekce (Amaxa) transfekoy mysi bikky WOP
plasmidem pBSC- IFNAL, ifemz 24 hodin po transfekci bylo odebrano médiunko Ja
negativni kontrola slouzilo médium odebrané z WOR¥k transfekovanych pomoci
plasmidu pBSC. Vzorky byly nasleéimozcleny pomoci SDS-PAAGE aigblotovany na
nitrocelul6zovou membranu pomoci Western blotu.|&t® byla provedena imunodetekce
(obr. 28), picemz jako primarni protilatka byla pouzita kéélpolyklonalni protilatka proti
interferonu alfal fedéni 1:200, BioVision). Jako sekundéarni protilatkalabyouzita kozi
monoklonalni protilatka cilena proti krélin imunoglobuliim konjugovana sikenovou
peroxidazouifedni 1:1000, Life Technologies). Timtdigptupem byla o¥fena exprese IFN-
al z plasmidu pBSC- IFNAL.
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Obrazek 28: Imunodetekce IFN- (19 kDa) po SDS-PAAGE a Western Blotu. Byl postipernatant
ziskany z WOP buik transfekovanych plasmidem pBSC-IFNAL1 (1). NK=swma¢ant ziskany
z burek WOP transfekovanych plasmidem pBSC.

5.2 Hiprava a izolace chimerickych pentametr VP1 kapsideého proteinu mysiho
polyomaviru fuzovaného s PCV2 Cap proteinem obsahigim aminokyselinove
substituce v imunodominantnim epitopu

Z&kladnim pilfem chimérickych pentametr je VP1 kapsidovy protainySiho
polyomaviru k jehoz C-konci bylafidana sekvence PCV2 Cap proteinu. Tento konstrykt b
exprimovan v bakulovirovém expresnim systému aotgkipravené chimérické pentamery
vykazovaly schopnost indukce protilatkové odgmtiy vcetre protilatek schopnych inhibovat
infekci PCV2 in vitro (Fraiberk et al., nepublikované vysledky)feftoze chimérické
pentamery vykazuji schopnost indukce tvorby nea&hich protilatek, neni zcela jasné,
jestli imunodominantni epitop popsany v praci Teildt al. (2012) rive v gipad téchto
chimérickych konstruki odvadt protilatkovou odpo¥#d” od protektivnich epitap neba
tento epitop je pravgbodobre v piipact chimérickych pentametr dostupny pro protilatkovou
odpowd. Jednim z cil této prace byla proto Uprava chimérickych pentakae byla pomoci
cilené mutageneze upravena aminokyselinova sekviemzeodominantniho epitopu. Mezi
kritické aminokyseliny podilejici se na konformaounodominatniho epitopu gFatyrosin na
pozici 173, fenylalanine na pozici 174 a glutamime pozici 175 (Trible et al.,, 2011).
VSechny tyto aminokyseliny byly substituovany atem. Pomoci systému Bac-to-Bac byl
vytvoien rekombinantni bakulovirus, ktery byl vyuZit lodukci chimérickych pentametr.
Tyto pentamery byly vyizolovany dipraveny pro imunizaci a vyhodnoceni efektu AK&m

v imunodominantnim epitopu PCV2 Cap proteinu.
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5.2.1 Riprava rekombinantniho bakuloviru

5.2.1.1 Uprava plasmidu pFastBac1-VP1-CAP-HIS pomécilené DNA mutageneze

Plasmid pFastBacl-VP1-CAP-HIS vznikl vioZzenim flaog DNA sekvence VP1
proteinu s DNA sekvenci PCV2 Cap proteinu obsahujgwic C-koncovou DNA sekvenci
kodujici His-tag do plasmidu pFastBacl. Tento pldstmyl jiz drive pripraven v nasi
laboratd@i Mgr. Martinem Fraiberkem. Plasmid pFastBacl-VPAPCHIS slouzil jako
templat pro mutagenezni PCRiiggmz cilena mutageneze DNA sekvence PCV2 Cap
proteinu byla provedena pomoci komr@ho kitu GENEART Site-Directed Mutagenesis
System (Life Technologies). Nejprve byly navrzenytagenezni primery CAPIM _ FW a
CAPIM_ REV (viz 4.3). Tyto primery jsou komplememak DNA sekvenci PCV2 Cap
proteinu, nicmé& stredni¢ést primet obsahuje nekomplementarni DNA sekvenci kodujici
alaninovy triplet, picemz tato nekomplementarni DNA sekvence nahradilad BEkvenci
PCV2 Cap proteinu kédujici tyrosin na pozici 17&yylalanin na pozici 174 a glutamin na
pozici 175. PCR produkty byly podrobeny rekomiBmiareakci a naslednbyly vyuzity pro
transformaci chemokompetentnich nbla Escherichia coli DH50-T1. Byly vybrany 3
bakterialni monokolonie, ze kterych byl poté izdavplasmid ozngny jako pFastBacl-
VP1-CAPIM-HIS, gicemz tento plasmid byl sekvenovam (vloZeny insergsarikiné S€pen
pomoci BamHI (obr. 29). Plasmid pFastBacl-VP1-CARM izolovany z bakterialni

kolonie 1 byl nasledhpouzit pro transformaci bakterialnich klr.coli DH10Bac.

NK 1 M

5000 bp

1500 bp
1000 bp

Obrazek 29: Restréhi Stpeni plasmidu pFastBacl-VP1-CAPIM-HIS pomoci Bampticemz by
mél byt vyStepen fragment o velikosti zhruba 1150(¢grveny raméek). Jako negativni kontrola byl
pouZit nestpeny plasmid.
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5.2.1.2 Transformace bakterialnich bugk E.coli DH10Bac a izolace rekombinantniho
bakmidu

Bakterialnich biiky E.coli DH10Bac byly pomoci elektroporace transformovany
plasmidem pFastBacl-VP1-CAPIM-HIS. Bakterie bylysety na vhodné seléki plotny
obsahujici navic IPTG induktor a X-gal. Po dvoudmnkultivace bylo vybrano 5 pozitivnich
kolonii (bilé zbarveni), ze kterych byl vyizolovégkombinantni bakmid. Ten byl analyzovan
pomoci agarézové elektroforézy (obr. 30A). Izola&vanrekombinantni bakmidy
z bakterialnich kolonii 1, 2 a 3 byly naslédtestovany na ffitomnost vioZzeného insertu
pomoci PCR (obr. 30B) fi@demz byly pouzity primery pUC/M13_FW a pUC/M13_RENZ(
4.3). Vysledna velikost PCR produktu byl byt zhruba 4,2 kbp. Rekombinantni bakmid
izolovany z bakterialni kolonie 1 byl nasleédmouZit pro transfekci hmyzich bék Sf9.

M 123 435 NK 3 2 1M

5000 bp

20000 bp__

5000 bp__

Obrazek 30: A) Analyza izolovanych rekombinantnibatkmidi z bakterialnich kolonii 1-5 (1-5). B)
Oweteni vloZeni insertu do rekombinantniho bakmidu pdnRCR, picemz jako templat byly pouzity
rekombinantni bakmidy vyizolované z bakterialnicblokii 1-3 (1-3). Vyslednd velikost PCR
produktu by nila byt zhruba 4,2 kbp. Jako negativni kontrolaalpbuZita PCR bez templatu (NK).

5.2.1.2 Riprava rekombinantniho bakuloviru

Vhodne pripravené hmyzi hiky Sf9 byly pomoci Cellfectinu (Invitrogen)
transfekovany rekombinatnim bakmidenii¢pmZ bylo pouZzito Jul bakmidové DNA. Jako
kontrola byly pouzity netransfekované nby Sf9, @icemz po 5 dnech bylo provedeno
srovnani pomoci stelného mikroskopu. Hmyzi kikly Sf9 vykazovaly 5 dni po transfekci
znamky bakulovirové infekce, nebbyla pozorovana 2tSena jadra, z4Sené biiky, zmgna
tvaru burk, zastaveni buiného fistu a poateini znamky bu&né lyze. VSechny tyto

popsané znaky nebyly pozorovany u netransfekovabyeciBk Sf9. Netransfekované bky
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Sf9 oproti transferovanym dosahly v této fazi expentu piné konfluence. Po 5 dnech bylo
z transfekovanych bik odebrano médium, které bylo centrifugovano 7 mptu800 g. Po
centrifugaci byl odebran supernatant. Tento supanmidyl ozn&en P1, nelbojiz obsahoval
rekombinantni bakulovirus. P1 virové inokulum bgéle pouzito pro infekci hmyzich bek
Sf9, aby byl zvySen infeki titr virového inokula. Po 5 dnech po infekci dbyhozné ot
pozorovat znamky infekce bakuloviremfiggmz bylo opt odebrdno médium a po
centrifugaci bylo ziskano virové inokulum. Zbyléfikované buiky Sf9 byly lyzovany
pomoci RIPA pufru a lyzat byl otestovan n&t@mnost exprimovaného proteinu pomoci
metody Dot blot, ficemZ na nitrocelul6zovou membranu bylo nanesenallpbipraveného
lyzatu (obr. 31). Pro detekci byla pouzita mysSitipditka cilen& proti His-tagové kat\redni
1:200, Penta), ktera byla vlozena na C-konec PC&f2 @oteinu. Jako sekundarni protilatka

byla vyuzZita kozi protilatka proti mySim imunogldioiim konjugovana siknovou

peroxidazouiedini 1:1000, Life Technologies).

1 NK

Obrazek 31: Odfeni exprese chimérickych pentametr pomoci Dot bl&wo detekci bylo na
nitrocelul6zovou membranu naneseno dl,/zatu Sf9 bugk infikovanych pomoci rekombinantniho
bakuloviru (1). Jako negativni kontrola byl pouyitat z neinfikovanych buik Sf9 (NK).

5.2.1.3 O¥ieni exprese rekombinantniho proteinu a zji&ni optimalni doby exprese

Pripraveny rekombinantni bakulovirus byl vyuzit pmofakci hmyzich bugk Sf9,
pricemz buiky byly sklizeny 72 hodin a 96 hodin po infekciopzjiS€ni optimalni doby
produkce rekombinantniho proteinu. Navic byla zn@witena exprese rekombinantniho
proteinu. Sklizené hiky byly lyzovany a proteiny byly rozteny pomoci SDS-PAAGE.
Nasledr byly proteiny geblotovany na nitroceluldzovou membranu pomoci Afesblotu.
Pro detekci byla aff vyuzita mySi protilatka cilena proti His-tagovétke (redéni 1:200,
Penta). Jako sekundarni protilatka byla pouzitai kpeotilatka cilena proti mySim
imunoglobulirim konjugovana sifienovou peroxidazouddini 1:1000, Life Technologies).
Protein VP1-CAPIM-His o velikosti 71,43 kDa bylo #ém@ detekovat 3 den i 4 den po infekci
(obr. 32). Minoritni pruh, ktery bylo mozné deteltvpravadpodobré predstavujetast&ns
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degradovany protein. Pro naslednou produkci a ezalaimérickych pentametr byla zvolena

doba 96 hodin po infekci.
1 2 NK

96,7 kDa__ |
- w

65 kDa__ -

Obrdzek 32: Imunodetekce proteinu VP1-CAPIM-His 481 kDa). Byly analyzovany lyzaty
infikovanych Sf9 busk pripravenych 3 dny po infekci (1) a 4 dny po infeK&). NK=lyzat
neinfikovanych Sf9 butk

5.2.1.4 Izolace chimérickych pentamer

Nasledr bylo rekombinatnim bakulovirem infikovano osm Heirmisek (pémér 10
cm) obsahujicich hmyzi by Sf9, gicemzctyti dny po infekci byly biiky sklizeny a byla
provedena izolace chimérickych pentametr. Sklizemdy Sf9 byly nejprve centrifugovany
pii 800 g po dobu ¢i minut a bugény pelet byl resuspendovan v pufru B. Poté byldon
pelet sonikovan, aby byly uvainy buré¢né proteiny. Po sonikaci byla gmopgt statena i
10 000 g po dobu 15 minut pro odsthan burécné debris. Supernatant byl odebran a
centrifugovan f 35000 RPM na ultracentrifuze (centrifuga Optitn®0K, rotor SW41,
Beckman) po dobufit hodin a teplat 4°C. Poté byl pelet resuspendovan v pufru B.
Chimerické pentamery byly nasledizolovany pomoci izopyknické centrifugace v cesium
chloridovém gradientu,femz centrifugace pr@éhla na ultracentrifuze (centrifuga Optima
L-90K, rotor SW 55TI, Beckman)ip25 000 RPM po dobu 22 hodin a tegld8 °C.
Nasledr byl cesium chloridovy gradient rozebran na osnkdrgpomoci rozebikae frakci
(Beckman). Pomoci refraktometru ABBE (Carl Zeissa)ebyl uten refraktometricky index
kazdé frakce (tab. 1). Poté byly podle refraktorokého indexu &které frakce spojeny,
piicemz ve vysledku byly ziskanyyii vysledné frakce (I-1V). Tyto frakce byly dialyzaay
v prostedi pufru B, aby byl odstrén cesium chlorid.Cistota jednotlivych izoldt byla
stanovena pomoci SDS-PAAGE a nasledném obarveinipgehoci Coomassie Brilliant Blue
G250 (obr. 33). Frakce | a Il byly dale&eny na pitomnost chimérického proteinu VP1-
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CAPIM-HIS. Proteiny v&chto frakcich byly rozéleny pomoci SDS-PAAGE, nasletibyly
pieblotovany na nitrocelul6zovou membranu pomoci Vfestblotu a byla provedena
imunodetekce VP1-CAPIM-HIS (obr. 34). Pro imunod#tetebyla pouZita jako primarni
protilatka mysi protilatka cilena proti His-tagawétve (fedni 1:200, Penta). Jako sekundarni
protilatka byla pouzita kozi protilatka cilena pratySim imunoglobulibm konjugovana

s k'enovou peroxidazouddini 1:1000, Life Technologies).

Cislo Frakce Ref. Index Vysledna frakce po spojeni
1 1,369 I

1,368 I

1,366 Il

1,364 I

1,362 \Y,

1,36 v

A Uk WN

Tabulka 1: Rozdeni jednotlivych frakci ziskanych po centrifugaatesium chloridovém gradientu.
Podle hodnoty refraktometrického indexu byly frakpejeny do finalnich 4 frakci (I-1V).

1 2 3 4

116 kDa__

96,7 kDa___

--"’-—-b

65 kDa_

58 kDa__
-

Obrazek 33: Analyza jednotlivych frakci pomoci SBSAGE a nasledném obarveni @gdomoci
Coomassie Brilliant Blue G250. Teoreticka velikatgtekovaného proteinu je 71,43 kDa. Byly
analyzovany frakce I-1V (1-4) ijemz detekovany protein byl ozfgacervenym ramekem.
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96,7 kDa__

65 kDa___

Obrézek 34: Imunodetekce proteinu VP1-CAPIM-HIS Betekci byly pouZity vyizolované frakce |
(1) a frakce Il (2). Teoreticka velikost proteiny i¢la byt 71,43 kDa.

5.2.1.4 Riprava chimérickych pentametr na imunizaci

Pro imunizaci mysSi byla vybrana vyizolovana frakicepticemz pomoci metody
Bradfordové byla uwena koncentrace protéinkteracinila 1,63 ug/ml. Poté byla frakce |
vhodre naedtna pufrem B, aby bylo dosazeno optimalniho mnoZpteteinu na jednu
vakcina&ni davku. Jedna vakcitiai davka pedstavovala 5Qg proteinu v konéném objemu
100ul pufru B.

5.3 Imunizace mysi a vyhodnoceni protilatkové odp@di vyvolané pomoci DNA vakcin
a chimeérickych pentametr

Pripravené DNA vakciny i chimerické pentamery bylyupity na imunizaci mysi,
piicemz nasledh byla detekovana uroseprotilatkové odpo#di proti PCV2 Cap proteinu
pomoci metody ELISA. Vippadt DNA vakcin byl vyhodnocen také koimunéa pristup,
neba’ byl analyzovan efekt plasmidkodujicich imunostimukami cytokiny. Déale byla
testovana schopnost protilatek neutralizovat PCr2kci in vitro. Zejména v fipad

chimérickych pentametr byl sledovan efekt AK subsfi vimunodominatnim epitopu na
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ovlivnéni produkce neutralizaich protilatek, neltbpraw tento epitop podle prace Trible et

al. (2012) odvadi protilatkovou odp@od protektivnich neutralizaich epitof.
5.3.1 Imunizace mysi

5.3.1.1 Imunizace mysi fipravenymi DNA vakcinami

MysSi Balb/c byly imunizovany DNA vakcinami pomocie@e gunu (Biorad), figtemz tyto
imunizace byly provedeny RNDr. Michalem SmahelemPP z Ustavu hematologie a krevni
transfize. Jedna vakcitrd davkacinila 4 ng DNA, piicemz mysi byly imunizovany 3
davkami a mezi kazdou davkou byl interval 141.dNySi imunizované plasmidem pBSC-
CAP byly z divodu nedostatku nahoy pripact tieti davky imunizovany pouze gy DNA.

Z davodi technické chyby byla wgzena skupina mysSi koimunizovana plasmidy pBSC-
IL2ssA41NCAP-His a pBSC-IFNAL. Rozteni imunizovanych skupin viz nize:

1. 3 mySiimunizované plasmidem pBSCu@/davka)

2. 3 mySi imunizované plasmidem pBSC-IL28$11Cap-HIS (dwg/davka) + plasmidem pBSC
(2 ng/davka)

3. 3 mySi imunizované plasmidem pBSC-IL28$11Cap-HIS (ig/davka) + plasmidem pBSC-
IFNA1 (2 pg/davka)

4. 3 mySi imunizované plasmidem pBSC-Cap2davka; 3 davka pouzeud) + plasmidem
pBSC (2ug/davka; 3 davka pouzepdy )

5. 3 mySi imunizované plasmidem pBSC-Cap2davka; 3 davka pouzeudy) + plasmidem
pBSC-TNFe (2 pg/davka; 3 davka pouzepdy )

6. 3 mySi imunizované plasmidem pBSC-Cap2davka; 3 davka pouzeudy) + plasmidem
pBSC-IFNAL (2ug/davka; 3 davka pouzeud )

5.3.1.2 Imunizace mysi chimérickymi pentamerami

MysSi Balb/c byly imunizovany intraperiton@n piipravenymi chimérickymi
pentamery, icemz ot byly pouzity 3 davky. Interval mezi kazdou davkoyl z ¢asovych
diuvoda zkracen na 10 dn Pro imunizaci pomoci chimérickych pentametr bplyuzity
celkem 3 mysi Balb/c a 3 mySi Balb/c imunizovanénpai PBS slouzily jako negativni
kontrola. Imunizace byly provedeny Mgr.tidobu Suchanovou a RNDr. Alenou Drda
Moravkovou, MBA, Ph.D.
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5.3.1.3 Ziskani sér z imunizovanych mysi

MysSi imunizované pomoci DNA vakcin a chimérickycbnpametr byly po 10 dnech
po aplikaci posledni imunizai davky usmrceny a byla odebrana krev. Odebrard kiylo
provedeno RNDr. Alenou Drda Moravkovou, MBA, PhK¥ev byla ponechana 30 minuiti p
pokojové teplat a nasleddé byla st@ena i 800 g po dobu 5 minut. Poté bylo odebrano

sérum, které bylo dale analyzovano

5.3.2 Analyza protilatkové odpo¥di ze ziskanych sér

5.3.2.1 Analyza protilatkové odpowdi po DNA vakcinaci

Protilatkova odpo&d’ proti PCV2 Cap proteinu byla analyzovana ze zig&arser
pomoci metody ELISA. Pro detekci byl vyuzit lyzéatdlinovych epitelialnich buk PK-15
infilkovanych PCV2. Red vlastni detekci byla zj&ta, pomoci koméni protilatky proti
PCV2 Cap proteinu (Biotech), optimélni koncentrgeatu pro naneseni na 96 jamkovou
desttku, kteracinila 20 pg/ml. Zarové byla potvrzena iitomnost PCV2 Cap proteinu
v lyzatu, nebé byl pouzit jako negativni kontrola lyzat neinfikkawch PK-15 buk (data
neuvedena). Timtoffstupem byla nejprve analyzovana séra ziskané & imyfizovanych
plasmidem kodujici PCV2 Cap protein (pBSC-CAP). Rrwnizaci byl pouZzit samotny
plasmid pBSC-CAP, pdfpad byl spolé€n¢ s timto plasmidem pouzit plasmid kodujici TNF-
a nebo INFel s cilem zesileni imunitni odp&i. Bylo pouzito vhodné&edini testovanych
sér a z vysledk byl nasleds sestaven graf (obr. 35). Jako negativni kontrgdg pouzity
séra z mySi imunizovanych pouze plasmidem pBSCo Bjis€no, Ze pipravené DNA
vakciny jsou schopné vyvolat protilatkovou odpdivproti PCV2 Cap proteinu, nicmén
mnozZstvi protilatek jeizjmeé nizké, nebt pri vySSimiedni séra velice rychle klesla hodnota
nantrené optické denzity. DalSim zajimavym zjim je, Ze plasmidy kodujici TNé+ IFN-
al vykazovaly spiSe inhibmi efekt, nebt mnoZstvi detekovanych protilatek bylo nizsi u
koimunizovanych mysSi, nez u mysi imunizovanych goplasmidem kédujicim PCV2 Cap

protein.
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Detekce PCV2 Cap specifickych protilatek
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Obrazek 35: Analyza protilatkové odpoW pomoci metody ELISA. V grafu je zndzéma zavislost
optické density (osa y) nafipluSnémriedéni séra (osa x). Pro detekci byly pouZity séra Zimy
imunizovanych plasmidem pBSC-CAP (niej] plasmidem pBSC-CAP spolu s plasmidem pBSC-
TNF-a (Cerverg) a plasmidem pBSC-CAP spolu s plasmidem pBSC-IFN#elerg). Jako negativni
kontrola byla pouZita séra z mysi imunizovanyctspi@em pBSC (fialog).

Dale byla analyzovana stejnymigobem séra ziskana z mysi imunizovanych pomaoci
plasmidu pBSC-IL298N41Cap-HIS, péemz tato forma PCV2 Cap proteinu obsahuje
signélni sekvenci, ktera cili PCV2 Cap protein dkr&ni drahy. Pro imunizaci byl pouZzit
samotny plasmid pBSC-IL248l41Cap-HIS, pofipact byl spoléné stimto plasmidem
pouzit plasmid kodujici TN= Z vysledki byl nasleda opst sestaven graf (obr. 35).
Z nameienych hodnot je patrné, Ze sekretovana forma PC¥®2 @oteinu indukuje nizsi
produkci PCV2 specifickych protilatek, nez kigadt pouziti plasmidu nesouci neupravenou
sekvenci PCV2 Cap proteinu (pBSC-CAP). Nebyla takvgzena divéjSi studie provedena
Fan et al. (2008), kdy bylo zj&to, Ze sekretovana forma PCV2 Cap proteinu jéipeok
DNA vakcinace nejéinngjSi v indukci protilatkové odpadi. Koimunizace mysi pomoci
plasmidu pBSC-IL2ssN41Cap-HIS spolu s plasmidem nesoucim TdNfravic, stejd jako v
piipadt plasmidu pBSC-CAP, nevedla ke zvySeni protilatkandpowdi. Jak jiz bylo
zminéno, skupina mysi komunizovanych pomoci pBSC-1A2$41Cap-HIS a pBSC-IFNA1
musela byt viazena, nehbtyto mySi byly omylem navic imunizovany jednou Kéwu
zahrnujici plasmid pBSC-CAPé5to z analyzovanych sér Iziepné usoudit, Ze ani IFL

nezvysSoval protilatkovou odpéd (data neuvedena).
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Detekce PCV2 Cap specifickych protilatek
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Obrazek 35: Analyza protilatkové odpaol pomoci metody ELISA. V grafu je zndzéma zavislost
optické density (osa y) nafipluSnémiedéni séra (osa x). Pro detekci byly pouzity séra simy
imunizovanych plasmidem pBSC-IL2d441Cap-HIS (motk) a plasmidem pBSC-IL248141Cap-
HIS spolu s plasmidem pBSC-TNF{¢erver§). Jako negativni kontrola byla pouZita séra z mysi
imunizovanych plasmidem pBSC (ze#gn

5.3.2.2 Analyza protilatkové odpowdi po vakcinaci chimérickymi pentamerami

Stejnym z@isobem, jako viipadt analyzy protilatkové odp@di vyvolané pomoci DNA
vakcin, byla testovana také protilatkova odabwyvolana VP1-CAPIM-HIS chimérickymi
pentamerami. Jako negativni kontrola ovSem bylaZp@wséra z mysi imunizovanych PBS.
Ze ziskanych hodnot byl épvytvoren graf (Obr. 36.). Z grafu je patrné, Zze VP1-CARHNG
chimérické pentamery indukuji relatrsilnou protilatkovou odpad’ cilenou proti PCV2.
Z davodu vysoké protilatkové odpédi nantrené u jedné mysi imunizované VP1-CAPIM-
HIS chimérickymi pentamerami jsou navic v grafurpatzngné odchylky. @vod vysoké
protilatkové odpo¥di naneiené u této mysi neni ovSem znam. VP1-CAPIM-HIS eniocké
pentamery jsou tak stejnjako testované DNA vakciny schopné indukovat victys
protilatkovou odpowd’ proti PCV2, picemz tato protiladtkova odpéd’ je mnohem silgSi
nez v ipad testovanych DNA vakcin.
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Obrazek 36: Analyza protilatkové odpol pomoci metody ELISA. V grafu je zndzéma zavislost
optické density (osa y) natipluSnémiedini séra (osa x). Pro detekci byla pouZita séra & my
imunizovanych VP1-CAPIM-HIS pentamerami (niiefl Jako negativni kontrola byla pouZita séra
z mySi imunizovanych PBSdrvert).

5.3.2.3 Detekce schopnosti protilatek neutralizovdCV2 infekciin vitro

Dale byla testovana schopnost protilatek inhibd@WV2 infektivitu in vitro. Na 24
jamkovou destiku s mikroskopickymi skéky byly vysety prasé ledvinové biiky PK-15.
Z davodu vysoké spoeby PCV2 virového inokula byla séra z kazdé imuvea@ skupiny
spojena (3 mysi) a pro neutralize test bylo zvolendedni séra 1:40. Nasledrbyl teplotre
deaktivovan komplement v ziskanych sérech al3&islusného séra bylo smichano seu¥5
PCV2 virového inokula (TCIR=10""). Smts byla fidana k bitkdm PK-15 a zhruba 36
hodin po infekci bylo mnoZstvi infikovanych bikn stanoveno pomoci n#meé
imunofluorescence. Pro detekci byla pouzita mysfildtka cilena proti PCV2 Cap proteinu
(Fecéni 1:500, Biotech) a jako sekundérni protilatkaabgbuZzita kozi protilatka cilen& proti
mySim imunoglobuliim konjugovanéa s Alexa Fluor 48B¢Eni 1:1000, Life Technologies).
Pomoci fluorescemiho mikroskopu bylo nasledrstanoveno mnozstvi infikovanych kit
piicemz bylo pditano 10 poli i zvétSeni 100 krat. Z naghenych hodnot byla dena
relativni hodnota infektivity vzhledem ke standdrdnfekci, kdy bylo pouzito 75ul
PCV2 virového inokula (TCIR=10"") s25 pul séra ziskaného z mysi imunizovanych
plasmidem pBSC (relativni hodnota infektivity=1)yAbdnocena data byla zanesena do grafu
(Obr. 36). Nejvyssi uroveinhibice PCV2 infektivity (51,5 %) bylo vifpact DNA vakcin

naneieno pro sérum ziskaného z mysSi imunizovanych paleemidem pBSC-CAP. Toto
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sérum obsahovalo také nejvysSi mnozstvi PCV2 Cagifsggkych protilatek. Naopak
nejmensi mnoZzstvi PCV2 Cap specifickych protilabsko detekovano v sérech ziskanych
z mysi, kde byla pro DNA vakcinaci pouZita sekreto& verze PCV2 Cap proteinu (viz
5.3.2.1). Tato séra navic vykazovala nejmenSi sub&ignhibice PCV2 infekce. Lze tedigi,

Ze mnozstvi protilatek pozitiégnkoreluje s jejich inhikiini schopnosti. Pouziti plasniid
kodujicich cytokiny TNFe a IFN-ul nijak nevedlo ke zvySeni produkce neutralideh
protilatek. Ze ziskanych dat je tedy patrné, Zermld nesouci neupravenou sekvenci PCV2
Cap proteinu je vifjpact DNA vakcinace pomoci Gene gunu nejefekdjgh v indukci
protektivni protilatkové odpadi a Ze koimunizace spolu s plasmidy kodujici TiNE-IFN-

al nijak nezvysi aroveprotektivni protilatkové odpadi.

Detekce neutralizacni schopnosti sér

1,2
>
=
S
=) 1
°
[t
£ g |
©
°
S 06 |
]
<
g 0,4
e
)
g 0,2
0
pBSC-
pBSC- pBSC- pBSC- 'LféSAAP'\_M
pBSC pBSC-CAP | IL2ssAN4 | CAP+pBS | CAP+pBS HIS+
1CAP-HIS | C-IFNA1 C-TNF-a
pBSC-
TNF-a
M Relativni hodnota infektivity 1 0,495 0,755 0,585 0,595 0,665

Obrazek 36: Detekce neutraira schopnosti ziskanych sér po DNA vakcinaci. PQXitbve
inokulum bylo smichano s jednotlivymi séry a bylan®vena relativni hodnota infektivity. Jako
standardni hodnota (relativni hodnota infektivityb¥lo pouzito PCV2 virové inokulum smichané se
sérem z pBSC imunizovanych mysiéitdni bylo provedeno celkem dvakrét.

Stejnym zjisobem byla analyzovana také séra ziskana z mys$izowanych pomoci
VP1-CAPIM-HIS pentamer. Jako negativni kontrolagbgbuZita séra z mySi imunizovanych
pomoci PBS. Ziskana data byla¢bganesena do grafu (Obr. 37). Z vyhodnocenychedat
ze VP1-CAPIM-HIS chimerické pentamery ingjuk efektivni

patrné, protektivni
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protilatkovou odpo¥d’, neba’ bylo dosazeno 74% inhibice PCV2 infektivityvitro. Opst Ize
tedy fici, Ze celkové mnozZstvi protilatekeym¢ pozitivre koreluje se schopnosti inhibovat
PCV2 infektivitu in vitro, neb@ VP1-CAPIM-HIS chimerické pentamery indukovaly
nejvyssi produkci PCV2 specifickych protilatek (62.2.2), které navic vykazovaly nejvyssi
uroveai inhibice PCV2 infekcein vitro. Chimerické pentamery VP1-CAPIM-HIS tak
v porovnani s testovanymi DNA vakcinami vyvolavajinohem dinngjSi protektivni

protilatkovou odpowd’ proti PCV2.

Detekce neutralizacni schopnosti sér

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

relativni hodnota infektivity

BN

VP1-CAPIM-HIS

0

M relativni hodnota

infektivity 1 0,2423

Obrazek 37: Detekce neutralizd schopnosti ziskanych sér po vakcinAdP1l-CAPIM-HIS
chimerickymi pentameramiPCV2 virové inokulum bylo smichano s jednotlivyséry a byla
stanovena relativni hodnota infektivity. Jako stddi hodnota (relativni hodnota infektivity=1) oyl
pouzito PCV2 virové inokulum smichané se sérem PBSizovanych mysi. Nreni bylo provedeno
celkem dvakrat.
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6 Diskuze
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6.1 Fiprava expresnich plasmidi nesoucich fizné varianty PCV2 Cap proteinu a
plasmidia nesoucich imunostimulé&ni cytokiny pro Géely DNA vakcinace

Tématem této prace byla analyza novych moZznosttinake proti PCV2. Z toho
davodu byly nejprve vytvieny konstrukty utené pro DNA vakcinaci, nebbgoraw DNA
vakcinace pedstavuje jeden z moznychigiupi vakcinace proti PCV2. Pro DNA vakcinaci
byly vytvoreny konstrukty nesouci 2 formy PCV2 Cap proteinori® neupravené DNA
sekvence PCV2 Cap proteinu byl totiz vyieo i konstrukt nesouci sekretovanou formu
PCV2 Cap proteinu. Tato forma PCV2 Cap proteinuabyytvaena nahrazenim 41 N-
terminalnich aminokyselin PCV2 Cap proteinu IL-gr&ilni sekvenci,iptemz od této formy
byla aiekdvana indukce zejména protilatkové odfativV pripad® DNA vakcinace bylo totiz
zjisténo, Ze sekretovana forma PCV2 Cap proteinu je eljehejsSi v indukci protilatkové
odpowdi (Fan et al., 2008). Protilatkova odgdv hraje dilezitou roli v kontrole PCV2,
neba’ neutraliz&ni protilatky jsou schopny zabranit rozvoji PCVABoft et al., 2007). Takée
selata s vysokym titrem maternalnich protilatelerych proti PCV2 vykazuji jistou Uroire
protekce proti PCV2 (McKeown et al., 2005). Sekvatwu formu PCV2 Cap proteinu bylo
nicmére velice obtizné detekovat v supernatantii.pg@uziti C6C10/B1 mysSi monoklonalni
protilatky cilené proti PCV2 Cap proteinu a pom&omegni mysi protilatky proti PCV2
Cap proteinu (Biotech) totiz nebyla sekretovandmforPCV2 Cap proteinu detekovana.
Teprve pouzitim C1C6/H9 mysSi monoklondlni protilatkilené proti PCV2 Cap proteinu
bylo pomoci Dot blotu mozné detekovat sekretovafmunu. Jednou z hypotéz obtizné
detekce by mohl byt fakt, Ze sekretovana forma PC¥R proteinu nemusi bytips stabilni
a nelze vylodit rychlou degradaci, ke které patrmuze po sekreci do média zaciych
podminek dochazet. Tento fakt nicriémemohl byt owien, neb6é nevlastnime protilatku
vhodnou pro detekci PCV2 Cap proteinu po &bedi pomoci SDS-PAAGE a nasledném
Western blotu. Z tohottvodu byl tento konstrukt modifikovarfiganim His-tagu na C-konec
sekretované formy PCV2 Cap proteingiddvek His-tagové kotvy umoznil snaghi detekci
sekretované formy PCV2 Cap proteinu a déle bylaatmtta pitomnost dvou forem PCV2
Cap proteinu. Prawgodobnym vysstlenim je posttranstdi modifikace jedné z forem,
neba’ v ptipact PCV2 Cap proteinu bylo popsano mnoho potencioocllniist, ktera mohou
byt postransléené modifikovany napiklad glykosylaci (Liu et al., 2001). Vyznangchto
modifikaci neni @liS znam, nicmé#é v pripace DNA vakcinace bylo zjignho, Ze N-
glykosylace PCV2 Cap proteinu na pozici 143 pgpediobré ovliviiuje polarizaci imunitni
odpowdi. Po odstraéni N-glykosyl&niho mista totiz doslo k posileni Thl odpdiv(Gu et

al., 2012a). Jednim z moznych vydeni problematické detekce sekretované formy PCV2
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Cap proteinu by mohl byt také efekt delece 41 Matealnich aminokyselin na celkovou
konformaci proteinu. Podle strukturnich dat PCV2pQaoteinu publikovanych v préci
Khayat et al. (2011) vytwd Mgr. Martin Fraiberk pomoci programu PyMOL modeCV2
Cap proteinu (Obr. 38). Z modelu je patrné, Ze G¢tkonec PCV2 Cap proteinu jsoiepneé

v blizkosti a nelze tedy vyl@it interakci €chto kondi. Neni tudiz vylotgeno, Ze po deleci 41
N-termindlnich aminokyselin mohlo dojit ke & uspdadani gkterych konformanich
epitopi. PCV2 Cap protein zkrdceny o 41 N-termindlnich reokyselin exprimovany
v bakteriich Escherichia Coli bylo ovSem mozZné detekovat za pouziti ptdme séra
ziskaného z PCV2 pozitivnich prasatkiéré epitopy tak jist nejsou ovlivieny deleci N-
koncovych AK (Zhou et al., 2005). V oblasti 41 NAc@vych aminokyselin PCV2 Cap
proteinu bylo také popsano antigenni misto rozeam@vprotilatkami (Guo et al., 2011a).
Nelze proto vylotiit, Ze sekretovana verze PCV2 Cap proteinu nebgtekdvana zi/odu
cileni pouzitych protilatek proti epitopu v deledmé oblasti. Z vytvi@ného poitacoveho
modelu PCV2 virionu (Obr. 38) je ovSem patrné, Ze Nrterminalnich aminokyselin je
ziejme lokalizovano uvnit kapsidy a N-konec neni wipacdt intaktniho virionu dostupny pro
protilatkovou odpowd. Dulezitost N-konce byla nicménpotvrzena v fipad pripravy
imunoreaktivniho krétiho séra proti PCV2. Vifpad pouziti PCV2 Cap proteinu
zkrdceného pouze o 17 N-terminalnich AK bylo tqifjpraveno mnohem spediféjSi a
vhodrgjSi sérum pro detekci PCV2, nez kigac pouziti PCV2 Cap proteinu zkraceného o
51 N-koncovych AK (Chen et al., 2014). To jakymigpbem ovliviuje zkraceni N-konce
PCV2 Cap proteinu protektivni neutrakzé epitopy a efekt delece N-konce na celkovou
konformaci proteinu je ovSem nejasné.

Pro &ely DNA vakcinace byly takéfjpraveny expresni plasmidy nesouci IkN-a
TNF-o. V piipact DNA vakcin bylo totiz zji&no, Ze pouziti dalSiho plasmidu kddujiciho
imunostimul&ni cytokin mize vyznamg posilit imunitni odpo¥d’. Tento koimunizéni
piistup byl v gipact PCV2 potvrzen ndjiklad pouzitim plasmidu kodujiciho interleukin 15
(IL-15) (Dong et al., 2013). Zidodu posileni imunitni odpédi byl proto vybran TNFe.
Tento cytokin hraje @lezitou roli v indukci maturace dendritickych @kn(DC). Maturované
DC poté pedstavuji dlezity prvek v aktivaci adaptivni imunity, nebenaturované DC se
podileji na aktivaci T lymfocyt (Trevejo et al., 2001). Efekt TN&-na maturaci DC je
pravceEpodobrg dvoji, nebd TNF-o krome piéimého viivu na maturaci DC vykazuje i fapy
efekt tim, Ze se podili na aktivaci naivnich T Igati. Aktivované T lymfocyty nasledn
mohou podptit maturaci DC (Ding et al., 2011). Koimunizace yaiZitim plasmidu

kédujiciho TNFe vedla ke znénému zesileni imunitni odpédi v piipace DNA vakciny
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proti viru slintavky a kulhavky (Su et al., 200&tejny stimul&ni efekt byl v pipact DNA
vakciny proti viru slintavky a kulhavky popsan tak interferon alfa (IFNx) (Guo et al.,
2004). Ztoho d@vodu byl jako druhy testovany cytokin vybran pralFN-al, nebd
interferony typu | obeahhraji dilezitou roli v diferenciaci a maturaci DCiigemz ovliviji
také polarizaci imunitni odpedi smerem k Thl (Parlato et al., 2001; Radvanyi et &99).
Interferony typu | navic imo ovliviiuji také adaptivni odp@d’, neba’ zabraiuji apoptické
smrti aktivovanych T lymfocyt (Marrack et al., 1999). Koimunizaci pomoci plasinid
kédujicich TNFe a IFN-ul by tak mohlo byt vytvieeno vhodné cytokinové prdetli pro

prvotni iniciaci imunitni odpoxdi.

Obrazek 38: A) Model monomeru PCV2 Cap proteinwatgny pomoci programu PyMOL. Na
modelu jsowerveré vyznaeny C-koncové aminokyseliny (216-233). N-koncovérakyseliny (33-
41) jsou ozngeny mode. B) Model virionu PCV2 vytvi@ny pomoci programu PyMOICerveré
jsou oggt vyznateny C-koncové aminokyseliny (216-233). Mede vyzn&en N-konec (33-41), ktery
je lokalizovany uvnit virionu.

6.2 Fiprava a izolace chimerickych pentametr VP1 kapsideého proteinu mySiho
polyomaviru fluzovaného s PCV2 Cap proteinem obsahigim aminokyselinové
substituce v imunodominantnim epitopu

Jednim z témat vyzkumu v nasi labofaje moznost vyuziti urklych virovych kapsid
(VLPs) odvozenych od VP1 kapsidového proteinu nmy$iblyomaviru, picemz schopnost
vyvolani silné protilatkové odpedi poukazuje na moznost vyuZiti takeé igadt vakcinace
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(Fric et al., 2008). Pro produkci VLPs lze vyuzéjména bakulovirovy expresni systém,
neba’ byla popsana vysoka efektivita produkce (Forsktval., 1995; Montross et al., 1991).
VLPs mohou byt navic dale modifikovany tigad vioZzenim cizorodych epitépdo
povrchovych smiek (Gedvilaite et al., 2000; Gleiter et al., 199Qjom¢ VLPs bylo dale
prokazano, Zze také modifikované pentamery mohsuang vyvolat protilatkovou odpasd’
proti vlozenému epitopu. Protilatkova odgdv vyvolana pomoci pentamer jefitpm
srovnatelna s VLPs. Navic byly tyto konstrukty ¢esiny na prasatech, coz poukazuje na
moznost vyuZiti polyomavirovych VLPs a chimérickypbntamer pro veterinarni vakcinaci
(Neugebauer et al.,, 2006). Chimerické pentamery amnohyt také fipraveny gidanim
zvoleného proteinu k C-konci VP1, nebaraw flexibilni C-konec zprogedkovava interakci
jednotlivych pentamer a podili se tak na strigktvirionu (Liddington et al., 1991). \fipact
vakcinace proti PCV2 bylo zj&bo, Ze chimerické VLPs mysiho polyomaviru nesouci
epitopy PCV2 v povrchové DE srly jsou schopné po imunizaci mysSi indukovat
protilatkovou odpo¥d’ cilenou proti vlozenému epitopu. Vlozeni pouzeirjétdo epitopu
nemusi byt ovSem optimalni, nebeidealnim pipadt musi byt vybran neutralizai epitop,
piicemz je nutné, aby byla po vioZeni do povrchovedynyachovana optimalni konformace
vybraného epitopu. Z tohoadodu byly gipraveny a testovany také chimerické pentamery
vzniklé gidanim PCV2 Cap proteinu k C-konci VP1. Tyto chiroleé pentamery vykazovaly
po imunizaci mysi daleko vySSi Uravindukce protilatkové odp@di cilené proti PCV2 Cap
proteinu a vysSi byla také produkce neutr&lideh protilatek. Pravgppodobnym vysgtlenim
vysSi efektivity chimérickych pentametr je zachdvéptimalni konformace neutraligaich
epitopi, pricemz pouziti celého PCV2 Cap poteinu navic zvy§paktrum epitop, proti
kterym se nmiZe protildtkova odpayd’ vytvorit. V pripac vioZeni kratké AK sekvence
odvozené od PCV2 Cap proteinu do DE povrchovécksnje pravépodobr vioZzena pouze
cast AK sekvence nutna pro optimalni konformaci radiziatniho epitopu (Fraiberk et al.,
nepublikovana data). Podle prace Lekcharoensukdvél.e (2004) se na konformaci
neutraliz&nich epitofi ziejm¢ podileji AK sekvence, které jsou vramci primarmikK
sekvence PCV2 Cap proteinu Zn& vzdaleny. Z hlediska indukce tvorby neutratizigh
protilatek cilenych proti PCV2 proto chimerické pmmery pedstavuji optimalnireSeni,
neba’ tyto pentamery nesou plnou sekvenci PCV2 Cap imateNicmér v pripac
vakcinace proti PCV2 bylo zji&o, Ze monomerni forma Cap proteinu neni vhodna
z hlediska vakcinace, neb@rotilatkova odpodd’ se v tomto fipadt zaneii zejména proti
jedinému imunodominatnimu epitopu, ktery neni ktwai. Tento epitop je lokalizovan na

pozici 169-180, pcemZz pomoci mutageneze, kdy byly jednotlivé AK siibgvany na
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alanin, bylo zji&no, Ze tyrosin na pozici 173, fenylalanin na poZié#, glutamin na pozici
175 a lysin na pozici 179 se podileji na konforntaboto epitopu (Trible et al., 2011). Efekt
toho epitopu v fipact chimérickych pentametr je doposud ovSem neobjgsnicmeért 1ze
predpokladat dostupnost tohoto epitopu pro protibako odpo¥d’. Tento epitop tak,
podobr jako v gipact monomeru PCV2 Cap proteinujige odvadt protilatkovou odpodd’
od protektivnich epitojp Z toho divodu byly chimerické pentameryiipravené Mgr.
Martinem Fraiberkem a vznikléfiganim PCV2 Cap proteinu k C-konci VP1 kapsidovému
proteinu mysiho polyomaviru dale modifikovany. Painailené mutageneze byl totiz
upraven imunodominantni epitopiiggmz AK na pozici 173, 174 a 175 byly &miny na
alanin s cilem naruSeni konformace imunodominaotnépitopu. Takto fpravené
chimerické pentamery byly izolovany pomoci izopykd& centrifugace v cesium

chloridovém gradientu a nasledpouzity pro imunizace mysi.

6.3 Vyhodnoceni protilatkové odpo¥di vyvolané pomoci DNA vakcin a chimérickych
pentametr

Pripravené DNA vakciny a chimerické pentamery bylyXiyy pro imunizaci mysi,
piicemZ nasledh byla testovana schopnostihto vakcin vyvolat protektivni protilatkovou
odpowd’ cilenou proti PCV2. Celkové mnozstvi protilatekdogtanoveno metodou ELISA a
pomoci neutralizenich test byla analyzovana schopnosthto protilatek inhibovat PCV2
infekci in vitro.

Nejprve byla testovdna schopnogippvenych DNA vakcin vyvolat protilatkou
odpowd’ cilenou proti PCV2, ffixkemz byly vyuzity 2 formy PCV2 Cap proteinuieBtoze
bylo jiz diive popsano, Ze wipad® DNA vakcinace sekretovana forma PCV2 Cap proteinu
vyvolavda mnohem vySSi tvorbu protilatek, nez neuvpn@a forma PCV2 Cap proteinu
lokalizovana pevazré v burééném jade (Fan et al., 2008), tento fakt nebyl v této praci
potvrzen. MySi imunizované plasmidem nesouci sekestou formu PCV2 Cap proteinu
totiz vykazovaly mnohem nizsi mnoZzstvi protilatélercych proti PCV2 ve srovnani s mysmi,
které byly imunizované plasmidem nesouci neupravdéoonu PCV2 Cap proteinu. Nicmé&n
v praci Fan et al. (2008) byly expresni plasmidprdeeny do mysi pomoci intramuskularni
injikace a také byla detekovana pouze jedna forelaesovaného PCV2 Cap proteinu,
zatimco v této praci byly detekovany 2 formy setwaného PCV2 Cap proteinu a pro
dopravu expresnich plasniidbyl pouzit Gen gun. Zdali ma jind metoda dopraviy wa
acinnost sekretované formy PCV2 Cap proteinu v indykotilatkové odpowdi je ovsem
nejasné. Jak jiz bylo zmino, pravédpodobnym vysstlenim detekce dvou forem PCV2 Cap
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proteinu by mohla byt postrangtd modifikace jedné z forem. \fipadt DNA vakcinace
totiz bylo zjis&no, Ze N-glykosylace PCV2 Cap proteinu oulije polaritu imunitni odpasdi
(Gu et al., 2012a). KrotnN-glykosylace byly predikovany také mista, kteréhou byt
modifikovana nafiklad myristoylaci (Liu et al., 2001). Neni tedyley¢eno, Ze cileni PCV2
Cap proteinu do endoplasmatického retikula vedjmsttranslani modifikaci PCV2 Cap
proteinu a Ze tato modifikace mohla mit také vlia protilatkovou odpay’. DalSim
vyswetlenim nizsi efektivity sekretované verze PCV2 QGapteinu v indukci protilatkové
odpowdi by mohla byt delece 41 N-koncovych aminokys@&{@V2 Cap proteinu, nebdyto
AK mohou hrat roli v konformaci. V této studii tddylo zjiS€no, ze v pipact vyuziti Gene
gunu je pro DNA vakcinaci vhodj$i vyuZzit neupravenou verzi PCV2 Cap proteinu,atieb
pro tento konstrukt byla naffena vyssi Uroveindukce PCV2 specifickych protilatek.

Dale bylo zjis¢no, Ze koimunizace s vyuzitim plasmikodujicich TNFe. nebo IFNe
nevedla ke zvySeni protilatkové odgdy piicemz v gipad plasmidu kodujiciho
neupravenou formu PCV2 Cap proteinu doslo spisnkeeni tvorby protilatek cilenych proti
Cap proteinu. Festoze byl imunostimutai efekt obou cytokiin popsan naiiklad v gipade
DNA vakcin proti viru slintavky a kulhavky, nelzgg@menout fakt, Ze imunostimdlaiho
efektu bylo dosazeno za pouziti intramuskularnkage DNA (Guo et al., 2004; Su et al.,
2008). Pro dopravu DNA byla ovSem v této studii Zija biolistickd metoda, itemz ol
metody dopravy vykazuji rozdilny vliv na indukci umtni odpo¥di. Intramuskularni
injikace DNA vakcin totiz indukuje spiSe Thl typumtni odpoedi (Raz et al., 1996),
zatimco kozni imunizace pouzitim Gene gunu p¥¢pudobré ovliviiuje rozvoj Th2 imunitni
odpowdi (Pertmer et al., 1996) nebo je imunitni odabwna pomezi Th1l/Th2 (Leitner et al.,
1997). Nelze opomenout tak&asovy faktor pisobeni jednotlivych cytokin V pripac
pouziti plasmidu kodujici faktor stimulujiciist granulocyi a monycyt (GM-CSF) byl
zjistén imunostimulani inek pouze v fipad pouziti toho plasmidu 7 dnpied vlastni
imunizaci (Melkebeek et al., 2006). Tersmsovy faktor mze hrat také rozdilnou roli mezi
intramuskulérni injikaci DNA a Gene gunem. Dynamikanitni odpo¥di totiz Zejme silné
zavisi na metod dopravy DNA. Odstratni imunizovaného mista 10 minut po provedeni
intramuskularni injikace totiz nijak neovlivnilo sl@dnou imunitni odpad’, zatimco
odstragni Gene gunem imunizovanéie do 24 hodin po imunizaci vedlo ke Zné inhibici
imunitni odpowdi (Torres et al., 1997). WeZitost ng&asovani cytokinové signalizace je
popsana také pro Interferony typu |. ¥Mgad stimulace T lymfocyt byl totiz navrzen
model, podle kterého vykazuji Interferony typu tddny vliv na T lymfocyty v zavislosti na

natasovani dané signalizace. Pokud jsou totiz T lygtiooejdive stimulovany Interferony
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typu | a az poté je stimulovan T higny receptor (TCR), dochazi k paténi proliferace a ke
spusEni apoptézy. Pokud je ovSem sled signalizacecmpanastava naopak proliferace a
spusEni antiapoptického programu (Crouse et al., 20C8le je nutné vzit v potaz také
imunizatni davku cytoki. V pripact DNA vakcinace proti viru hepatitidy C (HCV) bylo
totiz zjiS€no, Ze pro optimalni stimulaci imunitni odgol vyvolané pomoci DNA vakciny je
nutné pouzit optimalni mnoZzstvi interferomIFN-a). Vysoké davky IFNe totiZ inhibovaly
bungénou i humoralni odpad’ vyvolanou DNA vakcinaci (Gehring et al., 2005)té¢o praci
bylo vyuzito koimunizani schéma pouzité zejména ifgact dopravy DNA vakcin pomoci
intramuskulurna injikace, neb@lasmidy kodujici antigen a cytokiny byly pouZ#yole&né a
také davka plasmidbyla stejna. Neni tedy vyléano, Ze pro vyuziti Gene genu je ifedia
optimalizovat n&asovani i davku plasmid kodujicich TNFe. a IFN-al pro dosaZeni
imunostimul&niho efektu. Ani optimalizaci ovSem nemusi byt des@ imunostimukaniho
efektu, neb6 oba cytokiny za witych podminek firozere inhibuji imunitni odpo¥d” (Hahm
et al., 2005; Zganiacz et al., 2004).

Dale byla analyzovana schopnost chimérickych peatamvVP1-CAPIM-HIS
indukovat protilatkovou odp@d’ proti PCV2. Jiz dve bylo v naSi laboratbprokazano, ze
chimerické pentamery vznikléfiganim PCV2 Cap proteinu k C-konci VP1 kapsidovému
proteinu mysiho polyomaviru jsou schopné indukafektivni protilatkovou odpasd’ proti
PCV2 (Fraiberk et al., nepublikované vysledky).arghimerické pentamery byly v této praci
dale modifikovany, nelibbyla upravena AK sekvence imunodominatniho epite@v2 Cap
proteinu. Tento epitop totiz pragoodobrt odvadi protilatkovou odp@d’ od protektivnich
epitopi (Trible et al., 2011). Modifikované chimérické pametry VP1-CAPIM-HIS byly
proto testovany z cilem zvySeni protektivni prokitdvé odpovdi. MnoZstvi protilatek
cilenych proti PCV2 bylo afh stanoveno metodou ELISA. Takto bylo zji#b, Ze chimerické
pentamery VP1-CAPIM-HIS obsahujici modifikaci v imadominantnim epitopu PCV2 Cap
proteinu vyvolavaji zhruba stejnou produkci PCV2dgfickych protilatek jako neupravené
VP1-CAP-HIS chimerické pentamery (Fraiberk et a¢publikované vysledky). Ve srovnani
s testovanymi DNA vakcinami ovSem chimerické pemignivP1-CAPIM-HIS indukovaly
daleko vysSi produkci PCV2 specifickych protilat&yla tak potvrzena vysoka schopnost
chimerickych pentametr odvozenych od VP1 kapsidovginoteinu ve vyvolani silné
protilatkové odpowdi, prestoZze nebylo pouzito Zzadnézhé adjuvans pro zesileni imunitni
odpowdi. Tento fakt Ize #ejme¢ vyswtlit tim, Ze VP1 kapsidovy protein mySiho polyomavi
je rozeznavan Toll-like receptorem 4 (TLR4) (Veligiet al., 2012). Signalizace z TLR4

muze vest k maturaci DC a také k produkci cytdkikteré dale mohou podpb iniciaci
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imunitni odpo¥di (Kaisho et al., 2001). Kroénvlivu na maturaci DC a produkci cytokin
hraje TLR4 takeé roli v antigenni presentaci. Kompigand-TLR4 je totiZ internalizovan do
pozdnich endosoina lysozoni, kde dochazi k degradaci celého komplexicgmz TLR4
asociované antigeny mohou vytea komplexy s MHC glykoproteiny Il. fidy (MHCII) a
jsou prezentovany na b&méem povrchu (Husebye et al., 2006). Lze tetigdpokladat, ze
chimerické pentamery mohou byt rozeznany pomoci4rbR povrchu DC a internalizovany
do MHCIlI kompartmentu, coz by patrnvyswtlovalo vysokou dinnost gchto pentametr
v indukci protilatkové odpaxdi.

Jelikoz testované DNA vakciny i chimerické pentgyriedukovaly PCV2 specifickou
protilatkovou odpo¥d’, byla také analyzovdna schopno&thto protilatek inhibovat PCV2
infekci in vitro. Z vyhodnocenych dat je patrné, Ze mnozstvi PCh&tifickych protilatek
pozitivré koreluje s mirou inhibice PCV2 infekce. NejvysSiraninhibice PCV2 infekce
(76%) byla proto nagfena pro séra ziskand z mySi imunizovanych chim@mnck
pentamerami VP1-CAPIM-HIS. Mnohem zajil@im zjis€nim je ovSem fakt, Ze
modifikace PCV2 Cap imunodominatniho epitopu nearéa@ zvySeni protektivni protilatkové
odpowdi cilené proti PCV2. Viipact nemodifikovanych VP1-CAP-HIS pentametr totiz
byla nangtena prakticky totozna mira inhibice PCV2 infekcea({Berk et al., nepublikované
vysledky). Vliv PCV2 Cap imunodominatniho epitopyiipad piipravenych chimérickych
pentametr je proto nejasny. V praci Trible et 2D1(1) byl ovSem efekt imunodominatniho
epitopu popsanipmo na prasgm modelu, zatimco v této praci bylyipravené vakciny
testovany na mysich. JelikoZziggny mechanismus, jakym je imunodominatni epitop
lokalizovany na pozici 169-180 PCV2 Cap proteinuhogen odvagt protektivni
protilatkovou odpo¥d’, neni doposud zndmjefmé nelze vylodit rozdilné misobeni toho
epitopu v mysich. VP1-CAPIM-HIS chimerické pentapndudou nicmé# také testovany
piimo na prasatechfigemz na pragém modelu by mohl byt dale objasnefekt PCV2 Cap
imunodominatniho epitopu.

Souhrni Ize tedyfici, Ze gipravené DNA vakciny i chimerické pentamery VP1-
CAPIM-HIS vykazovaly schopnost indukce protektirotilatkové odpowdi cilené proti
PCV2 v imunizovanych mysSich. i€stoZze chimerické pentamery VP1-CAPIM-HIS
indukovaly daleko vysSi PCV2 specifickou protilatka odpoe¢d nez testované DNA
vakciny, moznost DNA vakcinace proti PCV2 nemusir@grealna. Prvotni imunitni odpal/
vyvoland pomoci DNA vakciny totiz iwie byt posilena davkou proteinové vakciny.
Kombinace pipraveného expresniho plasmidu pBSC-CAP a chimgltkpentamer VP1-

CAPIM-HIS by tak z ekonomického hlediska mohldegstavovat zajimavou mozZnost
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vakcinace proti PCV2. Mnohem prayabbrejsSi je ovSem vyuziti chimerickych pentamer
VP1-CAPIM-HIS, které budou déle testovariympo na prasatech.
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7 Souhrn
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V této kapitole bude stimé shrnuta prace a vysledky tykajici se jednotlivydhi této diplomové
prace. Prvnim cilem této diplomové prace bylo:

1) Pripravit expresni plasmidy kodujici rizné varianty PCV2 Cap proteinu a expresni
plasmidy kédujici imunostimulaéni cytokiny pro uéely DNA vakcinace

Pro (tely DNA vakcinace byl vytvien plasmid pBSC-CAP kdédujici neupravenou formu
PCV2 CAP proteinu a také plasmid pBSC-IL248NCAP-HIS koédujici upravenou formu
PCV2 CAP proteinu @enou pro sekreci z iiley. Dale byly vytvdeny expresni plasmidy
kodujici sekvence TNE-a IFN-ul. Exprese vioZenych gétyla owienain vitro.

Druhym cilem této diplomové prace bylo:

2) Pripravit chimerické pentametry VP1 kapsidového proténu mysiho polyomaviru

fuzovaného s PCV2 Cap proteinem obsahujicim aminokglinové substituce
v imunodominantnim epitopu

Pomoci cilené DNA mutageneze byla nejprve upravéka sekvence PCV2 Cap
imunodominatniho epitopu. Vyuzitim bakulovirovéhopeesniho systému byly poté
vyprodukovany chimerické pentamery VP1-CAPIM-HISyto chimerické pentamery byly

vyizolovany pomoci izopyknickeé centrifugace v cesichloridovém gradientu.

Tretim cilem této diplomové prace bylo:

3) Vyhodnotit protilatkovou odpovéd® vyvolanou pomoci DNA vakcin a chimérickych
pentametr

Pripravené vakciny byly pouzity pro imunizaci mysSinasledg bylo stanoveno mnozstvi
PCV2 specifickych protilatek pomoci metody ELISAyI® zjiSttno, Ze pipravené DNA
vakciny i chimerické vakciny indukuji PCV2 spedifiu protilatkovou odpaoxd’. V piipac
DNA vakcin bylo dale zji$ho, Ze koimunizace spdala s plasmidem pBSC koédujici TNE-
nebo IFNi-1 nevedla ke zvySeni protilatkové odpdv proti PCV2. V porovnani
s testovanymi DNA vakcinami vykazovaly chimerickéentamery VP1-CAPIM-HIS
schopnost indukovat mnohem vy3si PCV2 specifickoatilatkovou odpovd’. Dale bylo
zjisSttno, Ze mnozstvi PCV2 specifickych protilatek vyvma gipravenymi vakcinami
pravdépodobré pozitivie koreluje s mirou inhibice PCV2 infekcm vitro. Modifikace
imunodominatniho epitopu PCV2 Cap proteinu navigitipact VP1-CAPIM-HIS
modifikovanych pentametr pragplodobré nevedla ke zvySeni PCV2 specifické protektivni
protilatkové odpovdi.
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