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ABSTRAKT

Metoda usmérnéné evoluce je novym pfistupem pro pfipravu proteini s novymi ¢i
pozménénymi vlastnostmi. Principem usmérnéné evoluce je niahodna mutageneze kodujici
sekvence pro protein naseho zdjmu nésledovana selekci vytvofenych mutant na pozadovanou
vlastnost. Cilem této pilotni studie bylo prozkoumat moznost vyuziti usmérnéné evoluce pro
zménu puivodniho tropismu mysiho polyomaviru a jeho pfesmérovani na builky modelové linie
nadoru prostaty. Pro pfipravu ndhodné mutovaného genu kédujictho hlavni kapsidovy protein
mysiho polyomaviru, jenz je zodpovédny za interakci viru s bunéénym receptorem pro vstup viru
do bunky, byly vyuzity metody ,error-prone PCR“ a ,DNA-shuffling“. Produkce virti nesoucich
mutovany hlavni kapsidovy protein byla zajiSténa mistné-specifickou rekombinaci Cre/loxP. Prace
se zabyvala i ndvrhem a charakterizaci systému selekce virovych mutant. Bylo zjisténo, Ze
prostatické nddorové linie se vyznamné li$i ve schopnosti vazat a internalizovat ¢dastice odvozené
od mysiho polyomaviru. Tohoto poznatku mtze byt v budoucnu vyuzito pro pfipravu viru
podobnych ¢astic uréenych pro diagnostiku nadoru prostaty. Prace prokdzala, Ze metodu
usmérnéné evoluce lze pouzit pro p¥ipravu mutantnich polyomaviri a identifikovala nékolik

problematickych ¢asti postupu.

Kli¢ova slova: usmérnénad evoluce, my$i polyomavirus, mutanty, ,error-prone PCR“ ,DNA

shuffling“, Cre/loxP systém



ABSTRACT

The method of directed evolution represents a new approach to generate proteins with
new or altered properties. The principle of directed evolution is random mutagenesis of the coding
sequence for a protein of our interest followed by selection of generated mutants for the desired
property. The aim of this pilot study was to investigate the possibility of utilization of directed
evolution for alteration of mouse polyomavirus original tropism and virus retargeting to a model
prostate cancer cell line. To generate randomly mutated gene encoding the major capsid protein of
mouse polyomavirus, which is responsible for the interaction of the virus with cellular receptor
for viral cell entry, error-prone PCR and DNA shuffling methods were used. Production of viruses
composed of mutant major capsid protein was ensured by Cre/loxP site-specific recombination.
The thesis also dealt with the design and characterization of the system for viral mutant selection.
It was found that the prostate cancer cell lines markedly vary in their ability to bind and
internalize particles derived from mouse polyomavirus. This knowledge can be used for the
preparation of virus-like particles for prostate cancer diagnostics in the future. The study
demonstrated that the method of directed evolution can be used for production of mutant

polyomaviruses and identified several problematic parts of the procedure.

Keywords: directed evolution, mouse polyomavirus, mutants, error-prone PCR, DNA shuffling,

Cre/loxP system
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1 UVOD

V soucasnosti pouzivané zpusoby farmakologické 1é¢by nadort se potykaji s problémem
nizké specificity pro nadorovou tkan a tim s sebou pfindseji mnozstvi vedlejsich ucinkd. Snahou
védct je proto najit zpusob, jak terapeutické ¢i diagnostické latky dorucit pouze do nadorovych
bunék a vyhnout se zdravé tkdni. Jednim z atraktivnich nastroji pro cileni nadorovych bunék je
doprava latek pomoci nanoc¢astic. Aktivni latka zabalend uvnitf nanocéstice je stabilni v krevnim
fecisti a pokud nanocastice vystavuje na svém povrchu molekuly, které interaguji s molekulami

charakteristickymi pro nadorovou tkan, doruci aktivni latku pfimo do cilové nddorové tkané.

Nanocastice mohou byt uméle pifipraveny z velké skaly material, nékteré vsak nasly

inspiraci v jiz existujicich systémech spadajicich do nanomeétitka — ve virech.

Tato diplomovd prace zkouma potencidl metody usmérnéné evoluce pro piesmérovani
mysiho polyomaviru (MPyV) na nddorové burky prostaty. Usmérnénd evoluce na rozdil od
raciondlniho designu modifikace virti spoléhd na vytvoteni smérujicich mutaci béhem procesu

nahodné mutageneze a selekce ve vhodné nastavenych selek¢nich podminkach.

Nasi snahou je zavést a optimalizovat systém pro ndhodnou mutagenezi hlavniho
kapsidového proteinu MPyV a ndslednou selekci viriont obsahujicich mutovany kapsidovy
protein. Pro generovdni variability v kapsidovém proteinu byly vyuZzity metody ,error-prone
PCR® a ,DNA shuffling“. ,Error-prone PCR” je polymerdzovad fetézovd reakce provedend v
mutagennich podminkdch s DNA polymerdzou bez 3° — 5 exonukledzové opravné aktivity, kdy
pii syntéze novych fetézci DNA mize ve zvySené mife dochdzet k zdméndm bazi. P¥i metodé
»DNA shuffling” dochazi pomoci $tépeni a nasledné polymerazové fetézové reakce k promichdni
sekvenci genti kédujicich hlavni kapsidovy protein 5 riiznych polyomavirt a také polyomaviru se
substituci v povrchové smycce hlavniho kapsidového proteinu, kam byl vlozen peptid vézajici
prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA) nalézajici se na povrchu nddorovych bunék

prostaty, nabizejici se pro smérovani (Suchanova, 2012).
Pro ptipravu vird s takto mutovanym hlavnim kapsidovym proteinem byl vyuzit systém
Cre/loxP vyvinuty v nasi laboratoti (Hron er al, 2013). Na zavér bylo zapotfebi dobie definovat

selekéni systém pro vybér mutant, ¢emuz napomohla analyza vstupu virovych ¢éstic do riznych

bunéénych linif a testovani infektivity viru za riznych podminek.
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 Polyomaviry

Polyomaviry, fadici se do celedi Polyomaviridae, jsou malé neobalené viry (pramér
kapsidy okolo 45 — 50 nm), které dokdzi infikovat savce a ptidky, nové byly nalezeny také
u ¢lenovcet a ryb (Buck er al, 2016; Polyomaviridae Study Group of the International Committee
on Taxonomy of Viruses et al, 2016). U zastupcti této Celedi byla prokdzana schopnost podilet se
na vzniku nadort, odtud také nazev polyomaviry z feckého ,poly“ (mnoho) a ,oma“ (nddor). Mezi
polyomaviry najdeme i lidské patogeny jako naptiklad virus JC, zkracené JCV (Padgett et al,
1971), BK, zkracené BKV (Gardner er a/, 1971) ¢i virus karcinomu Merkelovych bunék, zkracené
MCPyV (Feng et al, 2008). V lidské populaci maji zminéné polyomaviry vysokou prevalenci —
okolo 40 — 85 % (Kean er al, 2009; Pastrana et al, 2009; Faust er al, 2011), v CR piiblizné 60 %
(Sroller er al, 2013). Infekce témito viry byva zpravidla asymptomatickd, potize viak ¢ini
ujedinct s oslabenou imunitou, u nichz mutze dojit k pomnozeni viru a naslednému projevu
onemocnéni [nefropatie vedouci u pacientt po transplantaci ledvin az k selhdni transplantovaného
orginu u viru BK (Gardner et al, 1971; Hirsch er al, 2002), progresivni multifokdlni
leukoencefalopatie (PML) u JCPyV (Padgett et al, 1971) a karcinom Merkelovych bunék
u MCPyV (Feng et al, 2008)]. Jako modelové polyomaviry byvaji nejcastéji pouzivany opi¢i virus
SV40 (z anglického simian vacuolating virus 40) nalezeny jako kontaminace poliovirové vakciny
(Sweet a Hilleman, 1960) infikujici nejen primati, ale také lidské burky, a dile mysi polyomavirus
(MPyV; Gross, 1953). Mnoho vyznamnych objevii na poli molekuldrni biologie bylo u¢inéno

pravé na polyomavirech.

2.1.1 Virovy genom

Polyomavirovy genom (obr. 1) ma podobu cirkularni dvouvliknové molekuly DNA
o velikosti pfiblizné 5300 bp (parti bazi) a je uloZen ve virionu v komplexu s bunéénymi histony
H2A, H2B, H3 a H4. Cely genom je rozdélen na ¢asnou, pozdni a regula¢ni oblast podle toho, zda
oblast obsahuje regula¢ni elementy, pfipadné zda jsou geny dané oblasti exprimovany casné
v zivotnim cyklu polyomaviru - tedy jesté pfed replikaci virového genomu, anebo v pozdni fazi
zivotniho cyklu - tedy az poté, co je zahajena replikace virového genomu v jadfe. Doba jejich

exprese v ramci zivotniho cyklu také napovida o funkci pfislusnych proteinti.
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V regula¢ni oblasti miizeme nalézt pocatek replikace a dile promotory a enhancery gent
¢asné i pozdni oblasti. Z ¢asné oblasti genomu vznikaji transkripty pro proteiny zvané T antigeny:
velky (LT antigen) a maly (ST antigen), u mys$iho polyomaviru také stfedni (MT antigen). T
antigeny plni zdsadni funkce pfi replikaci virového genomu, regulaci transkripce virovych
i buné¢énych proteind, a také pi#i deregulaci bunéénych procesti, které sméruji buriku do S faze
buné¢ného cyklu (Knipe a Howley, 2007). A kone¢né pozdni oblast genomu obsahuje geny pro
strukturni proteiny: majoritni kapsidovy virovy protein 1 (VP1) a minoritni virové proteiny 2 a 3
(VP2 a VP3), nékdy také virovy protein 4 (VP4). U nékterych polyomaviri tato oblast navic

kéduje agnoprotein.

Transkripce gent casné a pozdni oblasti je iniciovdna z opa¢nych vliken DNA a kazda
z kédujicich oblasti je piepisovana do primdrniho transkriptu, ktery dale podléha sestfihu a dava

tak vzniknout jednotlivym molekulam mRNA (Knipe a Howley, 2007).

Casnéa oblast

] polyomaviru

Pozdni oblast

Obr. 1: Mapa genomu polyomaviru. Cerné $ipky vyznacuji smér transkripce genti ¢asné oblasti (velky, sttedni a maly T
antigen) a genti pozdni oblasti (kapsidovy protein VP1, VP2 a VP3). Mezi témito oblastmi se nachdzi regula¢ni oblast
zahrnujici také pocdtek replikace. Upraveno podle Atkin er al (2009).
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2.1.2 Stavba virionu

Viriony polyomavird (obr. 2A) sestdvaji z ikosahedralni kapsidy a genomu navinutém na
buné¢nych histonech. Kapsida je slozena z360 molekul proteinu VP1 uspofddanych
do 72 pentamer (Liddington et al, 1991) — obr. 3B, kdy v centru kazdé pentamery je zanoien bud
protein VP2 nebo VP3 (Griffith er al, 1992) — viz obr. 2B. Tyto minoritni proteiny jsou tedy
lokalizovany uvnitt zralého virionu a na povrch se dostavaji teprve po ¢aste¢ném rozvolnéni

virionu v endosomélnim systému buriky a endoplasmatickém retikulu.

°
1254

VP2

z o e e D R R RS e e

Obr. 2: Virion a pritez pentamerou. (A) Model virionu my$iho polyomaviru. Znazornény jsou jednotlivé pentamery
proteinu VP1. Pfevzato a upraveno dle Stehle a Harrison (1996) (B) Schematické zndzornéni umisténi VP2 proteinu
(Cervené) uvnitt VP1 pentamery (¢erné). P¥evzato z Chen er al. (1998).

2.1.3 Kapsidovy protein VP1

Hlavni kapsidovy protein VP1 je zodpovédny nejen za strukturu celé kapsidy, ale také za
interakci s bunéénym receptorem zaji$tujicim vstup viru do buriky. VP1 protein md velikost
45 kDa a 1ze jej rozdélit do 3 oblasti dillezitych z hlediska funkce: N-koncova doména je schopna
nespecificky vazat DNA (Moreland et al, 1991) a obsahuje jaderny lokaliza¢ni signdl (Chang er al,
1992). Sttedni cast je tvofena pievazné [-listy propojenymi smyckami, pticemz smycky
pojmenované BC, DE a HI (viz obr. 3A) jsou vystaveny na povrchu pentamery a jsou zodpovédné
za interakci sreceptorem na povrchu buiky. Flexibilni C-koncova ¢ast propojuje jednotlivé

pentamery VP1 proteinu mezi sebou, ¢imz stabilizuje kapsidu (Stehle a Harrison, 1996).
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Obr. 3: Kapsidovy protein VP1. (A) Model VP1 proteinu MCPyV zndzortiujici povrchové smycky BC, DE, HI a EF.
Ptevzato z PDB ID: 4FMG dle Fleury er al (2015). (B) Pentamera proteinu VP1 BK polyomaviru interagujici
s gangliosidem GD3 (zobrazen jako tmavosedy kruh). P¥evzato z PDB ID: 4MJ0 (Neu ez al, 2013).

2.1.4 Zivotni cyklus polyomaviru

Polyomavirovd infekce za¢ind ptichycenim viru na bunécény receptor, odkud je virus
internalizovan do ¢asného endosomu (Liebl et al, 2006), endolysozomalnich vackt (Qian er al,
2009) a dale do endoplasmatického retikula (ER; Pelkmans er a/, 2001). Béhem internalizace
dochazi ke konformac¢ni zméné kapsidy, ktera vede k obnazeni minoritnich proteini, jez mozna
napomdhaji iniku z ER ¢&i vstupu do jadra [pravdépodobné diky viroporinové aktivité minoritnich
proteind, tedy schopnosti vytvatet pdry v buné¢né membrané (Rainey-Barger et al, 2007)]. Virus
se poté dostavd do jadra, kde dochazi k expresi ¢asnych gent, jez poté umozni replikaci virového
genomu. Nasleduje exprese virovych genti pozdni fize infekce, ktera dava vzniknout kapsidovym
proteinim. Kapsidové proteiny se po syntéze v cytoplasmé dostavaji do jadra pomoci jaderného
lokaliza¢niho signdlu. V jadfe dochdzi k formaci viriont, které jsou do okoli uvolnény pomoci lyze
buriky (Knipe a Howley, 2007). Mezi virovym potomstvem mizeme rozlisit plné infekéni viriony,
pseudoviriony a prazdné ¢astice. Prazdné ¢astice Casto tvoii agregaty a do okolnich bunék zfejmé
vstupuji odli$nou cestou od viriont a pseudoviriont (shrnuli Neu er a/, 2009). Navic pouze malé
procento viriond je po internalizaci do dal$ich bunék schopno proniknout az do jadra, vétsina

viriont je svedena na neproduktivni cestu, jez vede k degradaci (Mannova a Forstova, 2003).
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Na rozdil od permisivnich bunék, které umozni pomnozeni viru nasledované lyzi buriky,
nepermisivni bunky replikaci viru neumozni a dochdzi zde pouze k expresi Casnych gent.
Proteiny kédované témito geny maji transformacni potencial, nebot vyvazuji zdsadni regulatory
bunééného cyklu (p53 a pRb) a aktivuji drahy signdlni transdukce (skrze vyvazani protein
fosfatdzy pp2a, ktera defosforyluje proteiny fosforylované kindzami signalnich drah a ptisobi tedy
proti jejich uc¢inku). Takové buiiky se tedy plisobenim viru mohou zménit v nddorové (Imperiale,

2001).

2.1.5 Vstup polyomavirt do butiky

Co se tyce pruniku viru do buriky, pouzivaji polyomaviry netradi¢ni pfistup. Pro svij
vstup totiz nevyuzivaji proteinové ¢i glykoproteinové receptory, jako je tomu u vétSiny virt, ale
namisto nich vazi glykosylované lipidy - gangliosidy. Gangliosidy patii mezi glykosfingolipidy a
sestavaji z ceramidu zanoteného do membrany, na néjz je vazan oligosacharid obsahujici kyselinu
sialovou (obr. 4). Kyselina sialova (neboli kyselina N-acetylneuraminova, NeuNAc) miize byt na
sacharid ptipojena vazbou («-2,3), (a-2,6) nebo («-2,8). Nazev gangliosidu je tvofen pismenem
G (gangliosid), podle po¢tu molekul kyseliny sialové se oznacuji GM (mono), GD (di), GT (tri) atd.,
nasledované ¢islici odvozenou od zptsobu déleni p¥i chromatografii na tenké vrstvé. Vazba
kyseliny sialové virionem nasledné vyvold konformaé¢ni zménu nejen hlavniho, ale i minoritnich
kapsidovych proteini VP2 a VP3 a umozni tak dalsi kroky Zivotniho cyklu viru (Cavaldesi er al,

2004).

Jednotlivi zastupci polyomavirti vyzaduji pro svij vstup interakci s rtiznymi gangliosidy.
Viru SV40 slouzi ke vstupu gangliosid GM1 (Tsai er al, 2003), gangliosidy GD1b a GT1b
zprostfedkovavaji vstup BK viru (Low er al, 2006), skrze GT1b vstupuje také virus karcinomu
Merkelovych bunék (Erickson er al, 2009). U JC viru je situace odli$na, zde zfejmé funguje
nejprve pentamerni oligosacharid obsahujici (a-2,6)-vazanou kyselinu sialovou — tetrasacharid
laktosérie ¢ (LSTc), odkud je virus nasmérovan na serotoninovy receptor 5-HT2a (Assetta er al,
2013). Volba téchto receptorti viru umoziuje infikovat oligodendrocyty a astrocyty v centrdlni
nervové soustavé, kam se dostdva skrze infekci B lymfocytt v krevnim fecisti (Elphick er al,

2004).
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Obr. 4: Struktura gangliosidi sestdvajici z lipidové casti a
) oligosacharidu. Nékteré z gangliosidil jsou uzivany polyomaviry
Ceramid pro vstup do butiky - SV40: GM1, MPyV: GDla a GTlb,
MCPyV: GT1b. Pfevzato a upraveno dle O’'Hara ez al. (2014).

Vstup mysiho polyomaviru do buiiky je zprostfedkovan gangliosidy GD1a a GT1b (Tsai er
al, 2003), nové byl také nalezen gangliosid GT1a (Buch er a/, 2015). Ptidani gangliosidu GDla
k bunkam, které gangliosidy postradaji, vede k vazbé a vstupu polyomaviru nasledovaném infekci
bunky (Gilbert a Benjamin, 2004; Gilbert et al, 2005; Tsai er al, 2003), coz bylo potvrzeno
dokonce i in vivo, kdy bunky vyjmuté z mysi s pferusenou drahou syntézy gangliosidd GDla
a GT1b, jez nebyly infikovatelné, po inkubaci s gangliosidy infekci umoznily (You er al, 2015).
Star$i literatura uvadi, ze gangliosidy slouzi pro prvotni vazbu viru na povrch buriky, odkud je
virus nasledné presmérovan na koreceptor pro vstup — a4f1 integrin (Caruso et al, 2003). Qian
a Tsai (2010) se obecnou roli glykoproteinid pti infekci my$im polyomavirem zabyvali detailnéji
a zjistili, Ze mysi polyomavirus vaze kyselinu sialovou jak na povrchu lipidd, tak na povrchu
proteinti, po vazbé sialyzovaného glykoproteinu je vSak virus sveden na endocytickou drahu
koncici degradaci v lysozomu ¢i exocytézou viru a k infekci zpravidla nedojde, zatimco po vazbé

na gangliosid je virus v komplexu stimto gangliosidem internalizovan do endoplasmatického

17



retikula a builku infikuje (viz obr. 5). Nadmérnd exprese modelovych glykoproteinti infekci snizila
diky kompetici s gangliosidy o vazbu viru, naopak odstranéni glykoproteinti z plasmatické
membrany zvysilo transport viru do ER i infekci (autortim se vSak nepodatilo odstranit integriny,
takze jejich vliv na infekci zistava stdle sporny). Udava se, ze priichod viru endoplasmatickym
retikulem je nezbytnym krokem produktivni infekce (Magnuson et al, 2005; Gilbert ez al, 2006;
Lilley et al, 2006). Zajimavé je, ze maturované gangliosidy se bézné do endoplasmatického
retikula nedostavaji (Schwarzmann, 2001), tato transportni drdha je spousténa pravé po interakci
s polyomavirem nebo také cholerovym toxinem (Lencer a Tsai, 2003; Qian a Tsai, 2010). Qian et
al. (2009) navic zjistili, Ze nanocastice pokryté anti-GDla protildtkou po interakci s GDla na

povrchu builky byly spole¢né s timto gangliosidem internalizovany do ER.

Glykolipidy Glykoproteiny

(napf. gangliosidy GD1a ¢i GT1b Polyomavirus /

b8 J

Plasmatickd membréna

\w__/ ~
Endolysozom @ @ Endolysozom

Neproduktivnicesta

Endoplasmatické
retikulum

v
i
Jé‘Zro

v

Infekce

Produktivni cesta

Obr. 5: Osud polyomaviru po vstupu do buriky skrze glykolipidy ¢i glykoproteiny. Po interakeci s glykolipidem je
polyomavirus navazany na glykolipid internalizovan do endolysozomu a déle do endoplasmatického retikula, odkud se
dostdvd do jddra a mize se zde pomnozit. Pokud vSak polyomavirus do buriky vstoupi prostfednictvim vazby
glykoproteinu, je internalizovédn do endolysozomu, odkud je zaveden na degrada¢ni cestu a k infekci nedojde. Pfevzato
a upraveno dle Qian a Tsai (2010).
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Pti charakterizaci gangliosidii jako receptori polyomaviru byl také vyuzit inhibitor
tyrosinovych kindz imatinib mesyldt zndmy pod obchodnim nazvem Gleevec, uzivany naptiklad
pro lé¢bu chronické myeloidni leukemie s nalezem Filadelfského chromozomu. Tyrosinové kindzy
rodiny Abl jsou totiz zodpovédné za regulaci mnozstvi funk¢nich gangliosidi na povrchu buky
ato skrze inhibici membranové sialiddzy Neu3, kterd z gangliosidi na povrchu plasmatické
membrany odstépuje kyselinu sialovou (Miyagi er al, 2008). Aplikaci Gleevecu na builky tak dojde
k inhibici kinaz, které nemohou inhibovat sialiddzy a sialiddzy proto odstépi kyselinu sialovou
z gangliosidli, ¢imz znemozni vazbu polyomavirG (Swimm et al, 2010). U mysi linie NIH-3T3
permisivni pro MPyV, kterd exprimuje relativné velmi malo gangliosidu GDla a zddny GT1b,
dochézelo po inkubaci s Gleevecem k poklesu detekovatelného gangliosidu GDla na membrané
a zaroven k poklesu vazby viru na buriky, a nasledné i k poklesu infektivity viru. Pfidani GDla
k bunikdm inkubovanym s Gleevecem z vétsi miry infektivitu obnovilo, coz je opét dikazem, ze
gangliosidy jsou nezbytné pro tspésnou infekci MPyV (Swimm et al, 2010). Novéjsi prace vsak
jednoznacné prokazaly, Ze jejich role neni spojena s vlastni vazbou viru na povrch burky, protoze
gangliosidy nejsou nutné pro navazani viru na burku (Buch er aZ, 2015) ani pro jeho internalizaci

(You et al, 2015).

To je v pfikrém rozporu s dfive vSeobecné ptijimanym ndzorem, Ze ptichyceni viru na
buriku dokaze rozhodnout o pribéhu celé infekce a zasadné urcit tropismus viru. Star$i srukturné-
funkéni studie z doby, kdy jesté nebyly specifické receptory polymavirti charakterizovany,
pfedpokladaly, Ze zdména jediné aminokyseliny proteinu VP1 v misté zodpovédném za interakci
s receptorem obsahujicim sialooligosacharid méni povahu interakce viru s povrchem bunky a
ovliviiuje patogenitu viru (Freund er al, 1991; Mezes a Amati, 1994; Bauer er al, 1995). Novéjsi
studie s vyuzitim cilené mutageneze dnes vSak jednozna¢né prokazuji, Ze bez ohledu na zménu
afinity k povrchu buiky, infektivitu si polyomaviry zachovavaji pouze v ptipadé, Ze mutace VP1
proteinu zmeéni specificitu pro konkrétni gangliosid ve prospéch jiného gangliosidu (Magaldi ez a/,

2012; Neu er al, 2013; Buch er al, 2015).

Zajimavosti, danou nezvyklym vybérem lipidového receptoru, je objev Ewerse et al
(2010), kteti zjistili, ze p¥ichyceni viru SV40 na gangliosid GM1 mtize samo o sobé vyvolat tvorbu
membranovych invaginaci okolo mista interakce a to diky struktufe gangliosidii navazanych na
virové castici, které zaktivi membrdnu. Vybér gangliosidi jako vstupnich receptorti ma tedy

skute¢né vyznamny dopad na zivotni cyklus polyomavira.

19



2.2 Viru podobné ¢éstice

Neékteré viry, mezi néz polyomaviry beze sporu pat#i, z hlediska mediciny nepfedstavuji
pouze protivnika, pfed kterym je tfeba se branit. Kapsidové proteiny polyomavirG a také
nékterych dalsich virt totiz dokazi samovolné zaujmout podobu virové kapsidy a vytvotit viru
podobné castice nazyvané VLPs (z anglického virus-like particles), které je mozné vyuzit
k terapeutickym ucelim. MPyV VLPs neobsahuji virovy genom a nejsou tedy infek¢ni, mohou
vSak obsahovat ¢asti DNA bunék, v nichz jsou produkovany a jsou také schopny do sebe cizorodou
DNA zabalit (Stokrova et al,, 1999). Pro tvorbu VLPs nejsou tfeba #adné posttranslaéni modifikace
VP1 proteinu (Salunke er al, 1986) a neni nutna ani ucast minoritnich kapsidovych proteini
(Montross et al., 1991). Pro sviij vstup do burniky vyuzivaji stejnou cestu jako viriony (Richterova et
al, 2001) a jsou zfemé schopny interagovat i s gangliosidy GDla, GT1b (Smith er al, 2003)
a pravdépodobné také GT1a (Buch er al, 2015).

Viru podobné ¢astice maji nanometrové rozméry a mnoho unikdtnich vlastnosti. Diky
schopnosti u¢inného vstupu do bunék, vysoké stabilité, moznosti genetickych ¢i chemickych
manipulaci, vnitinimu prostoru pro zabaleni litek a relativné levné a jednoduché produkci je
mozné vyuzit je jako nanocastic pro biomedicinské aplikace. Lze je vyuzit pro dopravu latek do
bunék (muze se jednat o léc¢iva, kontrastni latky pro diagnostiku ¢i terapeutickou DNA). Proti
mys$imu polyomaviru nejsou v lidské populaci pfitomny protilatky, proto lze uvazovat o VLPs

odvozenych od MPyV i pro klinické pouziti.

Na druhou stranu, pravidelna struktura VLPs slozend ze 72 opakovani pentamery piisobi
jako imunologické adjuvans, svou velikosti je dokonce preferovdana pro pohlceni dendritickymi
bunikami (Fifis et al, 2004; Grgacic a Anderson, 2006), proto VLPs mohou byt vyuzivany pro
piipravu vakcin. Pro vakcinaci nemusi byt vyuzity pouze VLPs odvozené od viru, proti némuz
chceme ockovat (napt. JCV ¢i BKV), ale miizeme ptipravit rekombinantni VLPs, které na svém
povrchu vystavuji imunodominantni epitopy jinych vird, piipadné markert nadorovych bunék,
proti nimZz si imunita, aktivovand adjuvantnim ucinkem pravidelné struktury VLPs, vytvoii
obranu. Dnes jsou jiz bézné pouzivany VLPs vakciny odvozené od papilomavirt pro vakcinaci
proti rakoviné délozniho ¢ipku a VLPs odvozené od viru hepatitidy B pfi o¢kovani proti Zloutence

typu B.
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Pro vyuziti VLPs k terapii a diagnostice onemocnéni je tfeba zajistit, aby virové castice
vstupovaly pouze do zvolenych bunék. Casto se ale typ tkané, na kterou chceme viru podobné
¢astice cilit, neshoduje s tkani, kam dastice pfirozené vstupuji, a je proto tfeba viru podobné

¢astice modifikovat a pfesmérovat je na pozadovany typ bunék.

2.3 Smérovéni virt a viru podobnych &¢éstic

Ptresmérovani virti zpravidla probiha skrze interakci s povrchovou molekulou zvoleného
bunécéného typu, ktera viru slouzi jako receptor pro vstup do buriky. Takova molekula musi tedy
byt charakteristickd pro dany bunécny typ a musi po vazbé nanocastice umoznit internalizaci
nanocastice. Pfi cileni na rakovinné builky se napfiklad casto vyuzivd nadmérné exprese
nékterych proteind témito burikami, jez jsou ve zdravé tkani exprimovany v niz$im mnozstvi nebo
vibec, napfiklad receptor pro lidsky epidermalni rtstovy faktor 2 (HER2), jenz je nadmérné
exprimovan v mnoha typech nadort (Yarden, 2001), annexinl vyskytujici se na povrchu
endotelidlnich bunék v nddorové tkani (Oh er al, 2004), folatovy receptor, ktery se ve zvySené
mife vyskytuje nejen na povrchu bunék nddoru prsu (Coney er al, 1991) ¢i membranovy antigen

specificky pro nador prostaty (PSMA; Israeli er al, 1993).

Metod, jak pfesmérovat viry na tyto cilové molekuly, byla jiz vyvinuta cela fada. Kapsida
¢i obal viru jsou pti nich modifikovany tak, aby se specificky vazaly pouze na tyto molekuly.

Zptsoby modifikace viru se daji rozdélit na chemické a genetické.

Pfi genetickych modifikacich je do sekvence kapsidového ¢i obalového virového proteinu
umisténa sekvence smérujici molekuly a to bud inserci ¢i substituci oblasti zodpovédnych za
interakci s receptorem. MiZze jit o ligand cilového receptoru, fragment protilatky proti dané
molekule ¢i pouze kratky peptid, o kterém je znamo, Ze se na cilovou molekulu s dostate¢nou
afinitou véze. Takovy peptid lze ziskat napiiklad metodou zvanou fagova ,display®, v niz je
knihovna ndhodnych peptidi fizovana s kapsidovymi proteiny bakteriofiaga, ktery tak na svém
povrchu tento peptid vystavi (proto display). Molekula, k niz hleddme interagujici peptid je
navazana na matrici a je inkubovana s figovou knihovnou. Z fagt, které se navazou na cilovou
molekulu je poté sekvenaci jejich genomu zji$téna sekvence peptidu zodpovédného za interakci
(Smith, 1985). Je vSak t¥eba myslet na to, ze umisténim takového peptidu do kontextu virové

¢astice miize dojit k pozménéni jeho vazebné schopnosti a stejné tak i cilova molekula v kontextu
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celé bunky jiz s nalezenym peptidem interagovat nemusi. Do genetickych metod také fadime

metody zaloZené na ndhodné mutagenezi a selekci, kterym bude vénovana samostatna kapitola.

Pti chemickych modifikacich je ke kapsidé ¢i obalovému proteinu viru chemicky
pripojena smérujici molekula, ktera je schopnd vazat svého interakéniho partnera na povrchu
cilové bunky. Pfipojeni molekuly miize byt realizovano biokonjugaci pfes zbytky aminokyselin
s reaktivnimi skupinami: aspartat, glutamdt, cystein a lysin. Pfikladem mtze byt aktivace
karboxylové  skupiny zbytku aspartdtu ¢ glutamitu jedné molekuly pomoci
N-hydroxysukcinimidu (NHS) a 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimidu (EDC)
nasledovana vytvofenim amidové vazby s aminem lysinovych zbytkt druhé molekuly (Steinmetz,
2010). Hojné je v soucasné dobé pro pt¥ipojeni molekul vyuzivano principu tzv. ,klik chemie® tedy
reakci azidu na jedné a alkynu na druhé molekule katalyzovanou médnym kationtem, kdy azidové
a alkynové skupiny mohou byt do molekul zavedeny pomoci zminéné NHS modifikace lysinovych
zbytki (Cho er al, 2014). Pfipojeni miize byt také realizovano skrze silné nekovalentni interakce,
napt. interakce avidin-biotin (Chen et al, 2013). Chemické modifikace tak nabizeji $irs$i spektrum
zplisobl pfesmérovani, neni zde totiz tak pfisné omezeni velikosti pfipojované molekuly, jako je
tomu u genetickych modifikaci a nemusime se tolik obavat o zachovani stability ¢astic p¥imym
zdsahem do jejich struktury. K virim a virovym dasticim tak miizeme pfipojit protilatky nebo
jejich casti, celé proteiny (naptiklad ligandy ¢i inhibitory cilovych molekul), ptipadné syntetické
vysokoafinitni molekuly jako aptamery [jednovldknové oligonukleotidy zaujimajici definovanou
3D strukturu (Cerchia et al, 2002)], affibody ¢i DARPiny [malé proteiny napodobujici protilatky
s vysokou antigenni specifitou (Skerra, 2007)].

Pfi smérovani viru je zpravidla také zdroven tfeba zamezit vyuzivani ptirozeného
receptoru viru. Pokud zruseni ptivodniho tropismu nebylo zpiisobeno samotnym smérovanim, 1ze
jej dosdhnout mutaci oblasti zodpovédné za vazbu receptoru. Pfi chemické konjugaci vétsich
molekul ¢asto tyto molekuly zakryvaji mista zodpovédnd za interakci s pivodnim receptorem a ta
jiZz nejsou interakci p¥istupna a neni tedy tieba se ptivodnim tropismem zabyvat. Hojné uzivanym
piistupem je také obaleni ¢astic polyethylenglykolem (PEG), ktery snizuje veskeré interakce
Castice s jinymi molekulami, navic také prodluzuje cas setrvani ¢dastice v krevnim fecisti, zvySuje
celkovou stabilitu ¢astic a také snizuje imunogenicitu ¢astic, coz je pro terapeutické latky vyhodné

(Gref er al, 1997; Lewis et al., 2006).
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2.3.1 Usmérnéni evoluce

Co se genetického pfesmérovani tyce, dosud uvadéné zpisoby byly piikladem tzv.
raciondlniho designu, kdy na zakladé znalosti podstaty interakce viru s cilovou buiikou cilené
zaménime kli¢ové aminokyselinové zbytky vedouci k pozadovanému pfesmérovani, tedy
naptiklad vlozime do struktury viru peptid, o kterém je znamo, Ze se na konkrétni receptor vaze.
Pokud vs$ak takovy peptid zndm neni, pfipadné neni zndma zddnd molekula typickad pro cilové
bunky, existuje také druhy zptisob, jakym lze zmény vazebnych vlastnosti dosahnout. Tento
zptsob spoléha na ndhodu a je nazyvan usmérnénd evoluce, nebot napodobuje proces pfirozené
evoluce tim, ze gen koédujici protein naseho zdjmu je nejprve ndhodné mutovan, ¢imz je vytvofena
rozsahla knihovna mutant, z niz je poté mutanta s pozadovanou vlastnosti vybrana selekci ¢i

testovanim vlastnosti.

Nejbéznéjsi metodou, jak lze gen niahodné mutovat, je polymerazova fetézova reakce
provedena v mutagennich podminkach, tzv. ,error-prone PCR”. Témi miiZe byt v nejjednodussim
provedeni pouziti DNA polymerdzy bez 3’ — 5 opravné exonukleazové aktivity. Sklon zanaset do
amplifikované sekvence chybné baze lze podpofit napiiklad zvySenim mnozstvi Mg? iontl ¢i
pfidanim Mn?* iontli, do reak¢ni smési (Wilson a Keefe, 2001). Existuji také komer¢ni enzymy
pfipravené specidlné pro tyto ucely (napiiklad Mutazyme® II DNA polymerdza, Stratagene).
Ptipadné l1ze do reakce vedle deoxyribonukleosidtrifosfati ptidat navic analogy nukleotidd, jejichz

zabudovani vede v dal$im kole amplifikace k zafazeni chybné baze do komplementarniho vldkna

DNA.

Dal$im zptsobem jak vytvotit knihovnu mutovanych sekvenci mtze byt metoda zvand
»~DNA shuffling”, ¢esky lze pfelozit jako michiani DNA. Jde o ndhodnou rekombinaci mezi
nékolika pfibuznymi geny. Homologni geny jsou v prvnim kroku ndhodné stépeny DNazou I
a v nasledujicim kroce dojde béhem polymerazové fetézové reakce (PCR) ke spojeni jednotlivych
fragmenta tak, ze vytvoii gen posklddany z rtiznych ¢asti riznych vstupnich genti. Do této PCR
reakce se neptiddvaji primery, nebot roli primerti zastanou nastépené fragmenty, které se riznou
meérou piekryvaji s ostatnimi a mohou tedy na sebe vzdjemné nasedat. Od toho také anglicky
nazev ,self-priming PCR”. V poslednim kroce se vysledny produkt namnozi v klasické PCR reakci
s vyuzitim primerti komplementarnich k zac¢atku a konci genu (Stemmer, 1994a, 1994b). Metoda
»~DNA shuffling“ byla poprvé pouzita ke zvyseni u¢innosti enzymu TEM-1 B-laktamdzy pti §tépeni
antibiotika cefotaximu pro zvyseni rezistence bakterii vii¢i tomuto antibiotiku. Po nékolika kolech
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procesu ,,DNA shuffling” a selekce nejschopnéjsich mutant dosahl Stemmer (1994b) 32 000x vyssi
rezistence bakterii vi¢i antibiotiku. Pouziti metody ,DNA shuffling” md diky pouhému
promichdni kédujicich sekvenci vét$i nadéji ptiblizit se pozadované funkci nez ndhodné mutovani
(viz obr. 6; Meyer et al, 2014) a ze stejného divodu pfi pouziti této metody oproti ndhodné

mutagenezi nedochdzi v takové mite ke vzniku stop kodont (Joern, 2003).

rvrs .

Metoda usmérnéné evoluce tedy p¥inasi vyhodu oproti raciondlnimu designu — neni tfeba
znat strukturu ani mechanismus funkce proteinu naseho zajmu, abychom jeho vlastnosti zménili.
Usmérnéna evoluce byla jiz mnohokrat vyuzita ke zméné funkce cilového proteinu ve smyslu
zvySeni termostability, zesileni vazebné afinity ¢i k ziskdni enzymatické aktivity na novych
neobvyklych substritech (Kumar a Singh, 2013). Stejné tak byla jiz tato metoda mnohokrat
aplikovdna ve snaze presmérovat viry na cilové buiky. Zde mize velmi napomoci ,DNA
shuffling”, nebot vlozenim nékolika sekvenci koédujicich kapsidové proteiny piibuznych vird do
reakce, kdy kazdy z téchto virGt ma jiné spektrum hostiteld a vyuzivd jiny receptor, zvysi

pravdépodobnost pfesmérovani viru na podobny receptor i zmény tropismu (Jang et al, 2007).

Neékteré analyzy fikaji, Ze samotnou nahodnou mutagenezi a selekci Ize jen tézko docilit
zisku nové funkce, jakou pottebujeme. Ze srovnani vyuziti raciondlniho designu versus usmérnéné
evoluce pro pfipravu katalyzdtort jednoduchych chemickych reakci vyplyvd, Ze pro zvyseni
pravdépodobnosti nalezeni proteinti s pozadovanymi vlastnostmi je vhodnéjsi nespoléhat jen na
nahodné mutace, ale zvysit pravdépodobnost tim, Ze sekvenci kédujici protein nejprve genetickou
modifikaci upravime na zdkladé dat z pocitacovych modeld, a teprve potom se ji ndhodnymi
mutacemi snazime lépe pfizptsobit kyzené funkci (Kipnis a Baker, 2012). Ptipadné aplikujeme

ndhodnou mutagenezi pouze na okoli pfedpokladanych aktivnich mist (Giger ez al, 2013).
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Obr. 6: Obrazné vyjaddfeni Sance nalezeni cilové sekvence pomoci metod ,error-prone PCR“ a ,DNA shuffling®. Body
predstavuji jednotlivé sekvence, osy predstavuji vzdélenosti sekvenci. Cim bliZe jsou si body, tim jsou si sekvence
podobnéjsi. Vlevo: ,Error-prone PCR® — ¢erny bod vyjadfuje vychozi sekvenci, $edé body jsou sekvence vzniklé
ndhodnou mutagenezi, které lezi blizko piivodni sekvence a maji nizkou $anci vytvofit zcela novou funkci (hvézdicka).
Vpravo: ,DNA shuffling” — ¢erné body znamenaji nékolik vychozich sekvenci, $edé body vznikaji promichanim téchto
sekvenci. Tyto funk¢ni a v prostoru sekvenci vzdéalené sekvence maji vyssi pravdépodobnost dit vzniknout nové funkci.
Upraveno dle Meyer er al. (2014).

2.4 Teranostika

Pokrokovou myslenkou dne$ni mediciny je zavedeni konceptu teranostiky. Jedna se o
pfedstavu spojeni diagnostiky a terapie do jediného kroku, vyuZzitelnou zejména pii 1é¢bé a

diagnostice rakoviny, kde je takové feSeni nejvice pottebné.

Teranostika je zaloZena na pouziti latek, které maji schopnost specificky oznacit
postizenou tkan pro jeji vizualizaci a zdroven do postizené tkané dorucit 1é¢ivo. Vizualizovatelné
znaceni teranostické latky umozni zobrazit vSechna loziska postizenych bunék a ziskat informaci o
biodistribuci, zpiisobu dopravy do builky, farmakokinetice a terapeutickém t¢inku dopravovaného
lé¢iva. Je to krok k personalizované mediciné schopné urdit, zda u daného pacienta lécba uc¢inkuje

nebo je nutné zvolit jiny lé¢ebny pFistup.

Latku vyuzitelnou pro teranostiku (¢asto se jedna o nanocastice) si tedy pfedstavme jako
velmi multifunkéni néstroj obsahujici nasledujici prvky (viz obr. 7; Kelkar a Reineke, 2011; Ding a

W, 2012):

e Terapeutickd latka: terapeuticka nukleovd kyselina, chemoterapeutikum ¢i latky pro lé¢bu
pomoci hypertermie, fotodynamiky, radia¢ni terapie, rentgenovych paprski nebo volnych

radikala
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e Znadici sondy: kontrastni litky pro zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) nebo
pocitatovou tomografii (CT), fluorescencni znacky (organické povahy ¢i quantum dots),
nukledrni zobrazovaci latky pro pozitronovou emisni tomografii (PET) ¢i jednofotonovou
emisni vypocetni tomografii (SPECT)

e Schranka, do niZ je mozné zabalit lé¢ivou latku a jejiz povrch lze modifikovat
vizualizovatelnymi znackami

¢ Smérujici molekuly na povrchu ¢éstice, jez zajisti interakci s cilovou tkdni

..‘ Radionuklid
&  (per/specT)

Smérujici ligand
(napf. protilatka)

Fluorescencni Léciva latka

znacka

Léciva latka

Ultrazvuk

D
Kontrastni latka

(napf. MRI, odraz  ~ Rentgenové
zlatych ¢astic aj.) zéfeni (CT)

Biodistribuce a farmakokinetika

Obr. 7. Schema nanodastice vyuzitelné pro teranostiku. Nanocastice modifikované smérujicim ligandem lze vyuzit pro
doruceni 1é¢ivé latky, zobrazeni pomoci metod MRI, PET ¢ SPECT, CT ¢&i detekci pomoci fluorescence nebo vySetieni
pomoci ultrazvuku. P¥evzato a upraveno dle Ding a Wu (2012).

Dlouhodobym cilem nasi laboratofe je pouzit a upravit VLPs - nanocastice odovozené od
polyomavirti tak, aby se mohly stat u¢innym teranostickym nastrojem. Tato prace je soucasti

tohoto projektu.

2.5 Rakovina prostaty

Rakovina prostaty je v souc¢asné dobé nejrozsitenéjsim nadorem v muzské populaci Evropy

(Ferlay er al, 2013), proto je na ni zamétena pozornost mnoha vyzkumnych skupin a je tedy dobie
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prozkoumanym modelem rakoviny. Postihuje zejména muze ve véku star§im 50 let a mtize tvofit

metastdze v kostech a lymfatickych uzlinach.

Pro diagnostiku rakoviny prostaty je podstatny vyskyt tohoto onemocnéni v rodiné. Pro
¢asné odhaleni rakoviny prostaty se pouziva zejména vysetieni prostaty pies kone¢nik (pohmatem
je zkoumdan povrch pfedstojné zlazy) a stanoveni hladiny PSA v krvi. PSA neboli prostaticky
specificky antigen, je protein produkovany prostatickou tkdni, jehoz zvySena hladina v krvi
naznacuje mozny vznik rakoviny prostaty v téle pacienta a pacientovi je na zakladé néj provedena
biopsie prostatické tkdné, kterd rakovinu prostaty potvrdi nebo vylou¢i. Zidsadnim problémem
vSak je, ze ke zvySeni hladiny PSA muze dojit napiiklad i pfi zdnétu prostaty ¢i benigni
hyperplazii prostatické tkané a navic, hladina PSA v krvi stoupa s vékem (Lilja et a/, 2008). Dalsi
nevyhodou stanoveni PSA je obtizné urceni prahové hodnoty, od které se d4 fici, Ze se s jistotou
jednad o rakovinu prostaty. Testovani hladiny PSA navic pivodné nebylo zavedeno pro ¢asnou
diagnostiku rakoviny prostaty, ale pouze pro sledovani stavu nadoru pfi odpovédi na lé¢bu tohoto
onemocnéni (Croswell et al., 2011). PSA tak neni spolehlivym markerem onemocnéni rakovinou
prostaty, mnoho pacientl je na zakladé jeho stanoveni oznaeno jako pozitivnich a naruseni
psychiky z obavy z nemoci (Fowler er al, 2006) a infekce vedouci az k septickym $okéim po
zbyte¢né biopsii prostaty (Rietbergen et al, 1997) tézko vyvazuji prospéch z odhaleni skute¢né
rakoviny prostaty u malého procenta pacientii, u nichz navic ve vétsiné ptipadi nikdy nedojde k
ohrozeni zivota nddorem (Welch a Black, 2010). Konkrétné na jednoho pacienta, kterému
diagnostika zachrani Zzivot, pfipadd 48 muzd, u nichz muze zbyte¢na 1é¢ba zpusobit Zivot
ohrozujici komplikace (Schroder et al, 2009). Z tohoto divodu je t¥eba hledat nové a spolehlivéjsi

zptsoby diagnostiky.

Pro 1é¢bu rakoviny prostaty je v praxi vyuzivano chirurgické odstranéni predstojné zlazy
(tzv. prostatektomie) nebo radioterapie [analyzy hovofi pro preferen¢ni vybér prostatektomie
z diivodu vys$si mortality pacient podstoupivsich radioterapii (Jaunarena et al, 2016; Wallis ez al,
2016)]. Ptipadné, pokud se jednd o casnd stadia rakoviny prostaty, lze se ptiklonit pouze
k pravidelnému sledovani pacienta. V ptipadé nalezu metastdzi se nasazuje hormonalni 1écba,
ktera ma zabranit tvorbé testosteronu (provadi se farmakologickou ¢i chirurgickou kastraci), ¢imz
omezi rist nddoru. Nékdy vsak aplikaci hormondlni 1é¢by dojde k vytvofeni tzv. kastra¢né

rezistentni formy nddoru. Potom musi na fadu pfijit chemoterapie a nové hormonalni preparaty

jako abirateron (Zytiga®) ¢i enzalutamid (Xtandi®), nebo je podan alfa zdti¢ radium-223
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(Xofigo®) (Gillessen er al, 2015). Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) schvélenou
metodou pro personalizovanou lé¢bu rakoviny prostaty je vakcina stimulujici imunitni systém
k boji proti rakovinnym burikdm zvana sipuleucel-T (Provenge®; Anassi a Ndefo, 2011). Zejména
kvili vaznym vedlej$im uc¢inkdm béznych technik se v soucasnosti pracuje na vyvoji piesnéjsich
diagnostickych i terapeutickych technik, které by dokdzaly mimo jiné rozlisit béZnou formu rakoviny
od agresivni.

Pti snaze specificky cilit nddorové buriky prostaty pro nalezeni vice specifického zptisobu
diagnostiky a 1é¢by bylo nalezeno nékolik charakteristickych membranovych markerti nékdy

nejen prostatickych nadorovych bunék:

e Receptor pro natriureticky peptid A (Wang et al,, 2011)

e Receptor pro peptid uvoliiujici gastrin (Bartholdi ez al, 1998)

e Mandza-6-fosfatovy receptor (Vaillant er al, 2015)

e Prostaticky specificky membranovy antigen (Israeli ez al, 1993)
e Sigma-1 a sigma-2 receptor (Vilner ez al, 1995)

25.1 PSMA ajeho cileni

PSMA je oznaCeni pro membranovy antigen specificky pro nador prostaty. Jedna se
o transmembrénovy protein (o velikosti pifiblizné 100 kDa; obr. 8), ktery je v nadmérném
mnozstvi vystavovan na povrchu velké vétSiny nddorovych bunék prostaty a také v systému
cévniho zasobeni mnohych dalsich solidnich nadord (Chang et al, 1999). Vyskytuje se vSak i na
povrchu nékterych zdravych tkani (proximdlnich renalnich tubuld, nadvarlat, vaje¢nikd, tenkého
stfeva a astrocytl centralni nervové soustavy) a v malé mife i ve zdravé prostatické tkani
(Mhawech-Fauceglia er al, 2007; Silver et al, 1997). PSMA vykazuje metaloproteazovou
enzymatickou aktivitu v =zdvislosti na tkanové lokalizaci a je téz oznaCovan jako
glutamatkarboxypeptiddza II (GCPII) ¢i NAALADéza z angl. N-acetylated alpha-linked acidic
dipeptidase. Ve stfevni sliznici plni funkci folat hydrolazy zprostfedkovanim kyseliny listové
z poly-y-glutamylovaného foldtu stfevnim buiilkdm, jez moznd pohdni metabolismus foldtu také
v nddorové tkdni a tim zvySuje jeji proliferaci (Yao et al, 2010). V nervové soustavé a ledvinach
potom odstépuje glutamat z N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamdtu a hraje tak roli p#i pfenosu signalu,

nebot obé latky zastavaji funkci neurotransmiteru (Robinson er a/, 1987).
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Obr. 8. Schema homodimeru lidského membrdnového antigenu specifického pro nddor prostaty (PSMA). Jeden
monomer (vpravo) je zobrazen poloprithledné s barevnym oznacenim jednotlivych domén extraceluldrni ¢asti proteinu.
Protedzovd doména je zobrazena zelené, apikdlni doména je zobrazena modie, C-koncovd doména je zobrazena zluté.
Druhy monomer (vlevo) je zobrazen poloprithledné Sedou barvou. N-vdzané cukerné zbytky jsou zobrazeny tyrkysové,
Zn* jonty aktivniho mista jsou zobrazeny jako Cervené kruhy. Levy panel: V plasmatické membrdné astrocytt a
Schwannovych bunék je PSMA zodpovédny za katabolismus N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu (NAAG) — nejvice
zastoupeného peptidového neurotransmiteru v savéim nervovém systému. Produkty reakce jsou N-acetylaspartit a
glutamat, které jsou selektivné transportovany do gliovych bunék, metabolizovany a znovu pouzity pro syntézu NAAG
v neuronech. Pravy panel: V plasmatické membriné enterocytt proximalniho jeuna PSMA sekven¢né hydrolyzuje C-
koncovy y-glutamat z poly-y-glutamylovaného folitu (FPGs). Findlnim produktem reakce je foldt, ktery muze byt
transcytdzou transportovan do krevniho fedisté. P¥evzato a upraveno dle Bafinka er al (2012).

V soucasné dobé probihad nepteberné mnozstvi studii zabyvajicich se cilenim na PSMA, at
jiz pomoci anorganickych ¢astic, polymernich ¢astic ¢i ¢astic odvozenych od virti za tcelem
diagnostiky, 1é¢by i jejich kombinace (teranostiky) nddorovych bunék prostaty (Shobana et al,
2013; Banerjee et al, 2014; Moon et al, 2014; Fuchs et al, 2015). Pro smérovani je uzivana fada
zptsobll — od smeérovani protilatkami proti PSMA, ptes aptamery, specifické inhibitory PSMA ¢i
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smeérujici peptidy (Aggarwal er al, 2006; Eder er al, 2014; Tykvart er al, 2014; Pfestroff et al,

2015). Mnohé z nich se nachézeji nebo jiz prosly klinickym testovanim!.

V nasi laboratofi byl vyuzit pfistup pfesmérovani viru podobnych ¢astic odvozenych od
mysiho polyomaviru na molekulu PSMA pomoci interakce se smérujicim peptidem (Suchanovd,
2012). Smérujici peptid byl vybran na zakladé fiagové ,display” (Lupold a Rodriguez, 2004)
a kodujici sekvence pro tento peptid byla substituci vlozena do sekvence kodujici povrchovou
smycku BC kapsidového proteinu VP1 (BCsub MPyV VLPs). Vysledné castice byly stabilni
a prestaly se vazat na kyselinu sialovou (testovano pomoci vazby na c¢ervené krvinky, na néz se
divoky MPyV véze) a do pfirozené permisivnich bunék 3T6 prakticky nevstupovaly. Bohuzel se
vSak ukazalo, ze ackoli se vySe zminéné cdstice vazi na molekulu PSMA ukotvenou na povrchu
matrice skrze vazbu streptavidin-biotin, molekulu PSMA v kontextu nddorovych bunék prostaty

LNCaP vazat nedokazou (Za¢kova Suchanové, nepublikovana data).

Dals$im zptsobem cileni testovanym v nasi laboratoti byla chemicka konjugace inhibitoru
PSMA (Tykvart et al, 2014) na MPyV VLPs. Ke zvySeni specifity vazby modifikovanych ¢astic na
PSMA v kontextu nddorovych bunék oproti MPyV VLPs divokého typu vSak opét nedoslo

(Za¢kova Suchanova, nepublikovand data).

! http://www.pcf.org/site/c.le]RIROrEpH/b.5849073/k.9B21/Clinical Trials.htm,

https://www.centerwatch.com/clinical-trials/listings/condition/36/prostate-cancer

30


http://www.pcf.org/site/c.leJRIROrEpH/b.5849073/k.9B21/Clinical_Trials.htm
https://www.centerwatch.com/clinical-trials/listings/condition/36/prostate-cancer

3 CILEPRACE

Tato prace si kladla za ukol prozkoumat moznosti, které nabizi metoda usmérnéné evoluce
pro piipravu virovych ¢astic se zménénymi vazebnymi schopnostmi. Konkrétné se prace zabyvala
manipulaci mysiho polyomaviru (MPyV). Po zavedeni ndhodnych mutaci do kapsidy viru
a nasledné cilené selekci mutovanych virti by mély viry ztratit pivodni tropismus a specificky se
vazat ¢i vstupovat pfedevsim do cilovych bunék - modelovych nddorovych bunék prostaty. Byly

tedy definovany dva hlavni cile prace:

1) Zavést efektivni systém pro generovani ndhodnych variant mysiho polyomaviru s

mutacemi v hlavnim kapsidovém proteinu.

2) Ovérit funkénost navrzeného selek¢niho schématu a ptipadné jej modifikovat tak, aby
doslo k vybéru takovych variant mysiho polyomaviru, které se budou vézat na nadorové

burniky prostaty s vysokou afinitou.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Materiil

4.1.1 Markery molekulovych vah

DNA marker pro DNA elektroforézu: GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher

Scientific; obr. 9 vlevo)

Barevny proteinovy marker pro SDS-PAAGE nasledovanou metodou “Western blot”: Spectra™

Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific; obr. 9 vpravo)

Modry proteinovy marker pro SDS-PAAGE nésledovanou barvenim Coomassie Brilliant Blue:
Prestained Molecular Weight Marker, M.W. 27,000-180,000 (Sigma-Aldrich); proteiny pouzité

v markeru:

o2 — makroglobulin (173 kDa)

B — galaktosidaza (114 kDa)
Fruktézo-6-fosfatkindza (96 kDa)
Pyruvatkindza (66 kDa)
Fumardza (59 kDa)
Laktatdehydrogenaza (38 kDa)

Triozofosfatizomerdza (32 kDa)

1 kb Plus kDa
—~260 —

—~140-

- ~100 -
— ~70 —|

— ~40 ~| -

— ~35 —| -

— <25 ~| -

- 15— —

Gel , Blot

1% agarose

Obr. 9. Pouzivané markery molekulovych vah. Vlevo DNA marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific), vpravo proteinovy marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific)
www.thermofisher.com
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4.1.2 Kultiva¢ni média

Kultiva¢ni média pro bakterie

SOC médium: 2% (w/v) pepton pro bakteriologii (Imuna), 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt
(Imuna), 10 mM NaCl (Sigma), 2,5 mM KCI (Lachema), 20 mM glukéza (Serva), 10 mM
MgClz (Sigma), 10 mM MgSOs (Sigma). Roztoky MgCLl: a MgSOs pfipraveny 100 mM,

sterilizovany zvlast, do média pfidany tésné pred pouzitim.

TPN médium: : 2% (w/v) pepton pro bakteriologii (Imuna), 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt
(Imuna), 0,5% (w/v) NaCl (Sigma)

LB médium (Luria-Bertani médium): 1% (w/v) pepton pro bakteriologii (Imuna), 0,5%

(w/v) kvasni¢ny extrakt (Imuna), 1% (w/v) NaCl

Kultiva¢ni média pro savéi butiky

Médium DMEM se sérem: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma), 10%

(v/v) fetalni sérum z telete (Sigma), 2mM L-glutamin (Gibco)

Médium DMEM bez séra (BSM DMEM): DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;

Sigma), 2mM L-glutamin (Gibco)

Médium IMDM se sérem: IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium; Sigma), 10%

(v/v) fetalni sérum z telete (Sigma), 2mM L-glutamin (Gibco)
Médium RPMI: RPMI-1640 (Sigma)

DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline; Lonza)

4.1.3 Antibiotika

Antibiotika pro selekci bakteridlnich bunék
Ampicilin (Biomedika), koncentrace v médiu 100 pg/ml

Antibiotika pro selekci savé¢ich bunék ¢i pro obranu savéich bunék pied kontaminaci
Smés antibiotik pro tkanové kultury (Sigma), zdsobni roztok je 100x koncentrovany
Zeocin™ (InvivoGen), koncentrace v médiu 2 mg/ml

G-418 (Geneticin; Thermo Scientific), koncentrace v médiu 400 pg/ml
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4.1.4 Enzymy

Vent® DNA polymeraza (NEB)

High Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific)
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)
Advantage® HD polymerase (Clontech)

DNaéza I (Roche)

Restrik¢éni endonukleazy (Fermentas, NEB)
Neuraminiddza z Vibria cholerae (Sigma)

Aprotinin (Sigma)

Trypsin (Sigma)

Accutase® solution (v praci nazyvana akutdza; Sigma)

4.1.5 Casto u¥ivané roztoky

1x PBS (fosfatovy pufr): 0,137 M NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na:HPOs - 12 H20, 1,8 mM
KH:POs, pH 7,4

Versen: 0,25% EDTA v PBS (Sevac)
Trypsin: 0,25% Trypsin (Sigma) v PBS
Pufr B: 10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,01 mM CaCl:

EDTA-NaOH (pH 8,0): 0,5 M EDTA, pH upraveno pomoci NaOH na hodnotu 8,0

4.1.6 Komer¢ni soupravy
GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
- Izolace plasmidu z bakterialni kultury
JetStar™ 2.0 Eridotoxin-free Maxiprep Kit (Genomed)
- Maxipreparace plasmidu z velkého objemu bakteridlni kultury
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

N2

- Ptecisténi PCR smési po PCR nebo po izolaci PCR z gelu
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GeneMorph II Random Mutagenesis Kit (Stratagene)
- Néhodna mutageneze pomoci enzymu “Mutazyme” II polymerase”
JBS dNTP-Mutagenesis Kit (Jena Bioscience)
- Nahodnd mutageneze pomoci mutagennich analogt nukleotida
JBS DNA-Shuffling Kit (Jena Bioscience)
- Ndahodné rekombinace homolognich genti metodou “DNA shuffling”
In-Fusion® HD Cloning (Clontech)
- Klonovéani mutovanych VP1 geni do vektoru
Cell Line Nucleofector® Kit (Lonza)
- Transfekce sav¢ich bunék metodou Nukleofekce®
Qubit® dsDNA HS Assay Kit a Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen)
- Stanoveni koncentrace DNA ve vzorku
Qubit® Protein Assay Kit (Invitrogen)

- Stanoveni koncentrace poteinti ve vzorku

4.1.7 Primery pro PCR

Pro ptipravu MPyV VPIgenu:
Ev-MPyV-start-fw: 5' - TCATAGAGGAAGATGGCCCCCAAAAG - 3'

- Nasedd na zac¢atek VP1 genu, zluté je vyznacen inicia¢ni kodon ATG, modte
¢ast sekvence plasmidu pBS-Pyl lezici za VP1 genem

Ev-MPyV-stop-rw: 5' - TGTAATGTGCAAGAAGGCGACGAC - 3'
- Naseda za konec VP1 genu
Pro ptipravu SV40 VP1 genu:
Ev-SV40-start-fw: 5' - TCATAGAGGAAGATGAAGATGGCCCCAACAAAAAGAAA
AGGAAG-3'

- Nasedd na zacatek VP1 genu, modie je vyznaCen ndstavec komplementarni
k vektoru, zluté je vyznacen inicia¢ni kodon ATG
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Ev-SV40-stop-rw: 5' - TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAA - 3'
- Nasedd na konec VP1 genu
Pro pfipravu JCV VP1 genu:
Ev-JC-start-fw: 5' — TCATAGAGGAAGATGGCCCCAACAAAAAGAAAAGGAGAA
AGG-3'

- Nasedd na zacatek VP1 genu, modie je vyznaCen ndstavec komplementarni
k vektoru, zluté je vyznacen inicia¢ni kodon ATG

Ev-JC-stop-rw: 5' = TTACAGCATTTTTGTCTGCAACTGTCCAT - 3'
- Nasedd na konec VP1 genu
Pro pripravu BKV VPlgenu:
Ev-BK-start-fw: 5' — TCATAGAGGAAGATGGCCCCAACCAAAAGAAAAGGAGAGT-3'

- Nasedd na zacatek VP1 genu, modie je vyznaCen ndstavec komplementarni
k vektoru, zluté je vyznacen inicia¢ni kodon ATG

Ev-BK-stop-rw: 5' - TTAAAGCATTTTGGTTTGCAATTGTCCCTGTT - 3'
- Nasedd na konec VP1 genu
Pro ptipravu MCPyV VPlgenu:
Ev-MCV-start-fw: 5' - TCATAGAGGAAGATGGCACCAAAAAGAAAAGCATCATC
CACCT -3

- Naseda na zacitek VP1 genu, modfe je vyznacen nastavec komplementarni
k vektoru, zluté je vyznacen inicia¢ni kodon ATG

Ev-MCV-stop-rw: 5' = TCATAATTCTTGTGTTTGGCTTTCTTTTTGAGAG -3’

- Naseda na konec VP1 genu
Pro ptipravu vektoru (inverzni PCR):
Ev-Inv-pBS-Pyl-fw: 5' = CATCTTCCTCTATGACTGTTGCC - 3'

- Naseda na zacatek VP1 genu, sméfuje do vektoru, zluté je vyznacen inicia¢ni
kodon

Ev-Inv-pBS-Pyl-opr.-fw: 5' - CATCTTCCTCTATGACTGTTGCCCAAGT - 3'

- Prodlouzeny pfedchozi primer, naseda na zacatek VP1 genu, sméfuje do
vektoru, zluté je vyznacen inicia¢ni kodon

Ev-Inv-pBS-Pyl-rw: 5' - GTCGTCGCCTTCTTGCACATTACA - 3'
- naseda za konec VP1 genu, sméfuje do vektoru
Novy primer Ev-Inv-pBS-Pyl-rv: 5' - GAACCTCCTTCACAAGACCCTGAA - 3'

- nasedd za konec VPl genu, sméfuje do vektoru, oranzova Cdcast je
komplementarni k primeru Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-stop-rv
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Pro 1. kolo JBS dNTP-mutageneze:
Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-start-fw: 5' - GCCCCCAAAAGAAAAAGCGGCGTCT - 3'
- naseda na zac¢atek VP1 genu MPyV za inicia¢ni kodon
Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-stop-rv: 5' - GTGACCAGTTTGCTAGTGAGTGCTC - 3'
- naseda za VP1 gen MPyV do plasmidu pBS-Pyl
Pro 2. kolo JBS dNTP-mutageneze:
Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-start-fw:
5' -TCATAGAGGAAGATGGCCCCCAAAAGAAAAAGCGGCGTCT -3

- shodny sprimerem Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-start-fw, ale navic
prodlouzeny o nastavec komplementarni k vektoru pBS-Pyl vyzna¢eny modfe,
inicia¢ni kodon ATG vyznacen zluté

Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-stop-rv:
5'-TTGTGAAGGAGGTTCGTGACCAGTTTGCTAGTGAGTGCTC - 3'

- shodny sprimerem Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-stop-rv, ale navic
prodlouzeny o nastavec komplementdrni k vektoru pBS-PylI vyznaceny zelené

Sekvenac¢ni primery pro sekvenaci mutovanych VP1 genti:
Sq-MPyV-ATG: 5' - TCACTCCTGACTGGATGCTTCC - 3'
- naseda do vzdalenosti 81 bp za pted zac¢atek VP1 genu na plasmidu pBS-Pyl
Sq-MPyV-STOP: 5' - ATTCAGAGTGGAGATACCCTTGCC - 3'
- naseda do vzdalenosti 221 bp za konec VP1 genu na plasmidu pBS-Pyl
Pro selfpriming PCR:
Ev-selfprim: 5' - TCATAGAGGAAGATGGCCCCCAA - 3'

- navrzen tak, aby uplné nebo alespon caste¢né nasedal na zacdtky nékolika
polyomavirovych VP1 gent

4.1.8 Vektory

MCV-R17a endofree (AddGene)
- plasmid nesouci VP1 gen polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék
pCAG-SV40

- plasmid obsahujici pozdni oblast viru SV40, v¢etné genu pro VP1 protein (Nakanishi er

al,, 2008)
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p734A

- plasmid, v némz je vlozen cely genom viru BK (véetné VP1 genu), genom je pferusen

v sekvenci LT antigenu (prof. Kristina Dorries, Univerzita Wiirzburg)
pFB Dual + JCV VP1, kolonie 8

- plasmid pFB Dual obsahujici VP1 gen viru JC (poskytnut Mgr. Martinou Zajicovou)
pcDNA4/PSMA

- plasmid obsahujici gen pro PSMA (poskytnut RNDr. Michalem Smahelem, Ph.D.)
pmaxGFP

- plasmid nesouci gen pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) dodavany jako kontrolni

plasmid se soupravou Cell Line Nucleofector® Kit (Lonza), uzit pro kontrolu tranfekce
pUC19

- linearizovany vektor uzivany pro kontrolu uc¢innosti klonovani metodou In-Fusion®

(Clontech)
pBS-Pyl

- plasmid odvozeny od plasmidu pBS, kam byl vlozen genom mysiho polyomaviru (kmen
BG), ktery je zobou stran ohrani¢en 2 loxP misty umoznujici mistné-specifickou

rekombinaci (Hron et al, 2013; mapa plasmidu viz obr. 10)
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- SO-MPyW-STOP (1959 .. 1982)
— _Movy primer Ev-MPyY-2, PCR-stop-rv (2038 .. 2077)
'_/: Novg:f primer Ew-Inw-pBS-Pyl-re (2029 .. 2052}
| ;H' MNowy primer Ev-MPy'W-1, PCR-stop-ry {2053 ., 2077)
., Ev-MPyW-stop-rw (2103 ., 2126)

Ev-Inv-pBS-Pyl-rw (2103 .. 2128)

a
o
g pBs-PyI
= 8243 bp

= Movy primer Ev-MPyW-1, PCR-start-fw (3307 .. 3331)
~~ Ew-Inv-pBS-Pyl-fw (3332 .. 3354)

—— Ev-Inv-pBS-Pyl-opr-fw (3332 . 3359)

T Movy primer Ev-MPyW-2, PCR-start-fw ({3307 .. 3346)
\OEv-MPyW-start-fw (3321 ., 3346)

Ev-selfprirn (3324 ., 3346)

SQ-MPyW-ATG (3394 ., 3415)

Obr. 10. Mapa plasmidu pBS-Pyl. Plasmid obsahuje cely genom mysfho polyomaviru zahrnujici geny pro velky (LT),
sttedni (MT) a maly (ST) T antigen a kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3. Genom je lemovan loxP misty. Mapa byla

vytvofena pomoci programu SnapGene.

4.1.9

Bakteridlni kmeny

Kompetentni butiky Stellar™ (Clontech)

Topl0

Bakterialni kmen s vysokou t¢innosti transformace

Genotyp: F-, endAl, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96, phoA, ®80d lacZAMI5, A
(Lacha- argF) U169, A (mrr- hsdRMS — mcrBC), AmcrA, A-

Elektrokompetentni kmen bakterie £. coli

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara
leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG
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4.1.10 Savéi bunééné linie

NIH-3T6 — linie mysich fibroblastt (prof. Griffin, Royal Postgraduate School, London)
NIH-3T3 — linie mysich fibroblast

LNCaP - linie lidskych prostatickych nadorovych bunék, ktera exprimuje PSMA
PC-3 - linie lidskych prostatickych nadorovych bunék, kterd neexprimuje PSMA
DU-145 - linie lidskych prostatickych nddorovych bunék, ktera neexprimuje PSMA

T2 — linie my$ich embryondlnich fibroblastti odvozena od linie NIH-3T6, kterd vznikla stabilni

transformaci plasmidem pNit-Cre zajistujici stabilni expresi Cre rekombindzy (Hron et al, 2013)

4.1.11 Viry

Mysi polyomavirus (MPyV), kmen BG (prof. Griffin, Royal Postgraduate School, London)

4.1.12 Protilatky a fluorescenc¢ni barviva

Primarn{ protilitky

MaVP1-pro WB — mysi monoklonalni protilitka proti denaturovanému VP1 proteinu mysiho
polyomaviru (Forstova et al,, 1993), fedéna 50x

MaVP1-D4 — mysi monoklondlni IgG protilitka proti VP1 proteinu mysiho polyomaviru
(ptipravena RNDr. Alenou Drda Moravkovou, MBA, Ph.D.), fedéna 20x

RbaVP1 - krali¢i polyklondlni protilatka proti VP1 proteinu mysiho polyomaviru (pfipravena

Mgr. D. Lieblem, UMG AV CR), tfedéna 100x

MoPyVP2/3 2C8 - mysi monoklondlni IgG protilatka proti proteinim VP2 a VP3 (Forstova et al,
1993), fedéna 4x

RataLT1 — krysi monoklondlni protildtka proti LT antigenu mystho polyomaviru (S. Dilworth,

Imperial College School of Medicine, London), fedéna 50x

MoPSMA - mysi monoklondlni protilatka proti PSMA (ziskdna od RNDr. Pavla Sachy, PhD.,
UOCHB AV CR), fedéna 50x
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Sekundérni protilatky

DaM-Ax488 - osli protilatka proti mysim imunoglobulintim konjugovana s fluorescen¢ni barvou

Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), fedéna 1000x

DoaRat-Ax488 - osli protilatka proti krysim imunoglobuliniim konjugovana s fluorescen¢ni barvou

Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), fedéna 1000x

DoRb-Ax546 — osli protilatka proti krali¢cim imunoglobulinim konjugovana s fluorescen¢ni

barvou Alexa Fluor 546 (Molecular Probes), fedéna 1000x

GaM-Px - kozi protilatka proti my$im imunoglobulintim konjugovand s kfenovou peroxidazou,

tedéna 1000x (BioRad)
Fluorescenéni barviva

Alexa Fluor 488 NHS Ester (Succinimidyl Ester; Molecular Probes)
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4.2 Metody

42.1 Sterilizace

Roztoky a jednorazové plastové pomticky (mikrozkumavky a $picky pro mikropipety) byly
sterilizovdny v autokldvu pii tlaku 120 kPa a teploté 127 °C po dobu 30 minut, sklo bylo
sterilizovano horkym vzduchem pfti teploté 160 °C po dobu 3 hodin. Roztoky, jez neni mozné
sterilizovat v autoklavu, byly sterilizovany filtraci pies filtry s péry o velikosti 0,45 a 0,22 pm.
Pinzety a mikrobiologické hokejky byly po namoceni do 96 % (v/v) ethanolu sterilizovany

zihdnim v plameni.
4.2.2 PrAce s bakteridlnimi kulturami

4.2.2.1 Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany na agarovych LB plotnach [1% pepton (Imuna), 0,5% kvasni¢ny
autolyzat (Imuna), 1% NaCl (Sigma), 1,5% agar (Imuna)] 16 — 18 hodin pti teploté 37 °C
v termostatu nebo v tekutém LB médiu pfi teploté 37 °C a 200 rpm v tfepacce. Do médii bylo

zpravidla pfidano selek¢ni antibiotikum.

4.2.2.2 Ptiprava kompetentnich bakterif pro transformaci elektroporaci

Bakterie TOP10 z konzervy byly zao¢kovany do 20 ml TPN média a inkubovany 16 hodin
pfi 200 rpm a 37 °C za stalého tfepani. Po zméfeni optické hustoty pii vinové délce 560 nm (ODseo
z angl. optical density) byla bakteridlni kultura zaockovana do 400 ml TPN média tak, aby
vyslednd opticka hustota suspenze ¢inila 0,1. Kultura byla dale inkubovéna za t¥epani v 37 °C pfi
200 rpm a pravidelné byla kontrolovana jeji OD. Jakmile hodnota optické hustoty suspenze
dosdhla rozmezi 0,5 — 0,7 byla suspenze rozdélena do 8 centrifuga¢nich zkumavek o objemu 50 ml
a centrifugovana 10 minut pfi 3 000 x g a 4 °C. Supernatant byl slit a pelet byl resuspendovan
v 50 ml vychlazené sterilni ddH20. Suspenze byla opét centrifugovana 10 min p#i 3000 x g a 4 °C,
pelet byl resuspendovan ve 25 ml sterilni ddH20 a smés byla spojena do 4 50 ml-zkumavek. Po
centrifugaci (3 000 x g, 10 min, 4 °C) byl pelet resuspendovan ve 2 ml 10% glycerolu, suspenze
byly spojeny do 2 centrifuga¢nich zkumavek o objemu 50 ml a zde centrifugovany 10 min pfi

3000 x g a 4 °C. Pelet byl resuspendovan v 1 ml 10% (v/v) glycerolu (Lachema), suspenze byla
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rozplnéna po 50 ¢i 100pl do mikrozkumavek, okamzité zmrazena v tekutém dusiku a ulozena do

-80 °C.
4223 Transformace bakterif elektroporaci

(Dower et al., 1988)

Kompetentni bakteridlni buitky byly rozmrazeny na ledu. K 49 pl bunék byl ptidan 1 pl
In-Fusion® reak¢ni smési a suspenze byla inkubovana 1 min na ledu. Nasledné byla suspenze
pifevedena do vychlazené elektropora¢ni kyvety (o vzalenosti elektrod 2 mm) a vlozena do
elektroporatoru Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad), kde byl do smési aplikovan pulz (25 pF; 2,5 kV;
200 Q) o délce zpravidla 4,5 - 5 ms. K suspenzi byl okamzité pfidan 1 ml SOC média. Smés byla
pfenesena do Erlenmeyerovy baiiky a inkubovana 1 hod pti 37 °C a 200 rpm na tfepacce.
Bakteridlni kultura byla poté vyseta na agarové plotny se selek¢nim antibiotikem a inkubovana

16 — 18 hodin pii 37 °C v termostatu.

4.2.2.4 Transformace bakterii teplotnim $okem

Kompetentni builky Stellar™ (Clontech) byly rozmrazeny na ledu. Do centrifugacni
zkumavky o objemu 15 ml bylo pfeneseno 50 pl bunék a ptiddno zpravidla 2,5 ul DNA pro
transformaci (nejcastéji In-Fusion® reakéni smeési, viz ddle). Burky byly inkubovany na ledu
30 minut. Nésledoval teplotni Sok provedeny ve vodni ldzni pti 42 °C po dobu 45 sekund. Builky
byly poté ihned pfeneseny na led a zde inkubovany 1,5 - 2 minuty. K burikam bylo ptiddno 450 ul
SOC média (Clontech) ptedehtatého na 37 °C a bunécna suspenze byla inkubovana za neustalého
tiepani 60 — 90 min pti 37 °C a 200 rpm. Bakterie byly vysety na selek¢ni agarové plotny a

inkubovany 16 — 18 hodin pii 37 °C v termostatu.

4225 Ptiprava bakteridlnich konzerv

Bakterialni kultura v tekutém médiu byla v mikrozkumavce smisena s roztokem glycerolu
(Lachema) na vyslednou koncentraci glycerolu 15 %. Takto pfipravené konzervy byly uchoviny

v -80 °C.
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4.2.3 Prace s tkatiovymi kulturami

4.2.3.1 PasiZovani savéich bunék NIH-3T3, NIH-3T6, T2, LNCaP, PC3 a DU-145

Bunky NIH-3T3, NIH-3T6, PC3 a DU-145 byly péstovany v médiu DMEM se sérem na
Petriho miskdch (PM). Buitkdm T2 bylo navic do média DMEM dodédvéno antibiotikum G-418

v kone¢né koncentraci 400 pg/ml. Butiky LNCaP byly kultivovany v IMDM médiu s 10% sérem.

Vsechny burky byly uloZzeny v CO: inkubatoru s 5% atmosférou CO:2 pti 37 °C. Kdyz
buriky na misce dosdhly konfluence, bylo z misky odsito médium a builky byly oplichnuty
roztokem Versenu (2,5 ml na PM@10 cm a 1,5 ml na PM@6 cm). Po prokyvani byl Versen odsén,
k bunikdm byl ptidan roztok Trypsinu (1 ml na PM@10 cm a 0,5 ml na PM@6 cm) a bunky byly
inkubovany v termostatu piiblizné 5 min p¥i 37 °C. Bunky byly poté resuspendoviny
v pfedehfitém médiu a rozdéleny na nové misky do celkového objemu 10 ml (PM@10 c¢m) ¢i 5 ml

(PM@6 cm) média v poméru:
buniky NIH-3T3, NIH-3T6, T2 a PC3: 1:6 az 1:15
buntky DU-145: 1:6 az 1:8
bunky LNCaP: 1:2 az 1:4
Burniky byly pasdzovany podle hustoty obvykle jednou za 3 — 4 dny.

4.2.3.2 Transfekce savéich bunék metodou Nukleofekce®

Buriky byly pfedchozi den pasizovany tak, aby v den transfekce dosahovaly 50 — 80%
konfluence. Buriky byly oplichnuty Versenem, poté inkubovany s Trypsinem a nasledné
resuspendovany v médiu DMEM se sérem. Takto sklizené buiiky byly spocitiny v Biirkeroveé
komitrce. Na jednu transfekci bylo pouzito 4 - 10° bunék, které byly pfeneseny do centrifuga¢ni
zkumavky o objemu 15 ml a centrifugovany 10 min, 90 x g, RT. Buné¢ny pelet byl resuspendovan
s 3 — 6 ug plasmidové DNA izolované pomoci soupravy JetStar™ 2.0 Endotoxin-free a 100 pl
nukleofekéniho roztoku Amaxa Nucleofector Solution V (roztok nesmi ziistat na burikdch déle nez
15 minut.) Suspenze byla pfenesena do kyvety (vzdilenost elektrod 2,5 mm, Lonza). Pomoci
piistroje Amaxa® Cell Line Nucleofector® (Lonza) byl do suspenze aplikovan elektricky pulz dle
nastaveni pro ptislusny typ bunék (program U-030 NIH 3T3 pro buriky 3T3 a program T-030
3T3-L1 pre-ad pro bunky T2). Okamzité po aplikaci pulzu bylo k buitkkdm pfidano 500 pl média
RPMI-1640, suspenze byla prenesena do mikrozkumavky a inkubovana 15 min pii 37 °C
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v termostatu. Nésledné byla bunécna suspenze dikladné resuspendovana, 15 — 50 pl  této
suspenze bylo vyseto do jamek 24-jamkové desticky s mikroskopickymi sklicky a zbytek suspenze
byl vyset na Petriho misku @10 cm s 10 ml média DMEM se sérem. Buiiky byly ulozeny do CO:

inkubdtoru.

Po 4 — 6 hodindch bylo médium v jakmdch a miskdch vyménéno za cerstvé. Druhy den
bylo médium nahrazeno médiem se selek¢nim antibiotikem. 24 — 72 hodin po transfekci byly
buriky na sklickach fixovany a pomoci nep#imé imunofluorescence (kapitola 4.2.3.6) byla

detekovana pfitomnost proteinu, jenz byl kédovan transfekovanym plasmidem.

Pokud byl transfekovan plasmid nesouci virovy genom ohrani¢eny dvéma loxP misty, byly
misky s transfekovanymi buiitkami 72 hodin po transfekci zamrazeny a pouzity pro izolaci viru
(kapitola 4.2.3.8 a dale kapitola 4.2.6.1). V pripadé transfekce s cilem ustavit bunéc¢nou linii trvale
exprimujici transfekovany gen, byly buriky s transfekovanym plasmidem na PM@10 cm dile

selektovany na pfislusené antibiotikum (kapitola 4.2.3.5).

4.2.3.3 Transfekce savéich bunék s vyuzitim kationickych polymert ,,TurboFect Transfection

Reagents“

Bunky byly 24 hodin pfedem vysety do jamek 24-jamkové desticky s mikroskopickymi
sklicky v koncentraci 5 - 10* bunék/jamka v 1 ml média DMEM se sérem. Pied samotnou
transfekci bylo v mikrozkumavce smiseno 100 pl DMEM bez séra s 1 pg plasmidové DNA a 2 ul
TurboFect Transfection Reagents a inkubovdno 20 minut RT. Nasledné byla tato suspenze
nakapana do jamky s vysetymi burikami, jemné prokyvéna a desticka s buitkami byla ulozena do
termostatu (37 °C, 5% CO2 atmosféra). Zpravidla 24 hodin po transfekci byly buriky na skli¢cich
fixovany a exprese vnasenych genti byla testovana metodou nepiimé imunofluorescence (kapitola

4.2.3.6).

4234 Testovani rezistence bunék viiéi selekénimu antibiotiku

Buriky NIH-3T3 byly vysety na 24-jamkovou desti¢cku ve dvou koncentracich: 2 - 10* a
4 - 10* bunék/jamka v 0,5 ml média DMEM se sérem. Druhy den bylo do kazdé jamky (kromé
kontrolnich) ptiddno testované antibiotikum Zeocin™ v 10 rtiznych koncentracich pohybujicich
se vrozmezi 0 — 2 mg/ml (vzestupnd fada po 200 pg/ml), kazdad koncentrace antibiotika byla
aplikovana na builky vyseté v obou koncentracich. Kazdé 3 - 4 dny bylo médium odsito a

vymeénéno za Cerstvé s ptislusnou koncentraci antibiotika. Po 14 dnech byl vyhodnocen pocet
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burika, byla poté zvolena pro selekci bunék NIH-3T3 pfi pfipravé linie stabilné exprimujici

transgen.

4.23.5 Ustaveni bun&¢né linie se stabilni expresi transgenu

Cilovy gen kédujici PSMA umistény na plasmidu pcDNA4/PSMA (obsahujicim kromé
jinych také gen pro rezistenci k antibiotiku Zeocin™) byl vnesen do buné¢né linie NIH-3T3
pomoci nukleofekce (viz kapitola 4.2.3.2). 150 pl transfekovné bunécné suspenze bylo vyseto do
10 ml média DMEM na Petriho misku o priméru 10 cm, na druhou misku byl vyset zbytek
suspenze (pfiblizné 450 pl). Druhy den bylo builkdm vymeénéno médium za selekéni (mnozstvi
antibiotika v médiu bylo stanoveno dle postupu v kapitole 4.2.3.4) a kazdé 3 — 4 nasledujici dny
bylo selek¢ni médium vyménéno za Cerstvé. Béhem té doby by nasledkem vysoké koncentrace
selek¢niho antibiotika mély v kultufe ztstat jen bunky, v nichz dochdzi k trvalé expresi gent
kédovanych vlozenym plasmidem. Kazd4 takova burika okolo sebe vytvotii monoklonalni kolonii.
Ve chvili, kdy byly monokolonie dostate¢né narostlé, ale stdle jasné oddélené od ostatnich, byla
miska oplachnuta 2,5 ml roztoku Versenu, jednotlivé monokolonie byly resuspendovany v 10 pl
Trypsinu a pfeneseny do 24-jamkové desticky s 1 ml selek¢niho média. Kolonie na desti¢ce byly
pasazovany dle potteby a exprese transgenu byla otestovdna pomoci detekce proteinu PSMA

pomoci imunofluorescence.

4.2.3.6 Fixace bunék a detekce proteinu metodou neptimé imunofluorescence

Z jamek 24-jamkové desticky s mikroskopickymi sklicky na dné, na nichz byly péstovany
buniky naseho zdjmu, bylo odsdto médium, buriky byly opldachnuty 1 ml 1x PBS a po jeho odati
byly buriky fixovany 0,5 ml 4% (w/v) roztoku paraformaldehydu (Sigma) v 1x PBS po dobu
15 minut. Po odsati paraformaldehydu byly buriky oplachnuty 1 ml 1x PBS. Buiiky byly nasledné
permeabilizovany pfidanim 0,5 ml 0,5% (v/v) Tritonu X-100 (Serva) v 1x PBS po dobu 5 minut
(ne déle). Poté byly 3x promyty 1 ml 1x PBS. Permeabilizované buriky byly inkubovany min.
30 minut s 0,5 ml bloka¢niho roztoku (0,25% (w/v) bovinni sérovy albumin (Sigma), 0,25% (w/v)
zelatina (Sigma) v PBS). Po odséti bloka¢niho roztoku byla k burikdm pfidana primarni protilatka
fedéna v bloka¢nim roztoku a inkubovdna min. 1 hodinu pii laboratorni teploté. Burky byly
promyty 3 x 10 minut 1 ml 1x PBS a inkubovany pravé 30 minut s fluorescenéné znacenou

sekundarni protildtkou fedénou v bloka¢nim roztoku. Po promyti (3 x 10 minut 1 ml 1x PBS) byla
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sklicka s buitkkami oplachnuta ddH20 a montovana na podlozni sklicka do kapky 70% (v/v)
glycerolu s DAPI. Sklicka se vzorky byla pozorovdna na fluorescen¢nim mikroskopu BX-60

(Olympus).

4.2.3.7 Ptiprava bunéénych lyzita

Sav¢i bunky na Petriho miskdch byly seskrabany pomoci pryzového Skrabatka,
resuspendovany a pievedeny do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 ml. Buné¢na suspenze byla
centrifugovana 10 min, 2 000 x g, RT. Jedotlivé pelety byly resuspendovany v pufru B, pfeveden
do mikrozkumavky a centrifugovany 20 s, 16 000 x g, RT. Bunécny pelet byl resuspendovan ve
100 pl pufru B a nasledné byl 3krat zmrazen v tekutém dusiku a opét rozmrazen. 10 pl lyzatu bylo

pouzito pro elektronovou mikroskopii.

4.2.3.8 Infekce savé¢ich bunék virem

Pro testovani infektivity polyomaviru divokého typu byly buniky NIH-3T6 a NIH-3T3
vysety do jamek 24-jamkové desticky s mikroskopickymi sklicky na dné v mnozstvi 4 - 10* bunék
NIH-3T3/jamka a 2 - 10* bunék NIH-3T6/jamka (rostou rychleji). 16 hodin pifed infekci byl do
nékterych jamek pfidan roztok Gleevecu (Imatinib mezyldt; Sigma) na kone¢nou koncentraci
20 uM. Pted infekci bylo z jamek odsito médium a buiiky byly oplachnuty médiem DMEM bez
séra. K bunikam byl nasledné p¥idan 1 ul mysiho polyomaviru/jamka ve 150 pl média DMEM bez
séra. Do nékterych jamek byl pfidan virus, ktery byl po dobu 10 minut p¥ed infekci inkubovan se
100 uM roztokem polyethyleniminu (PEI; Sigma) v médiu DMEM bez séra, taktéz v mnozstvi 1 pl
viru/jamka ve 150 ul média DMEM bez séra s kone¢nou koncentraci PEI 50 pM. K burikam
v jamkdch slouzicich k negativni kontrole bylo pfiddno pouze 150 ul média DMEM bez séra. Vse
provedeno v duplikatu. Buriky byly inkubovany s virem po dobu 75 minut v termostatu pfi 37 °C
za obcasného prokyvani. Poté byla virovd suspenze odsata, buriky byly oplachnuty médiem
DMEM bez séra, které bylo také odsito a nasledné byl do jamek pfiddn 1 ml média DMEM se

sérem a buriky byly inkubovany v termostatu po dobu 30 hodin.

Testovani infektivity mutovanych virti probihalo obdobné, jako je napsdno vyse. Builky
NIH-3T3 a NIH-3T6 byly po 16-hodinové preinkubaci bunék s roztokem Gleevecu ¢i bez ni a
oplachnuti médiem DMEM bez séra a inkubovany s50 ul mutantnich vird smisenych se
100 pul média DMEM bez séra, izolovanych ze 6 PM@10 cm s buitkami T2 transfekovanymi

plasmidy pBS-Pyl s mutovanymi VP1 geny zmraZenim a rozmrazenim transfekovanych bunék a
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precisténim uvolnénych virt pfes sachardzovy polstai (kapitola 4.2.6.2). Virus byl s burnkami
inkubovdn po dobu 1 hodiny pii 37 °C, poté byl odsat a k bunikam byl ptidan 1 ml média DMEM

se sérem. Builky byly nasledné inkubovany v termostatu 24 hodin.

Pro infekci bunék NIH-3T6 za ucelem izolace viru loxP-wt MPyV (mysi polyomavirus
s loxP mistem v intronu genu pro LT antigen) byl pouzit virus pfipraveny nasledujicim zptsobem:
7 dni po transfekci bunék T2 plasmidem pBS-PyI (kapitola 4.2.3.2) byly buniky po 2 transfekcich
ze 2 PM@10 cm 2x zmrazeny a rozmrazeny, se§krabdny pryzovym $krabdtkem a resuspendoviny
v médiu. Suspenze byla centrifugovana pfi 12 minut, 2 000 rpm, 4 °C. Supernatant byl pfenesen do
nové centrifuga¢ni zkumavky o objemu 50 ml, doplnén médiem DMEM bez séra do 20 ml a
dikladné resuspendovan. 1 ml této suspenze byl pouzit na infekci bunék NIH-3T6 pasiazovanych
ptedchozi den v poméru 1:20 na misky PM@10cm. Na nékolik misek bylo pfedem vlozeno
mikroskopické sklicko pro zjisténi miry proinfikovanosti bunék pomoci nepiimé
imunofluorescence. Bunkdm NIH-3T6 bylo pfed infekci odsito médium a byly oplachnuty
médiem DMEM bez séra. Po pfidani virové suspenze byly burky inkubovany v termostatu pii
37 °C po dobu 1 hodiny za ob¢asného prokyvani. Nasledné bylo k bunkam pfiddno 7 ml média
DMEM se sérem a buriky byly po dobu 8 dni inkuvany v termostatu pfi 37 °C.

4.2.4 Prices DNA

4.24.1 Agarézova elektroforéza

Pro rozdéleni molekul DNA podle jejich velikosti byl pouzivan 1% agarézovy gel,
pfipraveny povatenim agarézy (Amresco) v 0,5x koncentrovaném Tris-bordtovém pufru (TBE;
45 mM Tris, 45 mM kyselina boritd, 1 mM EDTA-NaOH, pH 8,0) ¢i 1x koncentrovaném Tris-
acetatovém pufru (TAE; 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA-NaOH, pH 8,0). Pokud
bylo tteba DNA z gelu po rozdéleni izolovat, byl pt¥ipraven gel 0,8%, s pomérem 1:1 klasické
agar6zy (Amresco) a nizkotajici agarézy (NuSieve) v 1x koncentrovaném pufru TAE. Do tekutého
gelu byl pfidan roztok ethidium bromidu (Serva) na vyslednou koncentrac 0,5 pg/ml gelu, gel byl
nalit do plastové formy a do horni ¢asti gelu byl zasunut ht¥eben pro vytvoreni jamek. Po ztuhnuti
byl gel pienesen do elektroforetické vany, zalit pufrem 0,5x TBE ¢i 1x TAE (dle piipravy gelu) a
do jamek byla nanesena DNA naseho zdjmu smisena s nand$eci barvickou [6x DNA Loading Dye
(Thermo Fisher Scientific) ¢i roztokem bromfenolové modii (40% sacharéza, 0,12% bromfenolova

modf)] a marker molekulovych vah. Elektroforetické déleni probihalo za napéti 5 V/cm p#iblizné
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50 minut (podle velikosti zkoumané DNA). Gel s rozdélenou DNA byl poté pozorovan pod UV

translumindtorem a zachycen na fotografii.

4.2.42 Izolace DNA z agarézového gelu

Z agarézového gelu byla pod UV translumindtorem skalpelem vyfiznuta oblast, kam
doputovala cilovd DNA, byla zjisténa hmotnost vytiznutého gelu a DNA byla z gelu izolovadna
pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) dle protokolu od
vyrobce.

4243 Polymerizova fetézova reakce

Pro namnozeni cilovych usekii DNA byla vyuzita polymerdzova fetézova reakce (PCR).
Jednotlivé VP1 geny riznych polyomavir byly amplifikovany s vyuzitim DNA polymerazy
Vent® (NEB). Reakce byla michana na ledu. Slozeni reakce a podminky amplifikace nastavené na
termocykleru Mastercycler® ep Gradient S (Eppendorf) jsou uvedeny nize. Pro amplifikaci
kazdého z genti byla optimalizovdna teplota naseddni primerti (vychdzeli jsme z teploty tdni
primert), mnozstvi vstupniho templatu, nékdy bylo testovadno vice templatd, proto je nésledujici
pfedpis obecny a optimalizaci zjisténé podminky amplifikace jsou uvedeny v ¢asti Vysledky,

kapitola 5.2.2.1.
PCR reakce (50 pl)

e 5 pl 10x koncentrovaného pufru pro Vent polymerazu
e 2l 10 pM primeru nasedajiciho na zac¢atek VP1 genu
e 2l 10 pM primeru nasedajiciho za konec VP1 genu

e 1pl10 mM dNTPs

e 1 pl Vent DNA polymerazy

e 2-20ng templatového plasmidu

e doplnéno ddH>0 do 50 pl

Pocet ,
o Teplota Doba trvani
opakovani
1x 94 °C 3 min
30x 94 °C 40s
55-64°C 50s
72°C 1 min
1x 72°C 7 min
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Pti optimalizacich byl objem PCR reakce a s nim i objem vsech vstpnich reagencii snizen na 25 pl.

Produkt PCR byl zkontrolovan pomoci DNA elektroforézy (kapitola 4.2.4.1).

Vektor pro klonovdni VP1 genti odvozeny z plasmidu pBS-Pyl byl pfipraven pomoci
inverzni PCR s vyuzitim primerd, nasedajicich na konce VP1 genu, mificich smérem z genu ven.
Pro amplifikaci vektoru byly pouzity 3 rizné enzymy, reakce byly optimalizovany, uvedeno je

vzdy pouze slozeni reakce a reakéni podminky ziskané optimalizaci.

1) Advantage® HD polymerase (Clontech), 25 pl reakce:

e 16,25 pul ddH20

e 5 pl 5x Advantage HD pufr s Mg

e 0,5pl 10 pM primeru Ev-Inv-pBS-PyI-fw

e 0,5pl 10 pM primeru Ev-Inv-pBS-Pyl-rv

e 0,5pl 10 mM smési ANTP

e 2 pl plasmidu pBS-PyI (100 ng/pl)

e 0,25 ul Advantage HD DNA Polymeraza (2,5 U/pl)

Pocet
o Teplota Doba trvani
opakovani
1x 94 °C 3 min
30x 98 °C 10s
55 °C 5s
72 °C 8min 125
1x 72 °C 10 min

2) High Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific), 50 ul reakce:

e 37,5ulddH:0

e 5 pl 10x High Fidelity PCR pufru s 15 mM MgCl2

e 25l 10 pM primeru Ev-Inv-pBS-Pyl-opr.-fw

e 2,5l 10 pM primeru Ev-Inv-pBS-Pyl-rv ¢i Novy primer Ev-Inv-pBS-Pyl-rv
e 1pl10 mM smési dNTP

e 1 pl plasmidu pBS-PyI (1 ng/pl)

e 0,5 pl High Fidelity PCR Enzyme Mix (5 U/pl)
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Pocet
Teplota Doba trvani
opakovani

1x 94 °C 3 min
10x 94 °C 30s

57 °C 30s

68 °C 7 min
25x 94 °C 30s

57 °C 30s

68 °C 7 min + 4 s/cyklus
1x 68 °C 10 min

3) Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer (NEB), 50 pul reakce:

e 17,5 ul ddH20

e 25l 10 uM primeru Ev-Inv-pBS-Pyl-opr.-fw

e 2,5l 10 uM primeru Ev-Inv-pBS-Pyl-rv ¢i Novy primer Ev-Inv-pBS-Pyl-rv
e 1,5 ul 100% DMSO

e 25 ul 2x Phusion Master Mix

e 1 ul plasmidu pBS-PyI (1 ng/ul)

Pocet
Teplota Doba trvani
opakovani

1x 98 °C 10s
1x 98 °C 30s
30x 98 °C 10's

60 °C 30s

72 °C 3 min 30 s
1x 72 °C 10 min

4.24.4 Mutagenni PCR

Pro zavedeni ndhodnych mutaci do VP1 genu pomoci PCR byly pouzity 2 rizné systémy

pro mutagenezi.

Prvnim byla ndhodnd mutageneze s vyuzitim nukleotidovych analogi, jeZz je principem, na
kterém je zaloZena souprava pro mutagenezi JBS dNTP-Mutagenesis Kit (Jena Bioscience). Metoda
je zalozena na zabudovani mutagennich analogi ANTP (8-oxo-dGTP a dPTP) do sekvence béhem
prvni polymerdzové retézové reakce a jejich nahrazeni klasickymi nukleotidy v pribéhu druhé

PCR. Slozeni reakce a nastaveni termocykleru bylo nésledujici:
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1. PCR (50 pl):

e 33 ulddH20

e 5yl 10x pufru pro mutagenezi

e 2,5l 10 pM primeru Ev-MPyV-start-fw

e 2,5l 10 pM primeru Ev-MPyV-stop-rw

e 25pl 10 mM dNTP Mix

e 2,5l 10 mM analogu 8-oxo-dGTP

e 2,5l 10 mM analogu dPTP

e 1 pl plasmidu pBS-PyI (100 ng/ul) v ptipadé mutageneze MPyV VP1 nebo 0,55 pl
MPyV BCsub VP1 genu (181,7 ng/ul)

e 1 ul Tag DNA polymerazy (5 U/ul)

Pocet opakovani Teplota Doba trvani
1x 92 °C 3 min
7x, 10x, 20x nebo 30x 92 °C 1 min
55 °C 1,5 min
72°C 5 min
1x 72 °C 9 min

Po provedeni PCR byl produkt reakce vizualizovan elektroforeticky (kapitola 4.2.4.1) a
nésledné byl pouzit jako templat pro 2. PCR reakci bez p¥itomnosti analogii dNTP. Casto byla jeté
celd reakce Stépena restrik¢ni endonukledzou Dpnl pro odstranéni vychoziho plasmidu ze smési
(kapitola 4.2.4.5).

2. PCR (50 pl):

e 38 pl ddH20

e 5 pl 10x pufru pro mutagenezi

e 2,5l 10 pM primeru Ev-MPyV-start-fw

e 2,5pl 10 pM primeru Ev-MPyV-stop-rw

e 2,5ul 10 mMdNTP Mix

e 1 pl prvni PCR reakce (po nebo bez restrik¢niho $tépeni Dpn/a teplotni inaktivaci)
e 1 pl Taq DNA polymerazy (5 U/ul)

Pocet opakovani | Teplota Doba trvani
1x 92°C 3 min
25x 92 °C 1 min
55°C 1,5 min
72°C 5 min
1x 72°C 9 min
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Pozdéji byla mutageneze provadéna se dvéma sadami primert, liSicimi se pfitomnosti
nastavce komplementarniho ke konctim vektoru pro klonovani:
1. PCR:
Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-start-fw
Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-stop-rv
2. PCR:
Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-start-fw
Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-stop-rv

Druhym zptsobem zavadéni nahodnych mutaci do VP1 genu bylo uziti soupravy
GeneMorph II Random Mutagenesis Kit (Stratagene), vyuzivajici Mutazyme® II DNA
polymerdzu, kterd v pribéhu PCR zatazuje do vlikna chybné nukleotidy. SloZeni reakce a
nastaveni termocykleru bylo nasledujici:

e 33 plddH:0

e 5 pl 10x Mutazyme II reakéniho pufru

e 1 ul dNTP Mix

e 3,2 pl 10 pM primeru Ev-MPyV-start-fw

e 3,2l 10 pM primeru Ev-MPyV-stop-rw

e 1 pl Mutazyme II DNA polymerazy (2,5 U/ul)

e 3,4 pl plasmidu pBS-PyI (1 ng/ul) nebo 1 pl plasmidu pBS-PyI (100 ng/pl)

Pocet
o Teplota Doba trvani
opakovani
1x 95 °C 2 min
30x 95 °C 30s
54 °C 30s
72 °C 1,5 min
1x 72 °C 10 min

Pro zvySeni mnozstvi mutaci byla nékdy provedena 2. PCR za stejnych podminek, kde

jako templat slouzilo 0,3 pl vy$e uvedené PCR.
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4245 Restrikénf $tépeni DNA
Pro stépeni DNA restrik¢nimi enzymy byla namichdna smés:

1x restrik¢ni pufr zvoleny dle doporuceni vyrobce enzymu
2 — 10 U restrikéniho enzymu

0,1 -2 ug DNA

Doplnéno ddH20 do pozadovaného objemu

Restrikéni smés byla $tépena pti 37 °C nejcastéji po dobu 1,5 — 3 hodin.

V pripadé stépeni vysledné PCR smési restrik¢ni endonukledzou Dpn /-
50 pl PCR reakce
1x pufr Tango
10 U Dpnl
Smeés byla stépena 2 hodiny pii 37 °C, restrik¢ni endonukledza byla nasledné inaktivovana

inkubaci 20 min pti 80 °C
4246 ,DNA shuffling®

(Stemmer, 1994a)

»,DNA shuffling®, coz lze do cestiny ptelozit jako ,michdni“ DNA je metoda zaloZzend na
ndhodném rozstépeni homolognich gent DNazou I a jejich opétovné pospojovani v nasledné PCR
reakci, kde jako primery slouzi komplementarni ¢asti vzniklych DNA fragmentt, které jsou
schopny na sebe nasednout (proto nazyvana ,self-priming PCR". Produkt ,self-priming PCR" je
poté namnozen primery nasedajicimi na zacCitek a konec genu. Vysledkem je tedy molekula

poskladand z rtiznych ¢asti vstupnich gend.

Pro reakci byly pouzity sekvence VP1 geni 5 rtiznych polyomavira (MPyV, SV40, JCV,
BKV, MCPyV) a navic VP1 gen mysiho polyomaviru se zdménou v BC smy¢ce (BCsub MPyV).
DNA sekvence byly pfipraveny polymerazovou fetézovou reakci (viz kapitola 4.2.4.3). Pro ,DNA
shuffling” zminénych genti byla vyuzita souprava JBS DNA-Shuffling Kit (Jena Bioscience).
Sekvence gent byly ndhodné $tépeny DNazoul (Jena Bioscience) v nasledujici reakci:

e 5 ul Digestion pufru (Jena Bioscience)

¢ 500 ng od kazdého ze 6 VP1 geni

e 3 pl DNézy I (0,1 U/pl; Jena Bioscience)
e Doplnéno ddH20 do objemu 50 pl
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Smés byla inkubovana 3 minuty p#i 37 °C v termoblo¢ku CH-100 (Biosan), poté k ni bylo

pfiddno. 5 pul DNasel Stop Solution pufru a DNédza byla inaktivovana 10 minut pti 75 °C.

Protoze v$ak vyuziti soupravy pro ,DNA shuffling” vedlo k tplnému rostépeni vstupnich
gent, byla pro Stépeni gent uzivina DNaza I od firmy Roche po provedeni optimalizace doby
Stépeni a koncentrace DNazy (kapitola 4.2.4.7). Slozeni reakéni smési po optimalizaci bylo
nasledujici:

e 5 plreakéniho pufru (25 mM MgClz, 1 mM CaClz)

e 500 ng od kazdého ze 6 VP1 gent

e 3 pl DNézy I (Roche, 0,01 U/pl)
¢ Doplnéno ddH20 do objemu 50 pl

Smeés byla inkubovédna 2,5 minuty pii 37 °C v termobloc¢ku. Nésledné bylo ke smési pfiddno 5,6 pl
50 mM roztoku EDTA pro zastaveni ¢innosti DNazyl vychytanim dvojmocnych ionth a smés byla

inkubovédna 10 min p#i 75 °C v termoblocku.

Produkt byl nanesen na agar6zovy gel a fragmenty DNA byly separovany elektroforeticky
(viz kapitola 4.2.4.1). Z gelu byla vyfiznuta oblast okolo 300 — 500 bp (viz kapitola 4.2.4.2) a DNA

byla pfecisténa pomoci soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (viz kapitola 4.2.4.8).

Izolované fragmenty byly poté pospojovany do rekombinantiho VP1 genu pomoci ,self-

priming PCR*:

e 5l 10x Shuffling pufru (Jena Bioscience)

e 1 plsmési dNTPs

e 0,5 pl Tag DNA polymerazy (5 U/ul)

o Veskeré izolované fragmenty DNA nastépené v pfedchozim kroce (750 ng)
¢ Doplnéno ddH:0 do objemu 50 pl

Pocet
o Teplota Doba trvani
opakovani
1x 94 °C 3 min
40x 94 °C 1 min 30 s

55 °C 30s
72 °C 30s

1x 72 °C 9 min

55



Produkt ,self-priming PCR“ byl poté namnozen findlni PCR:

5 pl 10x Shuffling pufru (Jena Bioscience)

5 ul self-priming PCR
1 pl smési dNTPs

4 pl 10 pM primeru Ev-MPyV-start-fw
4 ul 10 pM primeru Ev-selfprim

0,5 pl Taq DNA polymerazy (5 U/pl)
Doplnéno ddH20 do objemu 50 pl

Pocet
o Teplota Doba trvani
opakovani

1x 94 °C 3 min

15x 94 °C 30s
55 °C 30s
72 °C 30s

1x 72 °C 9 min

Pro nabohaceni produktu a odstranéni pfipadnych deoxyadenosinmonofosfatti z konct
genu byla provedena jesté jedna PCR amplifikace s vyuzitim Vent DNA polymerdzy za podminek
uvedenych v kapitole 4.2.4.3. Do reakce byly vlozeny 2 pl finalni PCR, primery Ev-selfprim a Ev-
MPyV-stop-rw a teplota nasedani primert byla 55 °C.

4.2.47 Optimalizace $tépeni DNazou I

Pro ziskani fragmenti VP1 genu o velikosti 300 — 500 bp po $tépeni DNazou I bylo
optimalizovano $tépeni DNazou I (Roche).

v v, v

Nejprve byla zjistovana zavislost velikosti fragmenti na dobé stépeni pomoci reakce:

e 2,5pl100 mM MgCl2

e 3ugDNA figa A

e 3 ul DNézy I (0,1 U/ul; Roche)

e Doplnéno ddH20 do objemu 50 pl

Stépeno po dobu 20, 40 a 60 s pti 37 °C, poté ptidano 5 pl Stop pufru a inkubovano 10 min p¥i
75 °C.
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Déle byla stejnym zpisobem zjistovana zavislost velikosti fragmentd vznikajicich pfi $tépeni na
koncentraci mnozstvi DNazy I v reakeci:

e 2,5pl100 mM MgCl2

e 3 pgDNA figa A

e 3l DNézy I - testovany 3 koncentrace: 0,1 U/ul, 0,01 U/pl a 0,001 U/pl

e Doplnéno ddH20 do objemu 50 pl

Stépeno po dobu 60 s pti 37 °C, poté ptidano 5 pl Stop pufru a inkubovano 10 min pti 75 °C.

Koncentrace DNdzy I ziskanad z vySe uvedeného testovani byla poté aplikovana na JCV
VP1 gen pti riiznych casech $tépeni, na zdkladé nichz byla poté stanovena optimdlni doba pro

S$tépeni polyomavirovych VP1 genti:

e 25 pl reaké¢niho pufru (25 mM MgClz, 1 mM CaCl)
e 12pgJCV VP1

e 1,2 ul DNazy I (0,01 U/pl; Roche)

e Doplnéno ddH:0 do objemu 15 pl

gtépeno po dobu 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5 minut pti 37 °C, poté pfidano 1,7 ul 50 mM EDTA

a inkubovano 10 min p#i 75 °C.

Byly testovany také rtizné koncentrace DNazy I doddvané v soupravé JBS DNA-Shuffling

Kit (Jena Bioscience) v reakci:

e 5yl Digestion pufru (Jena Bioscience)
e 3 pgDNA figa A
e 3 ul DNazy I (Jena Bioscience) — testovany 3 koncentrace: koncentrovand, 10x fedénd a

100x fedéna

e Doplnéno ddH20 do objemu 50 pl

Stépeno po dobu 60 s pti 37 °C, poté p¥iddno 5 ul Stop pufru a inkubovéno 10 min p#i 75 °C.

Produkty $tépeni byly analyzovdny pomoci DNA elektroforézy (kapitola 4.2.4.1).

4.2.48 Precisténi PCR smési a izolace DNA z gelu pomoci komeréni soupravy

vev, v

Pro pfecisténi PCR smési od enzym, zbylych primeri a nukleotidii byla vyuzita souprava
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel), pfipadné metoda fenol-chloroformové
extrakce (kapitola 4.2.4.9) a nasledné srazéni DNA (kapitola 4.2.4.10). Stejna souprava byla pouzita

také pro izolaci DNA z agarézového gelu. Pfi izolaci byl dodrzen navod vyrobce.
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4249 Pre¢isténi DNA metodou fenol-chloroformové extrakce

Pokud objem roztoku DNA, ktera méla byt preciSténa, byl nizsi nez 400 pl, byla smés
doplnéna ddH20 do objemu 400 pl. K suspenzi byl pfidan stejny objem fenolu,pH 8,0, smés byla
dikladné promichédna a centrifugovana 3 min pfi 16 000 x g, RT. Horni vodna fize byla odebrdna a
smisena se stejnym objemem smési fenolu (Lachema), chloroformu (Lachema) a isoamylalkoholu
(Lachema) (25:24:1). Po promichdni a centrifugaci (3 min, 16000 x g, RT) byla horni vodna fize
smisena s lobjemem smési chloroformu a isoamylalkoholu (24:1), opét byla smés promichana a
centrifugovana (3 min, 16000 x g, RT) a odebrana horni vodnd fize, z niz byla posléze DNA

srazena soucinnosti soli a alkoholu (kapitola 4.2.4.10).

4.2.4.10 SraZzeni DNA souéinnosti soli a alkoholu

Roztok DNA byl smisen s 1/10 objemu 3M octanu amonného (pH 5,2) a 2,5 objemu
vychlazeného 96% ethanolu (Lachema). Smés byla diikladné promichdna a srdzena pres noc pfi
-20 °C. Vysrazena suspenze byla centrifugovana 30 min, 20 000 x g, 4 °C. Po odebrani
supernatantu byl pelet oplachnut 70% ethanolem (Lachema), centrifugovan 10 min, 20 000 x g,
4 °C a ethanol byl odsan. Pelet DNA byla vysousen na vzduchu pti pokojové teploté od zbytki

ethanolu a nasledné byl rozpustén v pottebném mnozstvi ddH:O.

4.2.4.11 Klonovéani pomoci In-Fusion® reakce

Pro spojeni vektoru odvozeného od plasmidu pBS-Pyl a mutovanych VP1 gent byla
zvolena metoda In-Fusion® zajisténd komercéni soupravou In-Fusion® HD Cloning (Clontech).
Tato metoda umozni spojeni vektoru a insertu na zdkladé 15 nukleotidd dlouhych vzdjemné
komplementarnich sekvenci na koncich obou vstupnich sekvenci. Do reakce mohou vstoupit
DNA sekvence vektoru a insertu amplifikované pomoci PCR (kapitola 4.2.4.3) a nasledném
precisténi (kapitola 4.2.4.8) nebo mohou byt pouzity ptimo PCR smési oSetfené reagencii Cloning
Enhancer (Clontech). Mnozstvi insertu a vektoru vkladané do reakce po precisténi bylo urceno

pomoci on-line programu bioinfo.clontech.com/infusion/molarRatio.do, ackoli béhem naslednych

optimalizaci reakce byla testovana i jind mnozstvi a poméry.
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In-Fusion® reakce (10 pl):

e 2 pl 5x enzymového premixu (Clontech)
e 71 ng insertu po precisténi

e 200 ng vektoru po pfecisténi

e Doplnéno ddH20 do 10 pl

Smés byla inkubovdna 15 minut p#i 50 °C v termocykleru a poté pfesunuta na led. Pokud nebyla
smeés okamzité pouzita pro transformaci kompetentnich bakterii (kapitola 4.2.2.4), byla uchovana
pti 20 °C.

Osetfeni PCR smési reagencii Cloning Enhancer: smiseno 5 ul PCR reakce se 2 pl roztoku
Cloning Enhancer, inkubovano 15 minut p#i 37 °C a nasledné 15 minut pfi 80 °C v termocykleru,

poté uloZeno na led. 1 — 2 pl takto oetfenych sekvenci byly pouzity do vyse uvedené In-Fusion®

reakce.

Pokud byly PCR produkty insertu i vektoru specifické a nemusely byt izolovany z gelu,
bylo mozné vyuzit zrychlené reakce spojenim aplikace roztoku Cloning Enhancer a In-Fusion®
reakce v jediném kroku:

e 2 pl 5x enzymového premixu (Clontech)

e 1 plroztoku Cloning Enhancer

e 1-2pl PCR smési insertu

e 1-2pl PCR smési vektoru
e Doplnéno ddH>O do 10 pl

Smés byla inkubovana 15 minut p#i 37 °C a nasledné 15 minut pii 50 °C v termocykleru.
2,5 pl (pti optimalizacich i jind mnozstvi) vysledné In-Fusion® smési bylo pouzito pro
transformaci kompetentnich bunék Stellar™ (kapitola 4.2.2.4), testovana byla také transformace

bunék Top10 pomoci elektroporace (kapitola 4.2.2.3).

4.2.4.12 Izolace plasmidové DNA pomoci komeréni soupravy

Plasmidova DNA byla izolovana dle pozadavki na jeji kvalitu alkalickou metodou (viz
kapitola 4.2.4.13) nebo za pouziti nékteré z komercnich souprav. Za tcelem minipreparace
plasmidové DNA byla pouzita souprava GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).
Pro maxipreparaci plasmidové DNA zbavené endotoxini, ktera byla dile vyuzita zejména
k transfekci savéich bunék byla zvolena souprava JetStar™ 2.0 Endotoxin-free Maxiprep Kit

(Genomed). Izolace byla provadéna dle pokynti vyrobce.
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4.2.4.13 Minipreparace plasmidové DNA alkalickou metodou

Kolonie narostlé na agarové plotné byly paritkem zaockovany do 700 pl LB média se
selek¢nim antibiotikem v mikrozkumavce a inkubovany na t¥epacce 16 hod pii 200 rpm a 37 °C.
Buriky byly centrifugovany 7 min, 4 000 x g, 4 °C a buné¢ny pelet byl diikladné resuspendovan ve
250 ul roztoku I (25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA-NaOH, pH 8). K suspenzi bylo pfidano 250 pl
roztoku II (1% SDS, 0,2 M NaOH) a smés byla promichdna opatrnym pievracenim
mikrozkumavky. Do 5 minut od pfidani roztoku II bylo do mikrozkumavek odméteno 250 pl
roztoku III (3 M octan draselny, pH 5,5) a smés byla opét promichdna pfevracenim. Buriky byly
ddle centrifugovany 5 min, 17 000 x g pfi pokojové teploté. Do novych mikrozkumavek bylo
pfipraveno 500 pl 100% isopropanolu a po centrifugaci sem byl pfelit vznikly supernatant. Po
promichdni pfevracenim byla smés centrifugovana 10 min, 17 000 x g p¥i pokojové teploté,
supernatant byl ze zkumavek odsit a pelet byl oplaichnut 200 pl 70% ethanolu. Vzorky byly
centrifugovany 5 min, 17 000 x g pfi pokojové teploté, ethanol byl ze zkumavek odsat a oteviené
mikrozkumavky byly ponechdny na vzduchu pi#i pokojové teploté, aby se vzorky zbavily
veskerého ethanolu. DNA byla poté resuspendovédna v ddH20 s RNazou A (20 pg/ml; Sigma) a

pouzita k dal$im pokustim ¢i uskladnéna v -20 °C.

4.2.4.14 Méfeni koncentrace DNA

K méteni koncentrace izolované DNA byl pouzit spektrofotometr NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies) dle navodu k obsluze. Koncentrace byla stanovoviana méfenim
absorbance pfi vinové délce 260 nm a pro zjisténi cistoty izolované DNA byly kontrolovany
poméry absorbanci 260/230 a 260/280 nm. Druhym zpiisobem urc¢ovani koncentrace bylo uziti
fluorometru Qubit™ ve spojeni s doddavanymi roztoky - Qubit® dsDNA HS Assay Kit pro
stanoveni nizsi (0,2 — 100 ng) koncentrace DNA ¢i Qubit® dsDNA BR Assay Kit pro stanoveni

vyssi (2 — 1000 ng) koncentrace DNA dle navodu od vyrobce (Invitrogen).

4.2.4.15 Sekvenace DNA

Vybrané plasmidy s mutovanym genem pro VP1 protein byly sekvenovany pro zjisténi
Cetnosti vzniku mutaci. Pro sekvenaci bylo pouzito 300 ng plasmidu a 5 pmol sekvena¢niho

primeru, doplnéno ddH>0O do objemu 8 pl.
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K sekvenovani genu VP1 byly pouzivany nasledujici primery:

Ev-MPyV-start-fw
Ev-MPyV-stop-rw
Sq-MPyV-ATG
Sq-MPyV-STOP
Sekvenac¢ni reakci a analyzu provedla Laboratof sekvenace DNA (P¥F UK) za pomoci
pristroji: ¢tytkapilarni 3130 Genetic Analyzer, Sestndctikapildrni 3130xl Genetic Analyzer ¢i

dvacetic¢tytkapilarni 3500 Genetic Analyzer od firmy Applied Biosystems.

Vysledky sekvenace byly prohlizeny v programu Chromas.
4.2.5 Prace s proteiny

4.25.1 Délenf proteini pomoci denatura¢ni elektroforézy SDS-PAAGE
(Laemmli, 1970)

Vzorky pro proteinovou elektroforézu byly smiseny s 5x koncentrovanym Laemmliho
pufrem v poméru 4:1 [kone¢nd koncentrace Laemliho pufru: 1% SDS (Sigma), 10 mM Tris-HCI
(Sigma), pH = 6,8, 5% B-merkaptoethanol (Serva), 10% (v/v) glycerol (Lachema), 0,001% (v/v)

bromfenolova modf (Lachema)], a povateny po dobu 5 minut pfi 100 °C v termobloc¢ku.

Do aparatury pro piipravu gelu byla vlozena omyta skla a utésnéna, aby mohl byt mezi
skla nalit 10% spodni gel [4 ml smési 30% (w/v) akrylamidu (Serva) a 0,8% (w/v)
N,N’-methylenbisakrylamidu (Serva), 4,5 ml Tris-HCI, pH 8,8 (Sigma), 120 pl 10% SDS (Sigma),
3,25 ml ddH:0, 40 pl 10% persiranu amonného (Serva), 8,5 yl TEMED (Sigma)], ktery byl
prevrstven izobutanolem. Po piiblizné 30 minutich, kdy gel jiz zpolymeroval, byl odsin
izobutanol a mezi skla byl nalit 10% zaosttovaci gel [0,5 ml smési 30% (w/v) akrylamidu (Serva) a
0,8% (w/v) N,N’-methylenbisakrylamidu (Serva), 0,375 ml Tris-HCl, pH 6,8 (Sigma), 30 pul
10% SDS (Sigma), 2,11 ml ddH20O, 20 pl 10% persiranu amonného (Serva), 5 pl TEMED (Sigma)].
Do zaosttovaciho gelu byl vlozen hieben pro tvorbu jamek. Po zpolymerovani horniho gelu byla
skla z gelem umisténa do aparatury pro proteinovou elektroforézu (Hoefer) a zalita pufrem pro
elektroforézu [25 mM Tris (Serva), 192 mM glycin (Sigma), 0,1% SDS pH 8,3]. Do jamek vzniklych
htebenem byly naneseny ptipravené vzorky a marker molekulovych vah (Spectra™ Multicolor

Broad Range Protein Ladder ¢i 1 minutu povafeny Prestained Molecular Weight Marker, M.W.
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27,000-180,000. Elektroforéza probihala po dobu 30 minut p#i napéti 80 V a ndsledné pii napéti

120 V, dokud bromfenolova mod# nedosahla cela gelu.

4.25.2 Detekce fluorescence proteint na polyakrylamidovém gelu

Ziskany gel byl skenovan fluorometrem Molecular Imager® PharosFX™ (BioRad) pfti

vlnové délce 488 nm pro zachyceni fluorescence vzorkd.

4.25.3 Barveni polyakrylamidového gelu po proteinové elektroforéze

Vysledny gel byl barven ikubaci v roztoku barvy GelCode™ Blue Stain Reagent (Thermo
Fischer Scientific; zaloZeno na Coomassie Brilliant Blue G-250) po dobu 1 hodiny za stilého

tfepdni, a poté byl oplachnut od barvy inkubaci 3 x 10 minut v dH-O.

4254 Stanoveni koncentrace proteinti na zikladé densitometrie polyakrylamidového gelu

Pomoci ptistroje Molecular Imager GS 800™ Calibrated Densitometer byl gel obarveny
GelCode™ Blue Stain Reagent skenovan a v programu Quantity One® byly vyznaceny oblasti
jednotlivych prouzkd, jejichz denzita a plocha byly nadsledné programem vyhodnoceny. Hodnoty
denzit jednotlivych prouzki byly ziskdny vyndsobenim hodnot OD/mm? (density) a mm? (area).
Vynesenim hodnot denzit VLPs uzitych jako proteinovy standard o zndimém mnozstvi do grafu
byla sestrojena standardni ktivka, z niz mohly byt nasledné odvozeny nezndmé koncentrace
analyzovanych vzorki, nebot mnozstvi VLP-Ax488 ve vzorku je rovno (ODVLP-Ax488 +
10,497)/180,49 (obr. 11, horni graf) a mnozstvi loxP-Ax488 ve vzorku je rovno (ODloxP-Ax488 +
16,704)/341,28 (obr. 11, dolni graf).
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Zavislost denzity vzorku VLPs na proteinové
elektroforéze na mnoistvi vzorku
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Obr. 11. Graf zavislosti denzity vzorku na mnozstvi proteinu ve vzorku. MPyV VP1 VLPs v mnozstvi 10 ng, 100 ng, 0,35
pg, 0,7 ug a 1,4 pg byly rozdéleny pomoci denatura¢ni proteinové elektroforézy, gel byl obarven pomoci GelCode™ Blue
Stain Reagent a intenzity jednotlivych prouzka byly zjistény piistrojem Molecular Imager GS 800™ Calibrated
Densitometer a programu Quantity One™. Ze ziskanych hodnot denzit prouzki byla v grafu zdvislosti denzity prouzku
na mnozstvi nanesenych proteini vytvotena kalibra¢ni k¥ivka. Grafy byly vyuZity pro odhad koncentrace VLP-Ax488
(horni graf) a loxP-Ax488 (dolni graf).

4255 Dot Blot

Na nitrocelul6zovou membrdanu NC-45 (Serva) byly nakapany jednotlivé vzorky (v
mnozstvi 1 ul). Poté, co vzorky na membrané zaschly, byla provedena imunologicka detekce

nanesenych proteint (kapitola 4.2.5.7).

4256 ,Western blot“

Vzorky rozdélené denatura¢ni elektroforézou byly z polyakrylamidového gelu pfeneseny
na nitrocelulé6zovou membranu metodou ,Western blot“. Nejprve byl sestaven tzv. blotovaci

NIV

sendvi¢ v pofadi: plastova mtizka, tenky molitan, 4 filtra¢ni papiry, Whatman, polyakrylamidovy
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gel, nitrocelul6zova membrana NC-45 (Serva), opét Whatman, 4 filtra¢ni papiry, molitan a druha
plastova mtizka. VSechny soucasti bylys celou dobu sestavovani ditkladné namaceny v blotovacim
pufru [25 mM Tris (Serva), 195 mM glycin (Sigma), 20% methanol (Lachema), pH 8,3]. Sendvi¢
byl umistén do blotovaci aparatury (BioRad). Pfenos proteinii probihal 1 hodinu (u vzorku VLPs)

nebo 3 hodiny (u vzorku viru) pfi 250 mA.

4.25.7 Imunologickd detekce proteini mna nitrocelulézové membriné vizualizovand

chemiluminiscenci

Nitrocelul6zovd membrana se zachycenymi proteiny po métodé dot blot ¢i ,,Western blot*
byla blokovéna inkubaci v 5% (w/v) odtu¢néném mléce v 1 x PBS po dobu minimdlné 30 minut.
Nasledné byla membrana inkubovana s primarni protilatkou fedénou v 5% mléce po dobu alespon
1 hodiny. Membrana byla promyta inkubaci 3 x 10 minut v 1x PBS a poté byla inkubovana
30 minut se sekundarni protilaitkou konjugovanou s k¥enovou peroxiddzou fedénou v 5% mléce.
Membrana byla opét promyta 3 x 10 minut v 1 x PBS. Smisené vyvoldvaci roztoky [roztok A:
0,1 M Tris-HCl, pH 8,5 (Sigma), 250 mM luminol (Sigma), 90 mM kyselina p-kumarova (Sigma)
v dH20 a roztok B: 0,1 M Tris-HCl (Sigma), pH 8,5, 0,02% (v/v) H202 (Sigma) v dH20 smisené
v poméru 1:1] byly nality na membranu. Po 30 sekundach byla membrana z roztoku vyjmuta a
osusena buninou. K membrané byl ptilozen RTG film po dobu 5 — 20 sekund a zaznam na filmu

byl vyvoldn namocenim filmu do roztoku vyvojky a ustalovace.

Pokud bylo tfeba detekovat na membrané vice proteinti, byla chemiluminiscence
membriny zhasena inkubaci v 30% H20:2 po dobu 15 minut p#i 37 °C a membréna byla velmi
dikladné oplachnuta nejprve dH20, a poté 1x PBS. Nasledné byla membrana znovu blokovana 5%

mlékem a proteiny na membrdné mohly byt detekovany jinou sadou protilatek.

4.25.8 Meéfeni koncentrace proteinti pomoci p¥istroje Qubit

Pro urceni koncentrace proteinu v roztoku byl vyuzit fluorometr Qubit™ a roztoky ze

soupravy Qubit® Protein Assay Kit dle ndvodu od vyrobce (Invitrogen).
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4.2.6 Price s virem a viru podobnymi ¢4sticemi

4.2.6.1 Izolace viru
(Mahy et al, 1985)

Buriky NIH-3T6 na 20 PM@10 cm infikované médiem obsahujicim my$i polyomavirus
s loxP mistem v intronu genu pro LT antigen (loxP-wt MPyV) ziskanym po transfekci T2 bunék
(popsano v kapitole 4.2.3.2) byly 3x zmrazeny (na -20 °C) a rozmrazeny, a poté byly pomoci
$krabatka uvolnény z Petriho misky a pfeneseny do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 50 ml.
Bunécéné suspenze byly centrifugovany 25 min, 4 800 rpm, 4 °C. Supernatanty byly pfecistény
centrifugaci pfes sacharézovy polstar (kapitola 4.2.6.2), pelety byly pomoci homogenizatoru
homogenizovany v 10 mM roztoku Tris-HCl, pH 7,4 na ledu. Suspenze byla ptevedena do
centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 ml a inkubovdna s neuraminiddzou izolovanou z Vibria
cholerae (Sigma; konec¢na koncentrace 17 mU/ml suspenze) a aprotininem (Sigma; konec¢nd
koncentrace 2 pg/ml suspenze) pfes noc. Smés byla centrifugovdna 30 min, 4 800 rpm, 4 °C.
Supernatanty byly pieneseny do ultracentrifuga¢nich zkumavek pro rotor SW41. Pelet byl
resuspendovan v roztoku 10 mM Tris-HCI, pH 9,0 a inkubovan na kyvacéce po dobu 4 hodin, RT.
Suspenze byla centrifugovadna 30 min, 4 800 rpm, 4 °C. Supernatanty byly spojeny s piedchozimi
v ultracentrifuga¢nich zkumavkach a precistény centrifugaci ptes sacharézovy polstat (kapitola
4.2.6.2). Pelety ziskané po obou ultracentrifugacich byly rozplaveny pies noc v pufru B a nasledné

byly centrifugovany v gradientu chloridu cesného.

4.2.6.2 Centrifugace ptes sacharézovy polstat

Vzorek viru ¢i ¢astic fedény v médiu ¢i pufru B byl nanesen do ultracentrifugacni kyvety,
a poté byl podvrstven pfiblizné 1,5 cm vrstvou 10% (v piipadé mutovanych vird) ¢ 20%
(v ptipadé loxP-wt MPyV) (w/w) roztoku sachardzy (Serva). Zkumavky s podvrstvenymi vzorky
byly umistény do centrifugac¢nich kyvet vyvazeny naproti sobé pomoci pufru B. V zavislosti na
typu ultracentrifuga¢nich zkumavek a tedy i typu rotoru, byly vzorky ve zkumavkach pro rotor
SW41 centrifugovany 35 000 rpm, 3 hodiny, 4 °C (Ultracentrifuga Optima TM L-90K; Beckman) a
vzorky ve zkumavkdch pro rotor SW28 centrifugovany 25 000 rpm, 3 hodiny, 4 °C. Po

centrifugaci byl supernatant slit a pelet byl pfes noc rozplaven v pufru B pii 4 °C.
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4.2.6.3 Isopyknicki centrifugace v gradientu chloridu cesného

Virovy suspenze byla rozdélena do ultracentrifuga¢nich zkumavek pro rotor SW41 a
doplnéna pufrem B do 8,5 g. K suspenzi bylo pfidano 3,88 g CsCl (Serva) a smés byla promichana
otacenim zkumavky. Poté byla suspenze pfevrstvena parafinovym olejem Bayol F (Serva) a
zkumavky se vzorky vlozené do centrifuga¢nich kyvet byly vyvazeny naproti sobé p¥idavanim
parafinového oleje. Vzorky byly centrifugovany v rotoru SW41 po dobu 20 hodin pti 35 000 rpm a
18 °C (Ultracentrifuga Optima TM L-90K; Beckman). Pomoci rozebirace frakci byly jednotlivé
ustavené gradienty rozebrany do 15 frakci po ptiblizné 0,5 ml. U kazdé frakce byl zméfen
refraktometricky index pomoci refraktometru ABBE (Carl Zeiss Jena) a pomoci metod dot blot
(kapitola 4.2.5.5) a nasledné imunodetekce proteinti (kapitola 4.2.5.7) bylo zjisténo mnozstvi VP1

proteinu. Na zdkladé téchto udaji byly podobné frakce spojeny do 4 vétsich frakci.

4.2.6.4 Dialyza viru po centrifugaci v gradientu chloridu cesného

4 frakce viru byly naneseny do dialyzac¢nich stfev (Serva) povatenych 10 minut v dH20 a
zasvorkovany. Vzorky v dialyzacnich stfevech byly vlozeny do velkého objemu (2 1) pufru B, proti
némuz byly dialyzovany ptes noc pii 4 °C za stdlého michani, aby se zbavily chloridu cesného. Po
jedné hodiné byl vyménén pufr B za Cerstvy. Po dialyze byly frakce viru ptrecistény centrifugaci

pfes sacharézovy polstat (kapitola 4.2.6.2).

4.2.6.5 Elektronova mikroskopie a negativni barven{

Na parafilm byla nanesena vzdy jedna kapka vzorku, 2 kapky ddH:O a 2 kapky
2% kyseliny fosfowolframové, pH 7,0 (Fluka). Mikroskopickd médéna sitka potazena
parlodionovou pouhlikovanou membranou byla inkubavéna na kapce vzorku 10 minut, na kazdé
kapce vody 30 s a na kazdé kapce kyseliny fosfowolframové 1 minutu. Poté byla ze sitky pomoci
buniny opatrné odsata piebyte¢na tekutina a sitky byly ponechany uschnout p#i pokojové teploté.
Vzorky na sitkach byly pozorovany pod elektronovym mikroskopem JEOL JEM 1200EX. Nékteré
sitky a snimky byly vytvoteny J. Za¢kovou Suchanovou ¢ H. Spanielovou, nékteré sitky a snimky

byly vytvofeny mnou s asistenci J. Za¢kové Suchanové.
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4.2.6.6 Hemaglutina¢ni test

Hemaglutina¢ni test umoziiuje urcit ptiblizné mnozstvi virovych ¢i viru podobnych ¢éastic
odvozenych od mysfho polyomaviru ve vzorku diky schopnosti kapsidového VP1 proteinu viru
vazat kyselinu sialovou a to i na povrchu cervenych krvinek. Hemaglutinace neboli zesitovani
¢ervenych krvinek pomoci virovych ¢astic nedovoli krvinkdm sedimentovat na kulaté dno jamky
96-jamkové desticky a namisto cerveného terc¢iku sedimentovanych bunék tak pozorujeme

v jamce homogenni nartizovélou suspenzi.

Morceci krev byla centrifugovdna po dobu 20 minut p#i 2 600 rpm a 4 °C (centrifuga
Beckman Centrifuge GS-15R) a ndsledné 3krat promyta roztokem 0,2% (w/v) BSA (Sigma)
v 1 x PBS (Sevac). Pomoci stanoveni hematokritu byla urcena koncentrace ¢ervenych krvinek ve
vzorku krve: tenkd sklenéna kapildra byla naplnéna 20 ul promyté krve, kapildra byla na jednom
konci zatavena a centrifugovana po dobu 5 minut pfi 2 500 rpm, RT (centrifuga MPW 300, rotor
pro hematokrit CM-304). Srovnanim cekové vysky sloupce a vysky sloupce ¢evenych krvinek
v kapildte po centrifugaci bylo zjisténo procentualni zastoupeni ¢ervenych krvinek ve vzorku.
Vzorek krve byl poté natedén roztokem 0,2% BSA v 1 x PBS na koncentraci ¢ervenych krvinek

0,4%.

Do kazdé jamky 96-jamkové desticky s kulatymi dny bylo naneseno 50 pl roztoku 0,2%
BSA v 1 x PBS. Nasledné byly na desti¢ku aplikovany vzorky viru ¢i ¢astic sestupnou dvojkovou
fedici fadou tak, Ze do prvni jamky byla nanesena suspenze vznikla smisenim 5 pl vzorku a 45 pl
0,2% BSA v 1 x PBS, suspenze v jamce byla diikladné promichdna pipetovanim, a poté bylo do
vedlejsi jamky pieneseno 50 pl této suspenze a diikladné promichano. Do nasledujici jamky bylo
opét naneseno 50 pl zjamky pfedchazejici a tento postup byl opakovdn az do posledni jamky
desticky, z posledni jamky bylo 50 ul odpipetovano pry¢. Nasledné bylo do kazdé jamky pfidano
50 pl ptipravené 0,4% suspenze ¢ervenych krvinek, jemné promichano poklepem a desticka byla
inkubovana 1 hodinu pt#i 4 °C. Z potadi jamky, ve které jako posledni doslo k aglutinaci ¢ervenych
krvinek virem (n), byl ode¢ten hemaglutina¢ni titr vzorku v HAU (hemaglutina¢ni jednotka;

1 HAU u mysiho polyomaviru pfedstavuje 107 virovych ¢astic.)

HAU = ptipadné pfedchozi fedéni vzroku - 10 - 2@+
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4.2.6.7 Znaleni viru podobnych ¢astic a viru fluorescenéni barvou
Dialyza pro ptevedeni VLPs a viru do vhodného pufru

Pted znacenim byly virové ¢astice v pufru B pfevedeny do hydrogenuhli¢itanového pufru
(150 mM NaHCOs, 0,1 mM CaClz, pH 8.2) pomoci Slide-A-Lyzer™ MINI Dialysis Device (Sigma-
Aldrich) dle navodu vyrobce. Dialyza probihala pfes noc za stdlého tfepani na ledu, pufr byl
v pribéhu dialyzy 3krat vymeénén za Cerstvy. Vzorek loxP-wt MPyV byl nasledné zakoncentrovan
umisténim dialyza¢niho fitru na vrstvu polyethylenglykolu 20 000 (Sigma-Aldrich). Prtbézne
bylo sledovano ubyvajici mnozsvi vzorku a byla méfena koncentrace proteinii (kapitola 4.2.5.8).
Po docileni vhodné koncentrace byl filtr umistén na 3 minuty do hydrogenuhli¢itanového pufru

pro odmyti polyethylenglykolu.

Po inkubaci s vzorkl s fluorescen¢ni barvou byly vzorky stejnym zptsobem pievedeny

zpét do pufru B.
Inkubace virovych a viru podobnych &astic s fluorescenéni reaktivni barvou

Castice v hydrogenuhli¢itanovém pufru byly po dobu 1,5 hodiny inkubovany s reaktivni
fluorescen¢ni barvou Alexa Fluor 488 NHS Ester (sukcinimidyl ester; Molecular Probes; v praci
uzivdna zkratka Ax488-NHS) v moldrnim poméru 0,5 ekvivalentu reaktivni fluorescen¢ni barvy
ku 1 ekvivalentu exponovanych povrchovych lysint virovych ¢astic, na néz se barva vaze, pfi

pokojové teploté za stdlého tiepani ve tmé.
Mnozstvi barvy vlozené do reakce bylo vypocteno dle nasledujiciho postupu:

Mnozstvi ¢astic ve vzorku bylo zjisténo vydélenim celkového mnozstvi proteinu ve vzorku (mg)
hmotnosti jedné ¢astice (2,69 - 10-* mg; bohuzel jsem pii vypo¢tu mnozstvi barvy pro znaceni viru
nezapocitala hmotnost minoritnich kapsidovych proteint, kterd je vSak oproti hmotnosti vsech
VP1 proteind v ¢astici minimalni). Zjistény pocet Castic byl vyndsoben poctem exponovanych
volnych lysinovych zbytkd na povrchu castice (720). Celkovy pocet exponovanych lysinovych
zbytkt v roztoku byl vydélen Avogadrovou konstantou, ¢imz byla zjisténa moldrni koncentrace
exponovanych lysinovych zbytki vroztoku. Tato molarni koncentrace byla vyndsobena
ekvivalentem ¢inidla, ktery chceme do reakce vlozit (v naSem p¥ipadé vyndsobeno 0,5). Tim jsme
ziskali poc¢et molta barvy, které mame ke vzorku ptidat. Toto latkové mnozstvi bylo vydéléno
molarni koncentraci barvy (15 nmol/ul), ¢imz jsme zjistili objem barvy, ktery je t¥eba ptidat

k roztoku ¢astic.
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4.2.6.8 Zkoumdni interakce fluorescenéné znac¢enych VLPs ¢i viru s butikami pomoci priitokové

cytometrie

V prvnim experimentu, kde byly pouzity pouze znac¢ené VLPs, byly vybrané bunéc¢né linie
vysety na 12-jamkovou desticku tak, aby v den méfeni byla hustota bunék piiblizné 3 - 10°
bunék/jamka ¢i 6 - 10° bunék/jamka (nékterym burkdm nesvéd¢i prili§ nizka hustota okolnich
bunék). Zjamek bylo odsito médium, burky byly oplichnuty médiem DMEM se sérem a
inkubovany 1 hodinu p#i 37 °C s ¢asticemi zna¢enymi barvou Alexa488 (v mnozstvi 650 000 ¢astic
na buriku) nebo byly inkubovany se samotnou zreagovanou barvou Alexa488-NHS (5 ul 0,03 nM
Ax488-NHS v 1,5 M hydroxylaminu v hydrogenuhli¢itanovém pufru bylo pfiddno do 0,5 ml
média) v médiu DMEM bez séra. VSe bylo fedéno tak, aby na 3 - 10° bunék ptipadalo 0,5 ml
suspenze s potfebnym mnozstvim znacenych VLPs ¢i samotné barvy. Jako negativni kontrola
slouzilo samotné médium DMEM bez séra. Po jedné hodiné bylo médium odsdto, k buitkkdm bylo
pfidano 300 pl 1x akutdzy, inkubovéno 5 — 10 minut, resuspendovano v 1 ml DPBS, pfeneseno do

mikrozkumavky a umisténo na led.

Ve druhém experimentu, pro néjz byl kromé znacenych VLPs pouzit i znaceny virus, byla
pfed aplikaci ¢atic na buniky nejprve ¢ast bunék NIH-3T3 inkubovana po dobu 16 hodin v médiu
DMEM se sérem obsahujicim 20 uM Gleevec (Imatinib mezylat; Sigma) a ¢ast bunék inkubovana
po dobu 1 hodiny v médiu DMEM bez séra v piitomnosti neuraminiddzy pochazejici z Vibria
cholerae (Sigma; 50 mU neuraminidazy na 10° bunék). VSechny bunécné linie vybrané pro pokus
narostlé na Petriho miskach byly nésledné sklizeny, spoc¢itdny, centrifugovany (10 min, 90 x g,
RT), pfevedeny do média DMEM bez séra a rozdéleny do mikrozkumavek. K bunkdm byly
pfidany VLPs ¢&i loxP-wt MPyV znacené barvou Alexa488 v mnozstvi 400 000 ¢astic na butiku ¢i

samotna zreagovana barva viz vy$e a inkubovany po dobu 1 hodiny v 37 °C.

Nasledujici c¢ast jiz byla spole¢nd obéma experimentim. Bunécné suspenze byly
centrifugovany 5 min, 300 g, 4 °C. Poté bylo DPBS odsato, buné¢né pelety byly znovu
resuspendovany v 1 ml DPBS, centrifugovany 5 min, 300 g, 4 °C a po odsati supernatantu byly
vzorky na zavér resuspendovany ve 300 ul DPBS a méfeny na priitokovém cytometru Beckman
Coulter CytoFLEX s excita¢ni vlnovou délkou laseru 488 nm, analyzovano vzdy 10 000 udalosti
v kazdém vzorku. Po celou dobu prace byly vzorky drzeny na ledu. Ziskané hodnoty mediidnu
intenzity fluorescence vzorkt (VZ) po excitaci byly normalizovany vii¢i medidnu intenzity

fluorescence negativni kontroly (NK) po excitaci dle vzorce:
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relativni fluorescence vzorku = (medidn VZ — median NK)/medidan NK

Hodnoty relativni fluorescence vzorku byly nasledné vyneseny do grafu.

4.2.7 Statistické vyhodnocenf ndhodnosti vzniku sekvencf béhem mutagennf PCR

Po srovnani sekvenci pomoci ~Multiple sequence alignment®

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?/) byly spocditdny pozice, na nichz do$lo k zdméndm napf#i¢
polyomaviry MPyV, SV40, JCV, BKV a MCPyV a napifi¢ 22 mutantami. Ziskané cetnosti
mutovanych a konzervovanych pozic byly zaneseny do tabulky 1 a pomoci x? testu byla testovana

hypotéza:

Ke vzniku mutaci pf¥i mutagenni PCR dochazi pfedev$im v nukleotidech, které mezi

polyomaviry nejsou konzervované.

(Nulova hypotéza: Mutace pti mutagenni PCR vznikaji v ndhodnych nukleotidech.)

Tab. 1. Tabulka ¢etnosti mutovanych a konzervovanych pozic v sekvenci VP1 genu riiznych polyomavirti a mutant.
Uvedeny jsou pozorované Ccetnosti zjisténé spoc¢itinim mutovanych a nemutovanych pozic VP1 genu napii¢
polyomaviry a nap#i¢ mutantami a déle o¢ekavané etnosti pii zcela ndhodném rozlozeni mutaci do konzervovanych a
nekonzervovanych oblasti. Do tabulky jsou vyneseny pocty nukleotidd, které jsou konzervovdny u mutant i
polyomavirti, konzervované u mutant, ale mutované u polyomaviri, mutované u mutant, ale konzervované u
polyomavirii a mutované u mutant i polyomavird.

Tabulka ¢etnosti konzervovanych a mutovanych pozic ve VP1 genu nap#i¢
polyomaviry a mutantami
Konzervované Mutované
. . Celkem
u polyomavirii | u polyomavirt
] Pozorovani ¢etnost: 211 382 593
Konzervované u mutant
Ocekavand Cetnost: 223 370 593
] Pozorovani ¢etnost: 224 338 562
Mutované u mutant
Ocekavana Cetnost: 212 350 562
Pozorovana ¢etnost: 435 720 1155
Celkem
Ocekavana Cetnost: 435 720 1155

Pomoci funkce CHITEST v programu Microsoft Excel byl z pozorovanych a o¢ekdvanych ¢etnosti

vypocten x? test vyse uvedenych Cetnosti s vysledkem p = 0,13, x? = 2,247

Nulovou hypotézu tedy nemizeme zamitnout (p>0,05), z ¢ehoz vyplyva, Ze jsme nenasli souvislost
mezi pozicemi mutaci zavedenych do sekvence béhem mutagenni PCR a mist, kterd nejsou

konzervovana napfi¢ polyomaviry.
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5 VYSLEDKY

5.1 Schéma projektu

Projekt, v némz se pokousime pfesmérovat mysi polyomavirus na burky nadoru prostaty

jsme navrhli tak, jak je schematicky zndzornéno na obr. 12.

Krok 1A Krok 1B

P1 P2
mPyV BCsub ) | —— YT
e I £k
P ] [r— e,
[ ] P1 P2] mPyWV
[ ) E— o Krok 5 -1
> 373+
[ e | —
E e Negativni Gleevec@
rror-prone :

1 POR 1 DNA shuffling selekc‘e/ ‘XCB » \
— ! [ — ]
o x ) [ —— ‘ ‘

¥ J | e—

x — — e" e &

muuvln# VP; B

Homologni
rekombinace

(j’ / Pozitivni
Mutované sekvence VP1 genu
S 4 O " Mutantni viry

selekce
mPyV
D
loxP ¥, onP
T - o Cre rekombinazu

q >3T3 + PS!
+ GleeveD Krok 4
D
5 \ 3 & Buriky exprimujici
Krok 2 Krok 3

Obr. 12. Schema navrzeného projektu s cilem p¥esmérovat mys$i polyomavirus na molekulu PSMA. Gen pro kapsidovy
protein VP1 mysiho polyomaviru spole¢né s VP1 genem se substituc{ v sekvenci povrchové BC smy¢ky budou ndhodné
mutovany pomoci ,error-prone PCR“ (Krok 1A). Zminéné geny v kombinaci s VP1 geny 4 dal$ich polyomavira (BK, JC,
SV40 a MCPyV) budou také podrobeny metodé ,DNA shuffling”, kterd md umoznit promichdni ¢asti sekvenci
vklddanych genti (Krok 1B). Mutované VP1 geny budou nésledné vlozeny do plasmidu obsahujiciho zbytek mys$iho
polyomavirového genomu ohrani¢eného dvéma loxP misty pomoci metody In-Fusion® na zidkladé komplementarnich
oblasti na koncich insertu a vektoru (Krok 2). Vysledné plasmidy budou transfekovany do sav¢ich bunék produkujicich
Cre rekombinazu, kde by diky loxP mistim mélo dojit k vystfizeni genomu rekombinantniho mysiho polyomaviru a
produkci mutovanych polyomavirti (Krok 3). Mutované viry budou nejprve pozitivné selektovany na mysich burikich
3T3 s odstranénym gangliosidem GD1a pomoci Gleevecu, exprimujicich na svém povrchu PSMA (Krok 4). Viry schopné
vstoupit do téchto bunék budou déle negativné selektovany na butikdch 3T3 oSetfenych Gleevecem, kdy odstranime
vSechny viry, které byly schopné vstoupit do bunék (Krok 5). Sekvence ziskanych mutant mohou byt podrobeny dal$im
kolim nédhodné mutageneze a selekce. Obrazek vznikl ve spolupréci s]. Zat¢kovou Suchanovou a ¢ist obrazkil ve
schématu byla pfevzata a upravena z publikaci Perabo er al (2003) a Bartel er al (2011).
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Nejprve je tteba vytvofit rozsdhlou knihovnu ndhodné mutovanych polyomavirovych
gent pro VP1 protein. Toho docilime jednak vyuzitim ,error-prone PCR", tedy PCR provedené
v mutagennich podminkach, kdy pfi amplifikaci cilové sekvence dochazi ve zvySené mite
k chybné inkorporaci nukleotidd, a jednak vyuZijeme metodu zvanou ,DNA shuffling“. ,DNA
shuffling” je metoda zalozena na rekombinaci homolognich gent (viz kapitola 2.3.1), pti niz dojde
k promichani fragmentd téchto genidl a vysledkem je chimerni gen posklddany z rtiznych casti
vstupnich gend. Vybrali jsme 4 rtizné polyomaviry, jejichz VP1 geny by mély spole¢né s VP1
genem mysiho polyomaviru vstoupit do reakce ,DNA shuffling“, aby vytvotily neobvyklé
kombinace ¢asti VP1 sekvenci. Jsou jimi viry JCV, BKV, MCPyV a SV40, jez se dokazi pomnozit
v ¢lovéku, a kazdy z nich vyuziva pro vstup do buiiky jiny receptor, ¢imz by mohly vyznamné

prispét k pfesmérovani viru na lidskou bunéénou linii.

Abychom spojili ryze ndhodny pfistup s pfistupem raciondlnim a napomohli tak jesté vice
usmérnit evoluci, zafadime jak do reakce ,DNA shuffling, tak do ,error-prone PCR" také VP1 gen
mysiho polyomaviru, ktery nese substituci v sekvenci kédujici povrchovou BC smyc¢ku, ktera se
ucastni procesu rozpoznani bunécéného receptoru a interakce s nim (oznacovan jako BCsub MPyV
VP1). Do DNA sekvence této smycky byla vnesena sekvence koédujici peptid, ktery by mél dle
predpokladt vazat PSMA (molekulu, jez se ve zvy$ené mife vyskytuje na povrchu bunék rakoviny
prostaty), coz se vSak zatim v kontextu virové ¢astice a buriky nepodafilo experimentalné prokazat
(Z4¢kova Suchanova, nepublikovana data). Doufdme, %e mutace takto substituovaného proteinu by
mohly vlozeny peptid umistit do jiného kontextu ¢i pozice, kde by se jeho vazebné schopnosti pro
PSMA mohly projevit. Variabilita mutaci v pfipravené knihovné a jejich vliv na sekvenci hlavniho

kapsidového proteinu bude analyzovana pomoci sekvenace nékolika modifikovanych VP1 genti.

Nasleduje vlozeni mutovanych VP1 geni do vektoru ptipraveného z plasmidu pBS-Pyl,
coz je plasmid obsahujici cely genom mysiho polyomaviru. Vektor je pfipraven pomoci inverzni
PCR vychazejici z koncti VP1 genu. Pro klonovani gent byla zvolena metoda In-Fusion® (ZhAu et
al, 2007), jejimz principem je spojeni kratkych komplementarnich oblasti na obou koncich
vektoru a inzertu nasledované transformaci plasmidu do bakteridlnich bunék. Vysledkem by mél

byt plasmid, kde je v ramci virového genomu ptivodni VP1 gen nahrazen mutovanym VP1 genem.

Genom my$iho polyomaviru je na plasmidu ohrani¢en dvéma loxP misty, jez v buitkdch
produkujicich Cre rekombindzu mohou mezi sebou rekombinovat, ¢imz dojde k vystépeni

cirkularizovaného genomu MPyV z vektoru. Jedinym pozistatkem v genomu MPyV po
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rekombinaci je tak jedno loxP misto umisténé v intronu genu velkého T antigenu (Hron er al,
2013).Velkou vyhodou systému Cre/loxP je jednoduchost a nepftili§ ¢asové ndro¢nd produkce
virionti. Sta¢i totiz pouze transfekovat izolované plasmidy do bunék produkujicich Cre
rekombindzu, kterd zajisti vystépeni virového genomu, z néhoz se mohou zacit produkovat virové
proteiny a posléze vznikat nové virové genomy a virové potomstvo. Neni tedy tifeba zadné dalsi
manipulace s plasmidy zahrnujici restrikéni $tépeni a ligaci, které mohou navic ¢init potize a

mohou snizovat u¢innost produkce mutant.

Vzniklou knihovnu mutantnich viriont je poté tfeba selektovat ve vhodné zvolenych
selekénich podminkach tak, abychom ziskali viriony, jez jsou schopné se specificky vdzat ¢i
vstupovat do bunék nadoru prostaty a zdroven, abychom vylou¢ili viriony schopné vstupu do

necilovych bunék

Nasim ptvodnim zdmérem bylo piesmérovat mys$i polyomavirus na buiky rakoviny
prostaty pomoci interakce s bohaté glykosylovanym proteinem PSMA (prostaticky specificky
membranovy antigen, marker bunék nadoru prostaty). Jelikoz mysi polyomavirus neni schopen
pomnozit se v lidskych buiikdch, je tfeba selekci provadét na burnikach mysich. Za timto Gcelem
méla byt pfipravena linie mysich fibroblasti NIH-3T3 permisivnich pro MPyV, které stabilné
produkuji a transportuji na sviij povrch protein PSMA. Ziskané mutantni viriony budou moci byt
pozitivné selektovany aplikaci na p¥ipravenou bunéénou linii produkujici PSMA (plasmatickd
membrana bunék NIH-3T3 obsahuje pouze jeden ze vstupnich gangliosidd wt MPyV a to GDla,
ten vSak bude odstranén preinkubaci bunék s inhibitorem tyrosinovych kindz - Gleevecem).
Pokud dojde ke vzniku mutace v sekvenci genu VP1 umoznujici vazbu hlavniho kapsidového
proteinu na PSMA, bude takovy virion internalizovdin do burky a pomnozi se zde. Diky
odstranéni GDla by se nemutované viriony nemély v téchto buiikich pomnozit. Pomnozené
viriony budou poté navic negativhé selektovany na burikach NIH-3T3 preinkubovanych
s Gleevecem — v tomto kroku se zbavime nespecificky vstupujicich viriont, nebot do dalsich kol
mutageneze a selekce vezmeme pouze ty viriony, které do téchto bunék nedokazaly vstoupit.

Postupné bychom tedy méli ziskat pouze viriony vstupujici do buiiky diky vazbé PSMA.

Takto navrzené schéma vsak vychazelo z ptivodniho pfedpokladu, Ze determinanty
na buné¢ném povrchu urcuji uspésnost infekce a pfesmérovani vazby viriont z GD1a na PSMA (v
souc¢innosti s dal$imi molekulami) povede k zahajeni infekce. Vzhledem k tomu, Ze posledni

publikované prace u polyomavirti (kapitola 2.1.5) naznacuji, Ze vazba viru na gangliosidy je nutna
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pro smérovani viru do ER, kde pravdépodobné dochdzi ke konformaénim zméndm virionu
zodpovédnym za priinik viru do cytoplasmy a jadra, rozhodli jsme se nejprve otestovat funk¢énost
naseho schématu na wt MPyV. Testovali jsme tedy infektivitu divokého MPyV na permisivnich
bunikich po odstranéni receptorii pro vstup viru a také po pfidani chemické latky vyvolavajici
perforaci buné¢nych vacka (polyethylenimin, PEI). Cilem téchto experimentt bylo ovéfit
hypotézu, ze PEI mtize stimulovat unik polyomaviru z endozomalniho systému bez nutnosti
smérovani do ER. Pokud by byla nase hypotéza spravnd, PEI by dokdzal stimulovat infekci také
téch viriond, které nespecificky (tedy pouzitim jinych nez ptirozenych receptortt pro vstup do
buriky) vstoupily do buriky a za normalnich okolnosti by infekci nedokdzaly zapo¢it a PEI by tedy

mohl byt vyuzit v nasich experimentech.

V opa¢ném piipadé by bylo nutné zisadné prehodnotit celé schéma selekce mutant a
oddélit kroky pomnozeni a selekce viru. V tomto ohledu je zajimavé, Ze exprese gangliosidi na
bunééném povrchu velmi casto koreluje s nadorovou progresi a konkrétné u bunéénych linii
odvozenych z kastra¢né rezistentnich nddort prostaty (linie DU-145 a PC3), které neexprimuji
PSMA, bylo zjisténo vysoké zastoupeni GDIla (Ravindranath er al, 2004, 2005). Stejné tak
prostatické nadorové linie ve vysoké mife exprimuji RGD-vazebné integriny (Sutherland er al,
2012), na které se MPyV vaze (Caruso er al, 2003). Proto jsme se rozhodli také charakterizovat a
srovnat vazbu a vstup viru podobnych ¢astic odvozenych od mysiho polyomaviru (a také vazbu a
vstup MPyV divokého typu) do vybranych buné¢nych linii pro zjisténi, zda mysi polyomavirus
ma ¢i nemd piirozenou schopnost vstupovat ve zvysené mife do nddorovych bunék. V prvnim
piipadé by nebylo nutné virus dale modifikovat, ve druhém ptipadé by nebylo tfeba zabyvat se

odstranénim ptvodniho tropismu viru pti zvy$ovani jeho vstupu do lidskych nddorovych bunék.
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5.2 Zavedeni efektivhiho systému pro generovdni variant my$iho

polyomaviru s ndhodnymi mutacemi v hlavnim kapsidovém proteinu

5.2.1 Néihodni mutageneze genu MPyV VP1 a BCsub MPyV VP1 pomoci ,error-
prone PCR*

Prvni metodou, kterou jsme se rozhodli pouzit pro zanaseni ndhodnych mutaci do genu
pro VP1 protein, byla metoda ,error-prone PCR® tedy PCR genu naseho zdjmu provedend
v mutagennich podminkdch. VyzkouSeli jsme 2 systémy pro ,error-prone PCR®. Prvni z nich -
GeneMorph® II Random Mutagenesis Kit vyuzivd Mutazyme® II DNA polymerizu, tedy DNA
polymerdzu specidlné vyvinutou pro ,error-prone PCR® kterd by na rozdil od Taq DNA
polymerazy nemeéla upfednostiiovat zamény nukleotidovych part AT za GC. Druhym zvolenym
piistupem bylo vyuziti mutagennich analogi dNTP v kombinaci s Taq DNA polymerazou, které
jsou v prvnim kole PCR zaclenény do vznikajicich sekvenci, kde zptisobi zatazeni nespravnych
nukleotid do komplementirniho vldkna. Ve druhém kole PCR bez pfitomnosti analogl jsou

zabudované analogy nahrazeny klasickymi deoxyribonukleotidy a v sekvenci ziistanou zdmény.

5.2.1.1 Néhodni mutageneze pomoci analogi dNTP

Gen MPyV VP1 z plasmidu pBS-Pyl byl amplifikovan polymerazovou fetézovou reakci
pomoci Taq polymerdzy a primert Ev-MPyV-start-fw a Ev-MPyV-stop-rw za piitomnosti
nukleotidovych analogii 8-oxo-dGTP a dPTP (viz kapitola 4.2.4.4). Vyrobce ptiklada graf
frekvence vzniku mutaci v zavislosti na mnozstvi cykli mutagenni PCR a pouzitych analozich (viz
obr. 13). Aplikovali jsme proto 30 cyklid mutagenni PCR s vyuzitim obou dodanych analogt
zaroven pro dosazeni co nejvy$$i miry mutageneze. Po nahrazeni dNTP analogi klasickymi
nukleotidy ve 2. amplifika¢ni reakci byl vSak ziskdn produkt se silnym smirem a nespecifickymi
prouzky a to i po vyuziti Vent DNA polymerdzy namisto doddvané Taq DNA polymerazy a pti
aplikaci raznych teplot nasedani primerti. Proto jsme pro dal$i pokusy snizili pocet cykld

mutagenni PCR.
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Obr. 13: Graf miry mutageneze dosazitelné p¥i pouziti soupravy JBS dNTP Mutagenesis Kit. Mira mutageneze zévisi na
poctu cyklid PCR 1. amplifika¢ni reakce a pouZitych analozich nukleotidii. Upraveno dle Jena Bioscience, /BS dNTP-
Mutagenesis Kit. Instruction Manual, 2013.

Snizeni po¢tu mutagennich cykld PCR na 7 ssebou pfineslo ndrtist mnozstvi produktu
o pozadované délce a ubytek nespecifickych prouzkt na elektroforetogramu po 2. kole PCR (viz
obr. 14 vlevo nahote). Vysledny produkt tedy mohl byt pfecistén pomoci soupravy NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up a pouzit pro klonovani (kapitola 5.2.4 ve vysledcich).

Po klonovani a sekvenaci takto ptipravenych VP1 gend jsme zjistili, Zze vétsina
analyzovanych sekvenci neobsahovala mutace. Diivodem je ziejmé fakt, Ze templatova DNA se do
reakce pfidava v pomérné velkém mnozstvi (2 ng/ul reakéni smési) a neni z reakce odstranéna,
miize byt tedy amplifikovana ve 2. kole PCR (bez mutagennich nukleotidil) a poté vstoupit do
klonovaci reakce. Vmezefili jsme proto mezi 1. a 2. kolo PCR jesté krok oSetfeni 1. PCR reakce
restrik¢ni endonukledzou Dpnl, kterd $tépi pouze methylovanou (tedy templdtovou) DNA a tim ji

odstrani z reakce, takZe nemuze byt ve 2. kole PCR namnozena.
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Takto byly ptipraveny MPyV VP1 geny, jez prosly 10 nebo 20 muta¢nimi PCR cykly
(obr. 14, nahote uprostied), a také BCsub MPyV VP1, taktéz po 10 a 20 mutac¢nich cyklech
(obr. 14 nahote vpravo; jako templat zde slouzil MPyV VP1 gen pfipraveny v kapitole 5.2.2.1).
Vysledné produkty po mutagenezi MPyV VP1 o pozadované délce byly navic izolovany z gelu po

DNA elektroforéze pro odstranéni nespecifickych produkta.

V pribéhu klonovdni pomoci metody In-Fusion® (viz kapitola 5.2.4) jsme se potykali
s problémem nizké uc¢innosti klonovani. Domnivali jsme se, Ze pfi¢inou by mohlo byt mutovani
koncovych oblasti genu v priibéhu mutagenni PCR, které v reakci zlistanou i po 2. kole PCR a
nékteré geny tak mohou mit mutované oblasti, které jsou zasadni pro In-Fusion® reakci, jez
vyzaduje naprostou sekven¢ni komplementaritu konct insertu s konci vektoru. Nizsi pocet gent
se spravnou sekvenci na koncich by tedy mohl vést ke snizenému mnozstvi vznikajicich klona
oproti kontrole, ke které nebyly pfidany analogy nukleotidd. Pfipravili jsme proto 2 sady primert
— prvni sadou jsou klasické primery (Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-start-fw a Novy primer Ev-
MPyV-1. PCR-stop-rv), druha sada primerd je shodna s prvni, ale navic je prodlouzena o 15 nt
dlouhé oblasti  komplementdrni ke koncim  vektoru na svém 5° konci
(Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-start-fw a Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-stop-rv). Oblast nutna
pro klonovani nezavislé na ligaci potom tedy nepodstupuje mutagenezi a ziistdvd nezménéna.
Kvili nevhodné sekvenci v okoli piivodnich primeri pro jejich prodlouzeni musely byt primery
nasedajici za konec VP1 genu posunuty do jesté o néco vzddlenéjsi oblasti za VPl gen
(obr. 14 vlevo dole). Vétsi pravdépodobnost dit vzniknout funkénimu proteinu maji geny
mutované mens$i mérou, proto jsme vyuzili moznost pfidat do mutagenni PCR pouze jeden
z nukleotidovych analogii, a to 8-oxo-dGTP (obr. 14 vpravo dole), coz by mélo vést pouze

k relativné nizké mutacéni frekvenci (viz obr. 13).
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Obr. 14. Elektroforetogramy vyslednych genti ziskanych metodou ,error-prone PCR®. MPyV VP1 gen byl mutovan
pomoci 7 (obrazek nahote vlevo, JBS7), 10 (obrazek nahofe uprostfed, JBS10 a obrazek nahote vpravo, JBS10) ¢i 20 (2.
obrazek nahote uprostted, JBS20 a obrdzek nahotfe vpravo, JBS20) cykla v pfitomnosti smési dvou dNTP analogt a
klasickych dNTP, ptipadné 30 cykly (obrazek dole vlevo) pouze v piftomnosti analogu 8-oxo-dGTP a klasickych dNTP.
Nasledné bylo provedeno 30 cykliklasické PCR bez ptitomnosti ANTP analogti (odtud nazev 2. PCR). BCsub MPyV VP1
byl mutovan pomoci 10 ¢i 20 mutagennich cykli (obrazek dole vpravo, BCsub JBS10 a BCsub JBS20). Pro 1. i 2. PCR
reakci byly pouzity primery Ev-MPyV-start-fw a Ev-MPyV-stop-rw, pouze produkty na obrdzku vpravo nahote jsou
amplifikovany v 1. kole PCR pomoci novych primert Novy primer Ev-MPyV-1. PCR-start-fw a Novy primer Ev-
MPyV-1. PCR-stop-rv, a ve 2. kole PCR pomoci primerti Novy primer Ev-MPyV-2. PCR-start-fw a Novy primer Ev-
MPyV-2. PCR-stop-rv, proto pojmenovani 2. PCR-N. Sipka zna¢i otekévanou velikost produktu (p¥iblizn& 1200 bp). Na
gel bylo naneseno vzdy 2,5 pl markeru GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (M) a 5 pl PCR smési (obrazek vlevo
nahote), 3 pl PCR smési precisténé pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (obrdzek nahote uprostted),
5 ul PCR smési (obrazek vpravo nahote) 1 pl PCR smési (obrazek vlevo dole) a 4 ul PCR smési (obrazek vpravo dole).
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5.2.1.2 Néihodni mutageneze pomoci soupravy GeneMorph® II Random Mutagenesis Kit

DNA sekvence MPyV VPl genu byla mutovdna také pomoci Mutazyme® II DNA
polymerdzy. Mira mutageneze by méla zaviset pfedev$im na mnozstvi DNA vkladaném do reakce
a poctu cyklt PCR. Po aplikovani 30 PCR cykld na 100 ng templatového plasmidu pBS-PylI (tedy
15 ng cilového useku, jez md byt namnozen) s vyuzitim primert nasedajicich na zacatek (Ev-
MPyV-start-fw) a za konec (Ev-MPyV-stop-rw) MPyV VP1 genu byl na elektroforetogramu
patrny jediny specificky prouzek (viz obr. 15 vlevo). Po zaklonovdni gent proslych touto
mutagenezi jsme vsak zjistili, Ze zddny z osekvenovanych genii neobsahoval mutace. Pfikrodcili
jsme proto ke snizeni mnozstvi templatového plasmidu na 3,4 ng (tedy 0,5 ng cilového tseku) —
viz obr. 15 uprostied. Pro jesté vétsi zvySeni poctu mutaci jsme navic pouzili 0,3 pl této reakce
jako templat pro dalsi kolo PCR provedené s Mutazyme® II DNA polymeridzou. Vytézek této

reakce byl velmi nizky, proto na obrazku (obr. 15 vpravo) je zobrazena ziskany fragment az po

precisténi a zakoncentrovani soupravou NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up.

M GM GM M GM M GM
10x Fed. 1. PCR 2. PCR

<— VPl <— VAl

Obr. 15. Elektroforetogramy produktu mutageneze VP1 genu pomoci soupravy GeneMorph® II Random Mutagenesis
Kit. Vlevo: 1 pl koncentrovaného a 1 ul 10krat Yfedéného produktu mutagenni amplifikace 100 ng plasmidu pBS-Pyl.
Uprostfed: 2 ul produktu mutagenni amplifikace 3,4 ng plasmidu pBS-Pyl. Vpravo: 3 ul piecisténého produktu
mutagenni reamplifikace 0,3 pl produktu 1. kola mutagenni amplifikace. Velikost VP1 genu po amplifikaci zvolenymi
primery by méla ¢init 1244 bp. M zna¢i Marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).
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5.2.2 ,DNA shuffling”

Rozhodli jsme se rozsifit spektrum mutaci v kédujici sekvenci VP1 proteinu i jinym
zplisobem nez pouhou ndhodnou mutagenezi. Pomoci metod zaloZzenych na rekombinaci je totiz
mozné poskladat sekvenci zvoleného genu ze sekvenci tohoto genu v ptibuznych organismech ¢i
virech. Metoda ,DNA shuffling umozni vznik chimernich genti pomoci ndhodné fragmentace
homolognich geni DNazou I a néaslednym pospojovanim téchto fragmentd pomoci
tzv. ,selfpriming PCR“, kdy jako primery slouzi pfekryvajici se homologni ¢asti fragmentd.
Zavérecna PCR svyuzitim primert komplementdrnich k zacatku a konci cilové sekvence

amplifikuje ziskané rekombinantni geny.

5.2.2.1 Ptiprava VPI1 geni vybranych polyomavirt

Zakladnim krokem pro ,DNA shuffling“ je pfiprava vstupnich VP1 genti vSech zvolenych
polyomavira (MPyV, SV40, JCV, BKV, MCPyV a BCsub MPyV) v dostatecném mnozstvi. Geny
byly amplifikovany pomoci PCR s primery navrzenymi tak, aby nasedaly pfimo na zacitek a
konec VP1 genu u vSech polyomavirti kromé MPyV, kde je druhy primer umistén az za koncem
VP1 genu a to z nékolika divodd. Prvnim divodem byla sekvence v této oblasti, na niz nebylo
mozné navrhnout primery pro inverzni PCR vektoru, ktera méd béZet na opa¢nou stranu od VP1
genu, nebot voblasti se vyskytuje polyA signil a tedy oblasti bohaté na AT, které by
v navrhovanych primerech tvofily smyc¢ky a vzajemné komplementarni tseky. Primery tedy
musely byt posunuty ddl od VP1 genu. Dal$im déivodem byla potfeba zachovat funkéni VP1
protein mystho polyomaviru, nebot C-koncova ¢ast je zcela zdsadni pro tvorbu castic. Kratkd
delece (méné nez 34 aminokyselinovych zbytkt (Yokoyama et al, 2007; Hruskova -
nepublikované vysledky) v C-koncové oblasti vede k tvorbé tubuliarnich namisto ikosahedrdlnich
¢astic, vétsi delece ma pak za nasledek uplnou neschopnost tvorby ¢astic (Roitman-Shemer et al,
2007), proto bylo vyhodné, aby sekvenci komplementarni k vektoru pro klonovani nachézejici se
za koncem VP1 genu nesl pouze amplifikovany VP1 gen mysiho polyomaviru a v této oblasti tak
nemohlo dochdzet k mutacim zptsobenych rekombinaci s jinymi VP1 geny. Divod, pro¢ nemohly
byt primery pro vSechny vstupni geny posunuty az za VP1 gen je takovy, ze plasmid, do néjz
budeme mutované geny vkladat, nese cely genom MPyV a my musime zachovat jeho sekvenci
proto, aby se mohly tvofit funkéni viriony a mnozit se. V oblasti za koncem genu je zdroveri oblast

kédujici C-koncovou ¢ast LT antigenu piepisovaného z opa¢ného vlakna, jehoz naruseni diky
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rekombinaci s jinym polyomavirem nebo uplné cizorodou sekvenci z plasmidt vyuzivanych pro
amplifikaci VP1 gend ridznych polyomavirt, by mohlo vést ke vzniku nefunkéniho LT antigenu,

bez néjz se virus v bunice nedokaze pomnozit.

Sekvence VP1 genu vybranych polyomavird byla amplifikovana pomoci Vent DNA
polymerazy (viz kapitola 4.2.4.3) za podminek uvedenych v tabulce 2. U vSech zvolenych gent
bylo nejprve nutné optimalizovat teplotu naseddni primeri a mnozstvi templatu vstupujicitho do
reakce, u nékterych gent také zvoleny templitovy plasmid a jeho formu (cirkuldrni ¢&i
linearizovana s$tépenim restrik¢ni endonukleazou). I pfes tyto optimalizace jsme na snimku
elektroforetického gelu u nékterych produkti amplifikace pozorovali slaby nespecificky prouzek
mimo oblast o spravné velikosti, proto jsme pfistoupili k izolaci cilového fragmentu z gelu.
Produkty PCR, a stejné tak i produkty pozadované velikosti izolované z gelu, byly pfecistény
pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up a zkontroloviny pomoci DNA
elektroforézy (obr. 16).

Tab. 2. Podminky amplifikace VP1 gent rtznych polyomavira (MPyV, SV40, BKV, JCV, MCPyV a BCsub MPyV)

pomoci PCR.

MPyV VP1 SV40 VP1 BKV VP1
Templatovy plasmid pBS-PyI pCAG-SV40 c734A
Forma templatu linedrni Cirkularni Cirkularni
Mnozstvi 14 o
nozstvi templdtu vstupujici 20 ng 5 ng 5 ng

do 50 pl reakce

Forward primer

Ev-MPyV-start-fw

Ev-SV40-start-fw

Ev-BK-start-fw

Reverse primer Ev-MPyV-stop-rw Ev-SV40-stop-rw Ev-BK-stop-rw
Teplota nasedani primert 64 °C 59 °C 61°C
Produkt izolovan z gelu ano Ne Ne

JCV VP1 MCPyV VP1 BCsub MPyV VP1
Templatovy plasmid pPB Dual - JCV VP1 pMCV-R17a
Forma templatu cirkularni Cirkularni ) 1VP1, 10kvré.t i‘e(vlf%né

liga¢ni smési z p¥ipravy

Mnozstvi templatu vstupujici 21 ng 85 ng plasmidu pMJG BCsub

do 50 pl reakce

Forward primer

Ev-JC-start-fw

Ev-MCV-start-fw

Ev-MPyV-start-fw

Reverse primer Ev-JC-stop-rw Ev-MCV-stop-rw Ev-MPyV-stop-rw
Teplota nasedani primert 61°C 64 °C 64 °C
Produkt izolovan z gelu ne Ne ano
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Obr. 16. Elektroforetogramy VP1 genii polyomavira MPyV, SV40, BKV, JCV, MCPyV a BCsub MPyV amplifikovanych
pomoci PCR. Vybran byl vzdy jen jeden vzorek od kazdého polyomavirového VP1 genu na ukdzku. Geny byly
namnozeny za podminek uvedenych v tabulce 2. Naneseno bylo 1 ul PCR smési, v ptipadé SV40 VP1 2 pl. Od BCsub
MPyV VP1 byl na gel nanesen 1 pl PCR po vyiiznuti z gelu a pfecisténi pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up Kit (Macherey-Nagel). M zna¢i marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).

Zavérecné amplifikace za uvedenych podminek byly provadény na veliko (10 x 50 pl

reakci) a pti pfecisténi byly zakoncentrovany do relativhé malého objemu, nebot pozadované

mnozstvi vstupnich geni pro ,DNA shuffling” je pomérné vysoké (0,5 — 2 pg kazdého genu) a

objem reakce nenf p#ili§ velky (50 pl).
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5.2.2.2 Néhodn4 fragmentace vstupnich genti

Aby mohly byt vstupni geny promichdny, je tfeba je nejprve ndhodné nastépit na kratsi
fragmenty. Pro tento krok byla potizena souprava JBS DNA-Shuffling kit (Jena Bioscience), kterd
obsahuje DNéazu I a pufr vhodny pro $tépeni. Frekvence $tépeni a tedy i délka vyslednych
fragmentd je zavisla pfedevsim na dobé stépeni a mnozstvi DNé4zy I ptidané do reakce. Dle grafu
ptilozeného vyrobcem docilime vzniku p¥iblizné 300 bp dlouhych fragmenti (jez pokldddme za
vhodné pro nase ucely) po 1 minuté $tépeni. Po $tépeni DNazou I a inaktivaci DNéazy I byly
vzniklé fragmenty rozdéleny pomoci agarézové elektroforézy a pouze fragmenty o vhodné

velikosti mély byt z gelu izolovany, aby vstoupily do nasledné ,self-priming PCR" reakce.

Vyslednd DNA se vSak v gelu vzdy nachazela pouze v nandSecich jamkiach a nikdy
nesestoupila nize, coz branilo dal$imu pouziti DNA (viz obr. 17 vlevo). Po testovani nékolika
moznych pfic¢in jsme zjistili, Ze za setrvani DNA v jamkdch je zodpovédnd izolepa vyuZzivana

k rozsifeni nandasecich jamek.

Po odstranéni tohoto problému vsak vysledny elektroforetogram stidle nevypadal
uspokojivé, fragmentovand DNA byla totiz nastépena na velmi kratké fragmenty o velikosti
pfiblizné 75 bp (viz obr. 17 vpravo) Po provedeni nasledujicich krokt (izolace DNA z gelu, jeji

ptecisténi, ,self-priming PCR* a zavére¢né amplifikaci) nebyl ziskdn zadny produkt.

20000

DNA uviznuta 10000
vV jamce 7000
5000

4000

3000

2000
1500
1000
700
500
400

300 fragmentovana
200 <— DNA

75

Obr. 17. Elektroforetogramy produktt $tépeni 6 VP1 gent polyomavira MPyV, SV40, JCV, BKV, MCPyV a BCsub
MPyV (0,5 pg kazdého VP1 genu) DNézou I (0,1 U/ug DNA; Jena Bioscience) po dobu 1 minuty p#i 37 °C. Celd 50 pl
reakce inaktivovand pomoci dvojmocnych kationti a zvy$ené teploty byla nanesena do jamek gelu. Vlevo: zuby hfebenu
pro tvorbu jamek byly slepeny pomoci izolepy pro zvét$eni nanasecich jamek, Vpravo: P#i tvorbé jamek nebyla pouZita
izolepa. M zna¢i marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).
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Rozhodli jsme se proto ptejit od DNazy I z komer¢niho kitu Jena Bioscience k DNéze I od
firmy Roche v kombinaci s reakénim pufrem 25 mM MgCl2, 1 mM CaCl: a pokusili se reakci
optimalizovat tak, abychom doséahli velikosti vznikajicich fragmentt okolo 300 bp. Optimalizace
byla provddéna na rtiznych DNA templitech: DNA figa A (48502 bp), plasmid pGEM®-T
(3000 bp), JCV VP1 gen (ptiblizné 1200 bp). Testovali jsme zavislost velikosti vznikajicich
fragmentt na koncentraci DNazy I (0,1 U/ug DNA, 0,01 U/pg DNA a 0,001 U/ug DNA) a dobé
$tépeni obr. 18 a 19).

Dobastépeni: M 20s 40s 60s 60s 60s NK
Koncentrace DNazy | [U/pg DNA]: o1 0,1 0,1 0,01 0,001

Obr. 18. Zavislost velikosti fragmentti po $tépeni DNédzou I na dobé stépeni a mnozstvi DNazy I (Roche) v reakci.
Genomova DNA figa A (3 ug) byla $tépena rtiznym mnozstvim DNazy I (Roche) po dobu 20, 40 nebo 60 s. Mnozstvi
DNdzy v reakci je uddno jako pocet jednotek DNazy I ptipadajicich na 1 pg A DNA. Na gel bylo naneseno 15 pl od kazdé
50 pl reakce po inaktivaci DN4zy I pomoci chelatace dvojmocnych kationtd a vysoké teploty. M zna¢i marker
molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).
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Obr. 19. Zavislost velikosti fragmentti po §tépeni DNdzou I (Roche) na dobé $tépeni pt#i konstantnim mnozstvi DNazy I v
reakci. JCV VP1 gen (1,2 pg) byl $tépen DNézou I (Roche) v mnozstvi 0,01 U/pg DNA po dobu 0,5 — 4 minut. Na gel byla
nanesena vzdy celd 15 pl reakce po inaktivaci DNazy I pomoci chelatace dvojmocnych kationtl a vysoké teploty. M
zna¢i marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).

Po pfiznivych vysledcich optimalizace Roche DNazy I jsme zkusili natedit také DNazu I
komer¢ni soupravy pro ,DNA Shuffling“ (Jena Bioscience). Z vysledku vyplyva (obr. 20), ze
vyrobce pravdépodobné do soupravy dodal DNédzu I o vy$§im poctu jednotek, nebot teprve po
jejim nafedéni (10krat) jsme byli schopni dosdhnout $irsiho spektra velikosti ziskanych fragmenta
namisto uplného rozstépeni vstupni DNA, jako tomu bylo pfi pouziti koncentrované DNazy dle

doporuceni vyrobce.

M  konc. 10xF. 100xF.

Obr. 20. Zavislost velikosti fragmentt po $tépeni DNdzou I na mnozstvi DNazy I z komer¢ni soupravy pro ,DNA
shuffling” (Jena Bioscience). Genomova DNA faga A (3 ug) byla $tépena nefedénou (konc.), 10x fedénou (10x #.) a 100x
tedénou (100x f.) DNdzou I. Na gel bylo naneseno 15 pl od kazdé 50 pl reakce po inaktivaci DNazy pomoci chelatace
dvojmocnych kationtt a vysoké teploty. M zna¢i marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).
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Pro ptipravu fragmenti polyomavirovych VP1 gent jsme se vSak ptiklonili k vyuziti
DNazy I od firmy Roche. Nejprve jsme cely proces ,DNA Shuffling® otestovali na jediném genu
JCV VPLI. Po $tépeni 2,5 min 0,01 U DNazy I/ug DNA byly fragmenty o velikosti pfiblizné 300 bp
izolovany z gelu, ptecistény a podrobeny ,self-priming PCR“ (data nejsou ukdzana). Po zdvére¢né
amplifikaci s primery navrzenymi na konce JCV VP1 genu jsme obdrzeli fragment odpovidajici

velikosti JCV VP1 (data nejsou prezentovana), celd reakce se tedy pravdépodobné zdaftila.
Nasledovala aplikace DNazy I (Roche) na amplifikované VP1 geny 6 polyomavirt, kdy

0,5 g VP1 genu kazdého polyomaviru bylo spole¢né stépeno za podminek otestovanych na JCV

VP1 genu. Oblast okolo 400 bp byla z gelu izolovdna (obr. 21) a DNA byla ptecisténa pomoci

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

M fragmentovana DNA

vyfiznuta
oblast

Obr. 21. Fragmentace VP1 gent 6 riiznych polyomavirtt pomoci DNazy I. 0,5 pg kazdého VP1 genu bylo v reakci
$tépeno DNézou I (Roche) v mnozstvi 0,01 U/ug DNA po dobu 2,5 minut. Celd 50 pl reakce inaktivovand pomoci
chelatace dvojmocnych kationt a vysoké teploty byla nanesena do dvou jamek gelu a rozdélena elektroforeticky.
Zardmovana oblast gelu byla vytiznuta a v ni obsazena DNA nasledné pouzita pro ,self-priming PCR“. M zna¢i marker
molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).

52.23 ,Self-priming PCR* a zivére¢na amplifikace chimernich geni

Precisténé fragmenty vzniklé §tépenim DNazou I byly vlozZeny do ,self-priming PCR®, kde
by homologni ¢asti fragmentd mély na sebe navzajem nasednout a slouZit tak jako primery pro
DNA polymerdzu. Tim by mélo dojit k poskladani a propojeni jednotlivych fragmentt do

chimernich genti. Mnozstvi pfecisténé DNA nebylo p#ili§ velké (nas vytézek ¢inil 0,75 ug), proto

jsme do ,self-priming PCR® dali veSkerou izolovanou DNA, nebot vyrobce doporucuje vlozit
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0,5 - 1 ug DNA. Vysledkem této reakce byly fragmenty tvofici po elektroforetickém déleni slaby

smir pokryvajici $irokou oblast molekulovych hmotnosti (viz obr. 22 vlevo)

Pro zavére¢nou PCR bylo pouzito 5 pl ,self-priming PCR®, primer Ev-MPyV-stop-rw a
Ev-selfprim primer, jenz byl navrzen tak, aby byl spole¢ny zacatkim kdédujicich sekvenci VP1
gent nékolika raznych polyomavirt. Elektroforetogram produktu obdrzeného po 15 cyklech PCR
ukazuje 2 slabsi prouzky — jeden v pfedpokladané oblasti (okolo 1200 bp), druhy v oblasti okolo
500 bp (viz obr. 22 uprostted). Abychom namnozili cilovy produkt, provedli jsme dalsich 30 cykla
amplifikace, tentokrat nikoli pomoci komer¢ni soupravy, ale s vyuzitim Vent DNA polymerazy,
jez nezanasi na 3' konce fragmentidi presahujici adenosin monofosfit, a je proto vhodnéjsi pro

nasledné In-Fusion® klonovani (obr. 22 vpravo).

Ve vysledném produktu reakce se druhy mensi prouzek po elektroforetickém déleni stale
vyskytuje, i kdyz o niz$i intenzité a objevuje se i smir. Ndsledna In-Fusion® reakce by vSak méla
s vektorem spojit pouze fragmenty nesouci na obou koncich sekvence komplementdrni ke

koncovym sekvencim vektoru.

self-priming
M PCR M PCR M PCR

[bp] (bp] —

(bp]

€—— VPlgen

€—— VPlgen
€—— VPlgen

nespecifické
produkty

Obr. 22. ,DNA shuffling“: Produkt ,self-priming PCR“ 6 polyomavirovych VP1 geni a vysledek ndsledné amplifikace
tohoto produktu s genové specifickymi primery. Vlevo: Izolované fragmenty nastépenych VP1 gent byly pomoci ,self-
priming PCR“ poskladdny do chimerniho VP1 genu. Na gel bylo naneseno 15 pl reakce. Uprostfed: Produkt ,self-
priming PCR® byl poté amplifikovdn pomoci primeri nasedajicich na zac¢atek a konec chimérniho VP1 genu. Na gel bylo

nespecificky
<€—— produkt

500
400
300
200

75

75

naneseno 5 pl této PCR reakce. Vpravo: Pro nizky vytézek zdvére¢né amplifikace byly 2 ul této reakce pouZzity pro
reamplifikaci pomoci PCR, tentokrat s vyuzitim Vent DNA polymerazy. Na gel bylo naneseno 5 pl reakce. M znaci
marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).
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5.2.3 Piiprava vektoru odvozeného od plasmidu pBS-Pyl

Jako vychozi vektor pro veskeré klonovani byl pouzit vektor odvozeny od plasmidu pBS-
Pyl, coz je plasmid obsahujici kompletni genom mysiho polyomaviru (tedy vcéetné VP1 genu)
ohrani¢eny 2 loxP misty. Cilem nédsledného klonovani je nahradit pivodni nemutovany VP1 gen
za tento gen po mutagenezi ,error-prone PCR“ a ,DNA shuffling“. Proto je tfeba pfipravit vektor
odvozeny od vySe uvedeného plasmidu, jez postrdda VP1 gen. Toho jsme docilili vyuzitim
inverzni PCR (viz kapitola 4.2.4.3) s primery orientovanymi smérem ven z VP1 genu (primery Ev-
Inv-pBS-Pyl-fw a Ev-Inv-pBS-Pyl-rv. Z divodu nizké d¢innosti klonovani ptipravenych VP1
gentl jsme nasledné posunuli primery pro pfipravu mutovanych VP1 geni i vektoru smérem ven
od VPI1 genu (primery: Ev-Inv-pBS-Pyl-opr.-fw a Novy primer Ev-Inv-pBS-Pyl-rv). PCR pro
piipravu vektoru byla nékolikrat optimalizovana pro ziskani produktu bez vétstho mnozstvi
nespecifit [pouziti 3 rGznych polymeraz: Advantage® HD polymerase (Clontech), High Fidelity
PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific) a Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer
(NEB), rGzné teploty naseddni primerd]. Amplifikované vektory byly pied vloZzenim do In-
Fusion® reakce rtiznym zptsobem zpracovany: fragment o spravné molekulové hmotnosti byl
izolovan z agarézového gelu po elektroforéze (kapitola 4.2.4.2) a nasledné precistén pomoci
soupravy NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (kapitola 4.2.4.8), ptipadné byla pro In-Fusion®
pouzita pfimo PCR smés piecisténd ¢i nepfecdisténd vySe uvedenou soupravou ¢i fenol-
chloroformovou extrakci nasledovanou srazenim soucinnosti alkoholu a soli (kapitola 4.2.4.9 a
4.2.4.10). Obavali jsme se totiz, zda matrix komer¢ni soupravy nezistava ve vzorku a neinhibuje
In-Fusion® reakci. Vysledek amplifikace vektort, které byly nasledné pouzivany pro klonovéani a

poskytly nejvyssi mnozstvi kolonii, jsou ukazany na obrazku 23.

88



M PCR M PCR

[bp]

20000
vektor 10000 [bp]
oBS-pyl 7000 vektor 20000

5000 pBS-PYl 10000 vektor
4000 7000 pBS-Pyl
3000 5000

2000 4000
3000
2000
1500
1000

1500
1000
700
500
400
300
200

700
500

Obr. 23. Elektroforetogramy PCR vektort, do nichz byly ndsledné vkladdny mutované VP1 geny. Vlevo: Vektor
ptipraveny pomoci High Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific) a primert Ev-Inv-pBS-PyIl-opr.-fw a Novy
primer Ev-Inv-pBS-Pyl-rv p#i teploté nasedani primert 60 °C. Na gel byl nanesen 1 ul PCR reakce. Tento vektor byl uzit
pro pocate¢ni klonovani MPyV VP1 i BCsub MPyV VP1 genti mutovanych pomoci JBS dNTP-mutageneze. Uprostted:
Vektor ptipraveny pomoci Phusion HF DNA polymerazy a primertt Ev-Inv-pBS-Pyl-opr.-fw a Novy primer Ev-Inv-
pBS-Pyl-rv pti teploté nasedani primert 60 °C. Na gel byly naneseny 3 pl PCR reakce. Tento vektor byl uzit pro
klonovani VP1 gent mutovanych pomoci JBS dNTP-mutageneze a dal vzniknout nejvice koloniim. Vpravo: Vektor
ptipraveny pomoci Phusion HF DNA polymerdzy a primert Ev-Inv-pBS-Pyl-opr.-fw a Ev-Inv-pBS-Pyl-rv pti teploté
nasedani primert 60 °C. Na gel byly naneseny 4 ul PCR reakce. Tento vektor byl uZzit pro klonovani VP1 genti vzniklych
metodou ,DNA shuffling”. M zna¢i marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).

5.2.4 Ptprava rekombinantnich plasmidi

Ziskané mutované VP1 geny byly vlozeny do vektoru pBS-Pyl metodou zaloZenou na
klonovani nezavislém na ligaci pomoci soupravy In-Fusion® HD Cloning Kit (kapitola 4.2.4.11).
Pro tspésné vlozeni insertu jsou zasadni jeho koncové 15 bp dlouhé sekvence komplementdrni k
té oblasti vektoru, kam je insert vklddan. Po smiseni In-Fusion® enzymového premixu
s pfecisténym vektorem a insertem ve vhodném poméru a jejich inkubaci 15 min v 50 °C jsou
smeési transformovany kompetentni bunky Stellar™ a narostlé kolonie jsou testovany na
pfitomnost rekombinantnich plasmidt. Pokud je ziskdn insert i vektor po amplifikaci PCR bez
nespecifického pozadi, je mozné pro transformaci pouzit piimo tyto PCR smési inkubované
sroztokem Cloning Enhancer a In-Fusion® premixem, coz je$té vice urychli cely proces

klonovani, nebot neni nutné DNA ptecistovat.

rv 7 7

Kvili velkym potizim stc¢innosti klonovani (¢asto nevyrostla po transformaci zddnd
kolonie), jsme se snazili pozménit co nejvice parametri procesu pfipravy fragmenti pro In-
Fusion® reakci i samotné In-Fusion® reakce. Vyzkouseli jsme rizné polymerazy (High-Fidelity ¢i

Phusion HF DNA polymerazu pro pfipravu vektoru a Taq ¢i Vent DNA polymerazu pro ptipravu
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insertu), nebot ackoli to souprava nevyzaduje, chtéli jsme zajistit, Ze DNA polymerdza svoji
aktivitou neptidd na konce dtlezité pro klonovani nukleotidy navic. Testovali jsme také jinou sadu
primerd pro piipravu vektoru a insertu (viz kapitoly 5.2.2.1 a 5.2.3), ménili jsme zptisob oSetfeni
fragmentl vstupujicich do In-Fusion® reakce — PCR smési vektoru a insertu byly precistény
komer¢ni soupravou (kapitola 4.2.4.8), izolovany zgelu a izolovany komer¢ni soupravou,
precistény pomoci fenol-chloroformové extrakce a ndsledované srdzenim DNA, pfipadné byla
pouzita nepfeisténa PCR smés oSetfend roztokem Cloning Enhancer a rtzné kombinace
zminénych zplisobdl pro vektor a insert. P¥i optimalizaci In-Fusion® reakce jsme ménili pomér
vektoru a insertu vkladaného do reakce, celkové mnozstvi DNA vkladané do reakce a prodluzovali
jsme dobu inkubace bunék v termostatu pied jejich vysevem i po vysevu. Maximalni dosazeny
pocet kolonii, které po transformaci vyrostly, byl okolo 500 kolonii a to pfi pouziti roztoku
Cloning Enhancer na 1,5 ul PCR smeési insertu i vektoru pfipravenych s novymi primery v jednom

kroku se samotnou In-Fusion® reakci (viz kapitola 4.2.4.11).

Pro vylouceni toxicity DNA pro pouzivany typ bunék pro transformaci jsme vyzkouseli
také metodu elektroporace do elektrokompetentnich bunék Topl0 namisto transformace

teplotnim Sokem. Neziskali jsme vSak téméf# zadné kolonie.

Dal$i zménou bylo pouziti klonovani pomoci inverzni fuzni PCR, ktera by méla spojit
pfipraveny vektor a insert. Po ligaci produktu inverzni fizni PCR jsme do bunék transformovali

liga¢ni smés, opét vSak bez vyrazného zlepSeni vytézku transformace.

Celkovy pocet kolonii, které dohromady vyrostly po vSech transformacich bunék vektory
s VP1 genem po mutagenezi, ¢inil pfiblizné 2500 (celkem provedeno asi 35 transformaci In-

Fusion® reak¢ni smési)

Béhem optimalizace jsme provedli fadu kontrol nejen klonovaci reakce, ale i piipravy
fragmentl. Vysledné jedna transformacni reakce s vyrobcem doddvanym insertem a vektorem
standardné poskytovala okolo 20 000 kolonii, zatimco reakce snasim kontrolnim insertem
(mutovany VP1 gen obsahujici nové vzniklé restrik¢ni misto) a vektorem poskytovala pouze okolo
2500 kolonii. Pokud jsme vSak pouzili v reakci MPyV VP1 gen, ktery prosel stejnou procedurou
jako MPyV VP1 geny pfi mutagenezi, avSak bez pfiddni analogi dNTP, byl vytézek kolonii

vyrazné niz$i (okolo 200 kolonif). Vlozeni samotného vektoru do reakce (negativni kontrola)

zpravidla nevedlo k vytvofeni kolonii viibec.
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5.2.5 Izolace rekombinantnich plasmidi a jejich analyza

Vybrané kolonie byly zaockovany a pouzity pro izolaci plasmida (kapitola 4.2.4.12 a
6.2.4.13). Pro ovéteni, zda skute¢né doslo k vlozeni mutovanych VP1 genti do vektoru byly tyto
plasmidy podrobeny restrikénimu $tépeni (napf. obr 24) a/nebo sekvenaci pomoci sekvenac¢nich
primert, v piipadé VP1 genti mutovanych metodou ,DNA shufling” také ovéfenim velikosti

plasmidu pomoci elektroforézy (obr. 25).

Ze ziskanych sekvenci jsme analyzovali frekvenci a ndhodnost vzniku mutaci. Mira vzniku
mutaci je uvedena v tabulce 3. Mutageneze pomoci ,error-prone PCR" s vyuzitim dNTP analogi
(Jena Bioscience) dala povétsinou vziknout pestré skdle mutovanych sekvenci s rtiznou frekvenci

vzniku mutaci.

Aplikace jednoho kola mutagenni PCR svyuzitim Mutazyme® II DNA polymerazy
(GeneMorph) vedla bohuzel ke vzniku pouze jediné mutované sekvence VP1 genu, v ostatnich
pfipadech doslo ke vzniku nemutovanych sekvenci MPyV VP1 genu. Po aplikaci 2 kol mutagenni
PCR svyuzitim Mutazyme® II DNA polymerdzy jsme po sekvenaci dokonce nenalezli Zadné
vlozené VP1 geny do vektoru, stejné tak tomu bylo i u 20 cykld mutagenni PCR v p¥itomnosti

dNTP analogi (Jena Bioscience) aplikovanych na MPyV BCsub VP1.

Analyza 11 ndhodné vybranych rekombinantnich plasmidi izolovanych z bakterialnich
kolonii vzniklych metodou ,DNA shuffling“ (z celkového mnozstvi 300 kolonii) pomoci
elektroforetické vizualizace plasmidi (obr. 25) a sekvenace nékolika z nich, odhalila 2 typy
produktt reakce ,DNA shuffling“. Jednak reakci vznikaly vychozi VP1 geny, v analyzovanych
sekvencich jsme totiz nalezli kompletni sekvenci MPyV VP1 genu u kolonie 5 a kompletni
sekvenci MPyV BCsub VP1 genu kolonii 2, 7, 8, 9, 11 (s nékolika zdménami ziskanymi ziejmé
v pribéhu amplifikace Taqg DNA polymerazou). A druhym typem produktii byly plasmidy o mensi
nez ocekavané molekulové hmotnosti (kolonie 1, 3, 4 a 6; viz obr. 25), u nichz z¥ejmé doslo
k nasednuti pouze dvou kratkych fragmenti VP1 genu na konce vektoru a jejich spojeni, nebot
vétsina stiedové ¢asti genu uplné chybi. Kolonie 6 je jedind, kde doslo ke spojeni dvou ritiznych
VP1 genti — kratky fragment VP1 genu SV40 byl spojen s vétsim usekem MPyV VP1 genu. Vzorky
z kolonii 11 a 12 viibec sekvenovany nebyly, dle elektroforetogramu (obr. 25) jde totiz ztejmé o

smési nékolika plasmidd.
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JBS10 BCsub MPyV VP1 GM2
M 1 2 3 4 5 6

Obr. 24. Elektroforetogram restrik¢éniho $tépeni rekombinantnich plasmidii pro ovéteni vlozeni mutovaného VP1 genu.
Plasmidy izolované z kolonii 1 — 7 vzniklych po klonovani BCsub MPyV VP1 genu mutovaného 10 cykly mutagenni
PCR (JBS10 BCsub MPyV VP1) a plasmidy izolované z kolonii 1 — 3 vzniklych po klonovani MPyV VP1 genu
mutovaného pomoci 2 kol PCR amplifikace s vyuzitim Mutazyme® II DNA polymerdzy, GeneMorph (GM2) byly
$tépeny restrik¢nimi enzymy Sall a Xhol Ocekdvané velikosti fragmentti vzniklych $tépenim jsou ptiblizné 2895 bp a
5338 bp, pokud doslo k vlozeni VP1 genu (je tomu tak u JBS10 BCsub MPyV VP1 kolonie 2, 3, 5, 6, 7), pfipadné 2895 bp
a 4136 bp, pokud gen VP1 do vektoru vloZen nebyl (jako v ptipadé GM2 kolonie 1, 2, 3). U kolonii 1 a 4 JBS10 BCsub
MPyV zfejmé nedoslo k vloZzeni VP1 genu a navic doslo i ke zkraceni vektoru. Jako pozitivni kontrola slouzi $tépeni
nemutovaného plasmidu pBS-Pyl (wt). Na gel bylo naneseno vidy 200 ng $tépeného produktu. M zna¢i marker
molekulovych vah (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder), naneseno 2,5 pl.

ocekavana
velikost
produktu

Obr. 25. Elektroforetogram VP1 gent vzniklych metodou ,DNA shuffling” amplifikovanych z rekombinantnich
plasmidid pomoci PCR pro ovéteni vlozeni genu do vektoru. VP1 geny z kolonif 1 - 12 byly amplifikovany pomoci PCR
vyuzivajici sekvenacnich primerii Sq-MPyV-ATG a Sq-MPyV-STOP a Vent DNA polymerdzy. Na gel byly naneseny
vzdy 4 pl PCR smési. Jako kontrola slouzi nemutovany VP1 gen amplifikovany z plasmidu pBS-PylI (wt). O¢ekdvana
velikost nemutovaného produktu je 1457 bp, velikost mutovanych produkti se mtize mirné liit. Pokud by nedoslo
k vlozeni VP1 genu do vektoru, velikost produktu by ¢inila 250 bp. M zna¢i marker molekulovych vah (GeneRuler™ 1
kb Plus DNA Ladder), naneseny 3 pl.
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16 nukleotidovych sekvenci po mutagenezi pomoci ,error-prone PCR* jsme ptelozili do
sekvenci proteinovych (pomoci on-line programu web.expasy.org/translate) a zjistovali, zda diky
mutacim vznikly v sekvenci VP1 genu nové STOP kodony, ¢i doslo k posunu ¢teciho ramce (ORF
z anglického open reading frame) zptsobenému deleci ¢i inserci v sekvenci. Data z tabulky 3
ukazuji vznik novych STOP kodont u velkého mnozstvi sekvenci, dle pfedpokladu byl pocet nové
vzniklych STOP kodont vys$si po aplikaci vétstho poc¢tu cyklt mutagenni PCR. Posun ¢teciho

ramce také u nékterych sekvenci nastal.

Tab. 3. Tabulka frekvence vzniku mutaci ve VP1 genu pfi pouziti metody ,error-prone PCR a poc¢tu sekvenci, u nichz
doslo ke vzniku nového STOP kodonu ¢i posunu ¢teciho ramce (ORF) “. Analyzovény jsou mutace zavedené nékolika
cykly mutagenni PCR v piitomnosti nukleotidovych analogii (JBS) nebo mutagenni DNA polymerazou (GeneMorph) do
VP1 genu mysiho polyomaviru (MPyV VP1) ¢&i stejného genu se substituci v sekvekci kédujici BC smyc¢ku (BCsub
MPyV VP1). V tabulce je uveden pocet sekvenci, v nichz byly mutace analyzoviny. Po pteloZeni kompletné
osekvenovanych sekvenci VP1 genu do proteinovych sekvenci bylo analyzovdno mnozstvi nové vzniklych STOP
kodoni a pfipadii, kdy delece nukleotidu vedly k posunu ¢teciho ramce (ORF).

Frekvence vzniku mutaci nukleotidii a analyza mutaci s ohledem na ORF

« Pocet sekvenci se < .
oo s . . . o navic/pocet P ‘o
Souprava pouzita pro mutagenezi Mira mutaci pouzitych viech ORF/pocet viech
pro analyzu . analyzovanych
, . analyzovanych ;
miry mutaci sekvenci sekvenci
JBS - 7 cykld mutagenni PCR 109
. 3 Ya 0/2
(MPyV VPl) mutaci/ kbp
JBS - 10 cykld mutagenni PCR 97
) 9 0/3 0/3
(MPyV VPl) mutaci/ kbp
JBS - 10 cykli mutagenni PCR 61
, 5 5/5 1/5
(BCsub MPyV VP1) mutaci/kbp
JBS - 20 cykld mutagenni PCR 125
, 11 4/5 1/5
(MPyV VPI) mutaci/ kbp
JBS — 30 cykti mutagenni PCR — pouze s
8-0x0-dGTP 79 14 014 214
mutaci/kbp
(MPyV VP1)
GeneMorph 10
, 1 0/1 0/1
(MPyV VPl) mutaci/ kbp

22 sekvenci VP1 genu osekvenovanych od zac¢atku do konce kddujici sekvence genu bylo
pouzito pro analyzu ndhodnosti vzniku mutaci pfi mutagenni PCR. Zajimalo nas totiz, zda nema

mutagenni PCR tendenci zand$et mutace pfednostné do mist, kterd se napfi¢ riznymi
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polyomaviry 1i8i, a naopak vyhybat se mutacim v konzervovanych oblastech. Srovnali jsme proto
pocty zdmén na jednotlivych pozicich VP1 genu mezi polyomaviry MPyV, SV40, JCV, BKV a

NIV

MCPyV a mezi ziskanymi mutantami. Pokud se na dané pozici nap#i¢ polyomaviry nevyskytovala
zadnd zameéna, povazovali jsme danou bazi za konzervovanou mezi zminénymi polyomaviry. To
samé jsme ucinili i se sekvencemi mutant. Poté jsme porovnali ¢etnost vzniku mutaci pfi ndhodné
mutagenezi na pozicich, které jsou nap#i¢ vybranymi polyomaviry konzervované a ¢etnost vzniku
mutaci na pozicich, které jsou mutované i nap¥i¢ polyomaviry. x? test ziskanych vysledki
(kapitola 4.2.7) nepotvrdil, Ze pozice vzniku mutaci v pribéhu mutagenni PCR s vyzitim dNTP
analogti souvisi s konzervovanosti sekvence VP1 genu polyomavirt (p = 0,13). Rozlozeni mutaci
vznikajicich béhem mutagenni PCR vzhledem k umisténi konzervovanych oblasti napii¢

polyomaviry jsme dokumentovali graficky (obr. 26) a wukdzali jsme také vyskyt mutaci

v povrchovych smyckdch VP1 proteinu (obr. 26).

RozloZeni konzervovanych a mutovanych pozic v MPyV VP1 genu zjisténé analyzou polyomavirovych sekvenci

BC DE EF HI
M Pozice bézi
konzervovanych jak
napfit polyomaviry, tak
zaroven napric
mutantami
M Pozice, které jsou napfit:
polyomaviry
konzervované, ale u
- h il . mutant jsou mutované
D A e T ot T e T~ T B T T T v O T o O T T O T T e T T o N e 2 T o T e O3 T e 0 T T e O O o O IO T
N0 W NN 0O NW A NT RO MW 0TSO NN 0T OO N 0o MmO S N
o o A NN SN MMM ST S ST 0NN m WD W00 00O Q2D
Lo I B B B B |
Pozice nukleotidu ve VP1 genu

Obr 26. Schema zndzoriujici rozlozeni mist vzniku mutaci p¥i ndhodné mutagenezi vzhledem k rozlozeni
konzervovanych oblast{ v ramci VP1 genu mys$iho polyomaviru (MPyV). Srovndnim sekvenci polyomavirat MPyV,
SV40, JCV, BKV a MPyV byly nalezeny konzervované pozice v raimci MPyV VP1 genu, v nichZ nedochdzi ke vzniku
zamén ani u jinych polyomavird. Srovnanim 22 sekvenci VP1 gent podrobenych ndhodné mutagenezi byly stejné tak
nalezeny konzervované pozice, na nichZ se mutace nevyskytovaly. Ve schematu jsou zaneseny pozice, které jsou
konzervované jak napti¢ polyomaviry, tak napti¢ mutantami (Cervené), tak pozice, které, a¢ konzervované mezi
polyomaviry, u mutant mutace obsahovaly (modfe). Pozice, které obsahuji zdmény nap¥i¢ polyomaviry, at uz na nich
b&hem mutagenni PCR vznikaly mutace nebo ne, ztistaly bilé. Sipky vyznacuji pozice kédujici povrchové smyc¢ky VP1
proteinu: BC smycka (pozice 196 — 222), DE smyc¢ka (pozice 412 — 477), EF smy¢ka (507 — 711) a HI smycka (pozice 862
- 891).
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5.2.6 Produkce a ptedbéZna analyza vybranych virovych mutant

Abychom zjistili, zda genomy s mutovanymi VP1 geny mohou dat vzniknout virionim
s funkénim virovym cyklem, ovéfili jsme produkci LT antigenu a VP1 proteinu po
transfekci bunék T2 (odvozeny od bunéc¢né linie 3T6, produkuji Cre rekombinazu) nékolika
rekombinantnimi plasmidy pBS-Pyl s mutovanym VP1 genem. V T2 builkdch by mélo dojit
k vystépeni a recirkularizaci virového genomu v loxP mistech, a poté k expresi virovych proteint
a posléze i tvorbé virového potomstva. Zaroven bylo tieba ovérit schopnost protilatek namitenych
proti VP1 proteinu divokého viru detekovat mutované VP1 proteiny, abychom mohli monitorovat

infekci mutantnimi viry.

72 hodin po transfekci byly transfekované buriky sklizeny, supernatant a buné¢ny pelet
oddélené zamrazeny a vzorky transfekovanych bunék vysetych na mikroskopickych sklickach
byly fixovany. Metodou neptimé imunodetekce (viz kapitola 4.2.3.6) byla zkoumdna pfitomnost
LT antigenu a kapsidového proteinu VP1. Pro detekci VP1 proteinu byla pouzita jednak smés
monoklondlnich protilitek MaVP1-D4 a MaVP1l-denat. a jednak polyklondlni protilatka
RbaVP1, nebot piedpokldddme, Ze diky mutacim nemusi byt mozné klasicky uzivanou
monoklondlni protilaitkou VP1 protein detekovat. VSech 17 takto testovanych mutant bylo
detekovano protilatkou proti LT antigenu a 14 z nich bylo zachyceno také monoklondlni a/nebo
polyklondlni protildtkou proti VP1 proteinu (data nejsou ukdzdna). Pro vysoké pozadi
polyklonalni protilatky bylo 5 z téchto mutant navic analyzovdno pomoci konfokdlni mikroskopie,
kterou provedla J. Z&¢kové Suchanové (obr. 27) Zde byly polyklonalni protilitkou zachyceny
vSechny mutanty, monoklonalni protilatka specifickd vii¢i C-konci VP1 proteinu detekovala VP1
protein pouze u 2 z 5 mutant (Mutanta_VP1_1 a 2). Z obrazk je patrné, Ze i mutanty s pomérné
vysokym zastoupenim mutovanych nukleotidi mohou dat vzniknout VP1 proteinu, jenz je

detekovatelny polyklondlni VP1 protilditkou (Mutanta_VP1_5).

Mutanty, které dle vysledkt ziskanych imunodetekci virovych proteintt pomoci
imunofluorescence a metody dot blot (data nejsou ukdzdna), mély $anci na vznik funkénich
viriont, byly poté podrobeny elektronové mikroskopii z bunéénych lyzata po transfekci T2 bunék
(elektronovou mikroskopii provedla Jitina Za¢kova Suchanovd). Na snimcich 5 mutant ze 7 byly
pozorovany utvary podobné virovym c¢asticim (obr. 28 - na fotografiich je pouze zminénych 5

mutant ze 7).
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wt_VP1 Mutanta_VP1_1 Mutanta_VP1_2 Mutanta_VP1_3

Rabbit-anti-
VP1-poly Ab

Mouse-anti-
VP1-mono Ab

Mutanta_VP1_4 Mutanta_VP1_5 Negativni kontrola

Rabbit-anti-
VP1-poly Ab

16.00 pm

Mouse-anti-
VP1-mono Ab

Frekvence vzniklych mutaci u mutant, které byly vizualizovdny pomoci konfokalni mikroskopie

Vzorek Mutované bp (%) Mutované AA (%)
mutanta_VP1_1 (GM1) 1 2
mutanta_VP1_2 (JBS10) 9 18
mutanta_VP1_3 (JBS10) 7 16
( 8
( 7

mutanta_VP1_4 (JBS10 BCsub, STOP kodon navic) 17
mutanta_VP1_5 (JBS7, mutovany STOP kodon) 25

Obr. 27. Vizualizace 5 vybranych mutant pomoci konfokdlni mikroskopie. T2 buriky produkujici Cre rekombindzu byly
transfekovany plasmidy obsahujicimi genom mysiho polyomaviru s mutovanym VP1 genem. Pro transfekci bylo
vybrdno nékolik plasmidti obsahujicich VP1 gen MPyV ¢i BCsub MPyV, jenz prosel 7 (JBS7) ¢i 10 (JBS10) cykly
mutagenni PCR, pfipadné mutageneze pomoci soupravy GeneMorph® II Random Mutagenesis Kit (GM1). Jako pozitivni
kontrola slouzi butiky transfekované plasmidem s MPyV VP1 divokého typu (wt_VP1), jako negativni kontrola slouzily
netransfekované buriky. Zda po 72 hodinach doslo k vystfizeni cirkuldrniho genomu mysiho polyomaviru v buiikach a
expresi virovych proteinid bylo ovéfeno pomoci nepfimé imunofluorescence fixovanych bunék. Pro detekci LT antigenu
byla pouZzita krysi monoklondlni protilatka RataLT1 v kombinaci se sekunddrni protilaitkou DoRat-Ax488 (zelené),
jadro bylo vizualizovdno pomoci DAPI (modfe) a VP1 protein byl detekovan jednak kréli¢i polyklondlni protildtkou
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proti VP1 proteinu mysfho polyomaviru RbaVP1 v kombinaci se sekundarni protilitkou DaRb-Ax546 (Cervené), a
jednak mysi monoklondlni protilitkou proti VP1 proteinu my$fho polyomaviru MaVP1-D4 v kombinaci se sekunddrni
protilitkou DoaRb-Ax546 (Cervené). V tabulce jsou uvedena procenta mutovanych bdzi a mutovanych
aminokyselinovych zbytkt po p¥ekladu do proteinové sekvence. Transfekci bunék a konfokdlni mikroskopii na
mikroskopu Leica TCS SP2 provedla J. Za¢kova Suchanova.

BCS

Obr. 28. Elektronova mikroskopie lyzat bunék transfekovanych plasmidy
nesoucimi genom mysiho polyomaviru s mutovanym VP1 genem. Pro
transfekci bylo vybrdno nékolik plasmidd obsahujicich VP1 gen MPyV ¢i
BCsub MPyV, jenz prosel 10 (JBS10) ¢i 20 (JBS20) cykly mutagenni PCR,
piipadné mutagenezi pomoci soupravy GeneMorph® II Random
Mutagenesis Kit (GM1). Jako kontrolni vzorky slouzi butiky transfekované
plasmidem s wt MPyV VP1 a BCsub MPyV VP1. 72 hodin po transfekci
byly transfekované T2 burtiky sklizeny, buné¢ny pelet byl resuspendovin
v pufru B, po centrifugaci byl pelet opét resuspendovan v pufru B a buriky
byly 3krat zmrazeny v tekutém dusiku a rozmraZeny. Vzorky byly
vizualizovany pomoci negativného barveni. Sipky oznaduji objekty
podobné virovym ¢dsticim, at uz ikosahedrdlni ¢i tubuldrni (vzorek GM1
kol.7). Velikost usec¢ky je 200 nm. Elektronovou mikroskopii provedla ]J.
Z4¢kova-Suchanova
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5.2.7 Produkce mutovanych virt pro uéely selekce

Vsechny dalsi kolonie, které nebyly pouzity pro samostatnou izolaci plasmidi (kapitola
5.2.5), byly hromadné setfeny pdritkem a zaockovany do velkého objemu média pro
maxipreparaci plasmida (kapitola 4.2.4.12) obsahujicich genom my$iho polyomaviru s mutovanym
VP1 genem. Kvalita izolované DNA byla ovéfena DNA elektroforézou (data nejsou ukdzdna).
Plasmidy byly néasledné hromadné transfekovany do T2 bunék pro produkci mutovanych virt na
veliko (provedeno 6 nukleofekci, kazda po 5 ug smési rekombinantnich plasmidi, butiky z kazdé
nukleofekce byly vysety na jednu Petriho misku @ 10 cm a na mikroskopické skli¢ko). 72 hodin
po transfekci byly transfekované burky na sklickach fixovdny a ptfitomnost LT antigenu
v nékterych bunkich byla detekovana pomoci imunofluorescence (data nesjou ukdzana).
Transfekované butiky na miskach byly 3krat zmraZzeny a rozmrazeny pro dosazeni lyze bunék a
supernatant byl precistén centrifugaci pfes 10% sachardézovy polstat (kapitola 4.2.6.2). Ziskany
pelet rozplaveny v pufru B byl sonikovan, homogenizovan a pouzit pro zjisténi pfitomnosti ¢astic
pomoci elektronové mikroskopie, kterou provedla H. Spanielova (obr. 29), a déle pro infekci
bunék NIH-3T3 a NIH-3T6, viz kapitola 4.2.3.8. Virioni se vSak ve vzorku p#i pozorovani

elektronovym mikroskopem nachézelo velmi malo.

Obr. 29. Elektronova mikroskopie mutant ziskanych po hromadné transfekci T2 bunék plasmidy obsahujicimi mutovany
VP1 gen a ptecisténi média, v némz byly kultivované buriky, ptes sacharézovy polstai. Vzorek byl vizualizovan pomoci
negativniho barveni. Cervené $ipky ukazuji na Gtvary podobné prazdnym &4sticim, #lutd $ipka ukazuje pravdépodobné
na malou plnou &stici. Use¢ka predstavuje velikost 200 nm. Elektronovou mikroskopii provedla H. Spanielova.
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5.3 Charakterizace systému pro selekci mutantnich viriont

5.3.1 Testovan{ infektivity pro navrzeny selekéni systém

V ptvodné navrzeném selek¢nim schématu (obr. 12) jsme pfedpoklddali, Ze se podaii v
jediném kroku (krok 4) selektovat viriony upfednostniujici vazbu na PSMA pfed vazbou na
gangliosidy GDla (odstranény Gleevecem) a zaroven tyto viriony pomnozit. Na zakladé nové
publikovanych dat je vSak zfejmé, Ze k tomu miize dojit pouze v pripadé, Ze u viriont dojde k
interakci s odliSnym gangliosidem anebo docilime-li jejich uvolnéni z endolysosomdlnich
kompartmentt buriky jinym zpiisobem. Rozhodli jsem se proto otestovat, zda lze pro tyto tcely
vyuzit polyethylenimin (PEI). PEI je polymer bézné vyuzivany k transfekcim DNA do buiky,
ktery napomaha uvolnéni endocytované DNA z vacku do cytoplasmy. Ukazuje se vSak (Owada er
al, 1998; Qiu er al, 1998; Dodds et al, 1999; Polidarovd - nepublikované vysledky), ze
preinkubaci PEI s virem mitize dojit také ke zvyseni infektivity viru, pravdépodobné podobnym
mechanismem, tedy usnadnénim dniku viru z vackd.

Infektivita viru byla testovana na burnikach NIH-3T3 a kontrolnich, permisivnich burikach
NIH-3T6. V obou liniich je virus schopen se pomnozit, ale linie se li$i pfitomnosti gangliosidi na
buné¢ném povrchu a buniky NIH-3T3 zcela postradaji gangliosid GT1b. Gleevec neboli imatinib ¢i
STI-571 by mél byt schopen v burikdch NIH-3T3 znemoznit vyuziti i GDla pro vstup MPyV do
buniky (vice o mechanismu pisobeni kapitola 2.1.5), a proto jsme se rozhodli tento fakt ovéfit.
Predpokladali jsme, Ze buiikky NIH-3T3 osetfené litkou Gleevec by diky nedostatku vhodnych
gangliosidi nemély umoznit pomnozeni viru nebo jej umoznit jen v omezené mife. Toho by bylo
mozné vyuzit pii selekci virovych mutant — zajistili bychom tim, Ze virus, ktery se v burice
pomnozi, do buitky musel vstoupit skrze interakci s jinym nez piirozenym gangliosidovym
receptorem.

Na druhou stranu by bylo vhodné zajistit i¢inné pomnozeni takto internalizovaného viru
a proto jsme testovali i i¢inek PEI na infektivitu viru v pfitomnosti latky Gleevec. Pokud by PEI

podpofil infekci i u bunék NIH-3T3 osetfenych Gleevecem, znamenalo by to, Ze i virony

vstupujici jinou cestou nez pomoci gangliosidii by bylo mozné v buitkdch pomnozit.
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Aplikovali jsme proto stejné mnozstvi mystho polyomaviru divokého typu
preinkubovaného ¢i nepreinkubovaného se 50 uM PEI na bunky NIH-3T3 a NIH-3T6, z nichz
polovina byla pfedtim osetfena Gleevecem (kapitola 4.2.3.8). 30 hodin po infekci jsme buky
zafixovali a pomoci nepf#imé imunofluorescence (kapitola 4.2.3.6) detekovali expresi LT antigenu
v burikach, které virus infikoval. Dle dosazenych vysledkt (obr. 30) je zfejmé, Ze na infekci bunék
3T6 nemd preinkubace bunék s Gleevecem vliv, zatimco po preinkubaci bunék NIH-3T3
s Gleevecem nedokdze ani preinkubace viru v PEI zvysit infektivitu viru, virus tedy potfebuje pro

infekci pfitomnost gangliosidd.
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Obr. 30. Zavislost mnozstvi bunék infikovanych my$im polyomavirem divokého typu (wt MPyV) na typu bunék,
preinkubaci bunék s Gleevecem a preinkubaci viru s polyethyleniminem (PEI). Mys{ linie fibroblasti NIH-3T3 a NIH-
3T6 byly po dobu 75 minut infikovdny stejnym mnozstvim wt MPyV oSetfenym ¢i neoSetfenym 100 pM
polyethyleniminem (PEI). Infekci u nékterych vzorkt (oznacenych Gleevec) ptedchazela jesté 16 hodinova inkubace
bunék v ptitomnosti 20 uM roztoku Gleevecu v kultiva¢nim médiu pro odstranéni gangliosidu GD1a z povrchu bunék.
36 hodin po infekci byly butiky fixovany a pomoci primarni protilatky RataLT1 a sekundarni protilatky DoRat-Ax488
byl detekovan virovy LT antigen. Na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu byla zkoumana exprese LT-antigenu
v jednotlivych bunikdch (celkem piiblizné 1000 — 3000 bunék od kazdého vzorku). Experiment byl proveden v
duplikatu. Procento bunék, v nichZ byla detekovana pfitomnost LT antigenu, je vyneseno v grafu, tsecka znaci
smérodatnou odchylku ziskanou ze srovndni proinfikovanosti bunék na jednotlivych snimcich.
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V paralelnim experimentu jsme rovnéz pouzili pro infekci virus s mutovanym VP1 genem
pripraveny pro ucely selekce (kapitola 4.2.3.8). Z jedné preparace viru jsme pouzili vzdy desetinu
celkového mnozstvi na infekci bunék narostlych na jediném mikroskopickém sklicku a detekovali
pouze 13 infikovanych bunék v buikich NIH-3T3 a 81 bunék v linii NIH-3T6. V NIH-3T3
burikich inkubovanych s Gleevecem pak bylo detekovany pouze 2 infikované buiky. Tyto
vysledky naznacuji, ze dosazeni efektivnhiho pomnozeni mutantniho viru v ndmi navrzeném

systému bude velmi obtizné.

5.3.2 Piiprava 3T3-PSMA linie

Pro pozitivni selekci virt vstupujicich do buriky skrze interakci s PSMA jsme se pokusili
pfipravit stabilni linii 3T3 bunék produkujicich PSMA (3T3-PSMA). Po transfekci (kapitola
4.2.3.2) vektoru pcDNA4/PSMA koédujictho gen pro PSMA do bunék NIH-3T3 (uspésnost
transfekce byla ovéfena metodou nepfimé imunodetekce pomoci primdrni protilatky proti PSMA,
viz obr. 31), byly buriky vysety na Petriho misky a kultivovany v médiu DMEM s antibiotikem
Zeocin™ v koncentraci 2 mg/ml média (potfebna koncentrace antibiotika byla zjisténa
testovanim, viz kapitola 4.2.3.4) ménéném kazdé 3-4 dny po dobu 11 dni. Poté, co na miskach
byly patrné jednotlivé oddélené kolonie, bylo 24 kolonii izolovano (kapitola 4.2.3.5) a péstovano
oddélené v médiu se Zeocinem. Po 51 dnech byla exprese PSMA 8 pfezivsich kolonii testovana
pomoci neptimé imunofluorescence s primarni protilitkou MaPSMA a sekunddrni protilatkou

DaM-Ax488 (obr. 32).

Kvili vysokému pozadi a zdroveni slabému signdlu protilatky proti PSMA (signdl by se mél
objevovat zejména v oblasti plasmatické membrany) nebylo snadné odlisit pozitivni a negativni
bunky. Komplikujici byl zejména fakt, Ze nadorové burnky LNCaP, které PSMA produkuji,
nevykazovaly vyrazné silnéjsi signdl nez negativni kontrola a selektované kolonie, av$ak oproti
burnikdm transfekovanym pcDNA4/PSMA plasmidem 25 hodin pted fixaci rozdil viditelny byl. Ze
ziskanych vysledkt jsme proto usoudili, ze v pfipravenych liniich doslo ke ztraté exprese PSMA.
Vzhledem k tomu, Ze se jednalo jiz o druhy nedspé$ny pokus o ustaveni linie se stabilni expresi
PSMA v linii NTH-3T3 (J. Za¢kova Suchanovd, nepublikované vysledky), rozhodli jsme se jiz tento
experiment neopakovat. Zaroven, v souvislosti s ptedchozimi vysledky (kapitola 5.3.1), jsme se

rozhodli pfehodnotit celé schéma selekce mutant.
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TF3T3-PSMA

3T3-NK

Obr. 31. Detekce PSMA v buitkdch po nukleofekci. Buitky NIH-3T3 byly transfekovdny Nukleofekci® plasmidem
pcDNA4/PSMA. Buriky byly fixovany 24 hodin po transfekci a exprese PSMA byla detekovana pomoci mysi
monoklondlni protilitky proti PSMA MaPSMA a sekundarni protilitky DodM-Ax488. Jako negativni kontrola slouzily
netransfekované butiky NIH-3T3. Sipky ukazuji na butiky produkujici protein PSMA.

102



TF 3T3-PSMA LNCaP TF 3T3-GFP

kolonie A2 kolonie A3 kolonie A4

kolonie A5 kolonie C3 kolonie C4

kolonie D2 kolonie D3 3T3-NK

Obr. 32. Detekce PSMA v selektovanych koloniich. Buiiky NIH-3T3 byly transfekovany Nukleofekci® plasmidem
obsahujicim gen pro PSMA a gen pro rezistenci vii¢i zeocinu, jednotlivé kolonie (A2 — D3) byly oddéleny a selektovany

v pfitomnosti zeocinu po dobu 51 dni. Buriky byly fixoviny a exprese PSMA byla detekovdna pomoci mysf
monoklondlni protildtky proti PSMA MaPSMA a sekundarni protilatky DaM-Ax488. Jako pozitivni kontrola slouzily
burtky NIH-3T3 transfekované plasmidem pcDNA4/PSMA pomoci Turbofect transfection reagent 25 hodin pfed fixaci a
prostatické nddorové builkky LNCaP, jako pozitivni kontrola transfekce slouzily burky NIH-3T3 transfekované
plasmidem pmaxGFP nesoucim gen pro GFP a jako negativni kontrola slouzily netransfekované butiky NIH-3T3. Use¢ka
zndzornuje 20 pm.
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5.3.3 Zjistovani schopnosti MPyV VLPs interagovat s vybranymi buné¢nymi

liniemi

Na zakladé pfedchozich vysledki (kapitola 5.3.1 a 5.3.2) jsme se rozhodli otestovat, jaka je
pfirozena schopnost MPyV vazat se a vstupovat do prostatickych nadorovych linii. Ty by totiz
mohly slouzit ve zménéném selekénim systému pro nabohacovani virioni s pozadovanymi
vlastnostmi. Za timto ucCelem jsme se rozhodli vyuzit metody priatokové cytometrie a
kvantifikovat vazbu a vstup MPyV VLPs do vybranych buné¢nych linii. Pro nékteré experimenty
byl pro srovndni pouzit také MPyV divokého typu (pfipraveny transfekci plasmidu pBS-PyI do T2

bunék), abychom zjistili, zda se neli$i schopnost vazby a vstupu VLPs a viru a mtzeme tedy

predpokladat, Ze do bunék, kam vstoupi VLPs vstoupi i virus.

Optimalnim pfistupem by byla vizualizace VLPs po inkubaci s butikami pomoci specifické
protilatky proti VP1 genu, kvili vysokému pozadi, které jsme pfi nékolika provedenych
experimentech pozorovali, jez neumoznilo zjistit rozdily mezi bunéfnymi liniemi (krali¢i
polyklondlni protilatka proti VP1 proteinu), jsme se vSak nakonec ptiklonili k pouziti VLPs

znacenych fluorescen¢ni barvou.

5.3.3.1 Testovani optimdlnfho zptGsobu pfevedeni adherentnich bunék do suspenze

Testovat vazbu a vstup virovych c¢astic do bunék jsme se rozhodli pomoci pritokové
cytometrie. Vzhledem k povaze experimentu vsak bylo nutné zachovat veskeré membrinové
proteiny na povrchu bunék i pii jejich sklizeni a také zajistit dokonalé oddéleni jednotlivych
bunék od sebe, aby mohly byt dobfe analyzovidny cytometrem. Proto jsme se chtéli vyhnout
pouziti trypsinu a rozhodli jsme se proto nejprve otestovat, jaky z dostupnych zptisobt sklizeni
bunék je pro naSe tucely nejvhodnéjsi. Z dtivodu ndchylnosti nékterych bunéénych linii

k uvolniovani se od podkladu (zejména LNCaP) bylo tfeba minimalizovat i kroky odsavéni ¢inidla.

Jednotlivé zptisoby sklizeni jsou popsdny a dokumentovany na obr. 33. Fotografie bunék
byly potizeny 30 minut po pfevedeni do suspenze a resuspendovani v médiu, a nasledné 24 hodin

poté (mezitim inkubovany v termostatu).
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po 30 minutach po 24 hodinach
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versen

=0 %
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+
accutaza

Buiiky se snadno pustily.

Buiikynebylo mozné
resuspendovat, zistaly ve
shlucich.

Buiky se neuvolnily iplné,
oddélily se velké platy, ale
mmnoho bunék zistalo
prisedlych.

Po resuspendovani byly viechny
buiiky volné v médiu, nékreré ve
shlucich.

Buuiky se rychle zakulatily a
shlukly, shluky se pomalu zacaly
odpoutavatode dna, véechny
buiiky nakonec uvolnéné, ale
stale ve velkych shlucich.

Po resuspendovani vsechny
buiiky volné v médiu, nékeeré v
malych shlucich.

Podobny pritbéh jako se
samotnouaccutazou, ale o néco
rychlejsi.

Po resuspendovani byly buriky
tplné oddélené, nebyly patrné
zadné shluky.

Obr. 33. Testovani vhodného zpiisobu ptevedeni bunék do suspenze. Pro uvolnéni bunék 3T6 narostlych na Petriho
miskdch byly pouZity 4 zptusoby: buiiky byly seSkrabany pryzovym Skrabatkem nebo byly po odsiti média inkubovany
5 0,25% roztokem Versenu ¢i 1 x koncentrovanym roztokem akutdzy, pfipadné byly nejprve oplichnuty Versenem a

poté inkubovany s accutdzou. Nésledné byly uvolnéné buriky resuspendovany v médiu a uloZeny do termostatu. 30
minut a 24 hodin po pfevedeni do suspenze byly pofizeny snimky zivych bunék na miskdch p#i pozorovani

invertovanym mikroskopem Zeiss.

Pro nase ucely nejvhodnéj$im zptisobem se tedy ukazalo uvolnéni bunék pomoci accutazy,

pokud jsou buriky odolné k oplachovani, je idedlni nejprve oplachout builky versenem, ackoli

tento postup neni uvadén vyrobcem (Sigma-Aldrich).
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5.3.3.2 Ptiprava a charakterizace fluorescen¢né zna¢enych MPyV VLPs

Pro fluorescen¢ni znaceni VLPs byl zvolen amino-reaktivni N-hydroxysukcinimidyl
(NHS) ester fluorescen¢ni barvy Alexa Fluor 488 (Ax488). Tato litka dokdze v mirné zasaditém
prostfedi reagovat s neprotonovanymi aminoskupinami a kovalentné se tak ptipojit na N-konce
proteind a e-aminoskupiny lysinovych zbytka. Z vyse uvedeného vyplyva, Ze prostfedi, ve kterém
reakce probihd, musi kromé vhodného pH spliiovat podminku, Ze je prosto NH: skupin. To na
rozdil od bézné uzivanych pufrti pro uchovani viru (pufr B, ¢i samotny Tris) spliiuje napiiklad
hydrogenuhli¢itanovy pufr. Proto bylo prvnim a nezbytnym krokem pievést VLPs do

hydrogenuhli¢itanového pufru.

K 1,5 mg MPyV VLPs (laskavé poskytnutym J. Za¢kovou Suchanovou) dialyzovanym ptes
noc do hydrogenuhli¢itanového pufru byla pfiddna reaktivni barva Ax488-NHS v poméru 0,5
moldrnich ekvivalentd barvy na 1 moldrni ekvivalent povrchovych lysinovych zbytka c¢astic
(vypocet viz kapitola 4.2.6.7) a inkubovana 75 minut za jemného t¥epani pfi pokojové teploté ve
tmé. Nasledné byly ¢astice dialyzovany do pufru B pro zastaveni reakce, nebot pufr B obsahuje
volné NH: skupiny, které inaktivuji nezreagovanou barvu. Poté byly ¢astice precistény od zbytka

barvy ultracentrifugaci pfes sacharézovy polstat (kapitola 4.2.6.2).

Pro ovéteni pfitomnosti fluorescen¢ni barvy a odhad koncentrace znacenych d¢astic jsme
vyuzili metody SDS-PAAGE (kapitola 4.2.5.1), méfeni fluorescence gelu po proteinové
elektroforéze (kapitola 4.2.5.2), nasledného obarveni gelu barvou GelCode™ Blue Stain Reagent
(kapitola 4.2.5.3) a méfeni intenzity prouzkd pomoci densitometru. Dale pak imunodetekci VP1
proteinu po metodé ,Western blot“ (kapitola 4.2.5.6 a 4.2.5.7), hemaglutinaci (kapitola 4.2.6.6) a

méfeni koncentrace proteinti pomoci pfistroje Qubit™ (kapitola 4.2.5.8).

Pro denaturac¢ni proteinovou elektroforézu byl pouzit koncentrovany, 10x fedény a 100x
fedény vzorek znacenych d¢astic a jako standard pro srovnani mnozstvi ¢astic byly na 2 gely

naneseny neznacené VLPs v mnozstvi 1,4 ug, 0,7 pg, 0,35 pg, 100 ng a 10 ng.

Jeden gel byl nejprve skenovan fluorometrem Molecular Imager PharosFX pro zjisténi, zda
opravdu doslo ke konjugaci fluorescen¢ni barvy na povrch VLPs (obr. 34). Ze snimku je patrné, ze

k oznacdeni ¢astic doslo.
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VLP-Ax488 VLP (standard)

[kpa] M konc. 100xfed. 10xfed. 1,4ug 0,7 ug 0,35ug 100ng 10 ng
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Obr. 34. Snimek polyakrylamidového gelu po denatura¢ni proteinové elektroforéze fluorescen¢né znacenych VLPs a
standardnich VLPs vyfoceny fluorometrem Molecular Imager PharosFX v kandlu Alexa488. Na 10% polyakrylamidovy
gel byl nanesen 1 ul koncentrovanych, 100x fedénych (100x fed.) a 10x fedénych (10x fed.) znac¢enych VLPs (VLP-
Ax488) a jako standardy pro uréeni mnozstvi VLPs ve vzorku bylo na gel naneseno 1,4 pg, 0,7 pg, 0,35 pg, 100 ng a 10 ng
VLPs. Jako marker byl pouZit Prestained Molecular Weight Marker, M.W. 27,000-180,000. Sipkou je oznatena
predpoklddand pozice monomeru a multimeru proteinu MPyV VP1 (45 kDa).

Ihned po potizeni snimku byl gel obarven roztokem GelCode™ Blue Stain Reagent pro
vizualizaci proteini. Obarveny gel byl skenovan pfistrojem Molecular Imager® PharosFX™
(obr. 35), jenz zaroven zméfil denzitu jednotlivych prouzkt. Naméfené intenzity VLPs standardi
byly pouzity pro sestrojeni standardni ktivky (kapitola 4.2.5.4) a na zakladé znalosti mnozstvi
proteinu v jednotlivych standardech byla zregresni pfimky byly odvozena koncentrace

znac¢enych VLPs.
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Obr. 35. Snimek polyakrylamidového gelu po denatura¢ni proteinové elektroforéze fluorescenéné znacenych VLPs a
standardnich VLPs po obarveni GelCode™ Blue Stain Reagent. Na 10% polyakrylamidovy gel byl nanesen 1 ul
koncentrovanych, 100x fedénych (100x fed.) a 10x fedénych (10x fed.) znac¢enych VLPs (VLP-Ax488) a jako standardy
pro uréeni mnozstvi VLPs ve vzorku bylo na gel naneseno 1,4 pg, 0,7 pg, 0,35 pug, 100 ng a 10 ng VLPs. Jako marker byl
pouZit Prestained Molecular Weight Marker, M.W. 27,000-180,000. Sipkou je oznalena predpoklidana pozice
monomeru a multimeru proteinu MPyV VP1 (45 kDa).

Druhy gel byl pomoci metody ,Western blot“ (kapitola 4.2.5.6) pouzit pro detekci VP1

proteinu MPyV (obr. 36). Signal potvrdil pfitomnost VP1 proteinu ve vsech vzorcich.

VLP-Ax488 VLP (standard)
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Obr. 36. Snimek vysledku imunodetekce VP1 proteinu po denatura¢ni proteinové elektroforéze fluorescenéné
znac¢enych VLPs a standardnich VLPs a metodé ,,Western blot“. Vizualizovdno chemiluminiscenci na rentgenovy film.
Na 10% polyakrylamidovy gel byl nanesen 1 ul koncentrovanych, 100x fedénych (100x fed.) a 10x fedénych (10x fed.)
znacenych VLPs (VLP-Ax488) a jako standardy pro uré¢eni mnozstvi VLPs ve vzorku bylo na gel naneseno 1,4 pg, 0,7 pg,
0,35 pg, 100 ng a 10 ng VLPs. Jako marker byl pouzit Multicolor Broad Range Protein Ladder. Jako protilatky pro
detekci MPyV VP1 proteinu byly pouzity primarni protilitka MoVP1-denat. a sekunddrni protilitka GoaM-Px. Sipkou je
oznacena pfedpoklddand pozice proteinu VP1 (45 kDa). M znac¢i marker molekulovych vah (Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder, 5 pl).
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Dal$i moznosti, kterou jsme vyuzili pro urceni koncentrace znacenych VLPs, byla metoda
hemaglutinace, kterd vyuzivd schopnosti VP1 proteinu MPyV vazat se na povrch cervenych
krvinek skrze interakci s kyselinou sialovou (obr. 37). Srovnali jsme proto vysledek hemaglutinace
pomoci zna¢enych VLPs se standardnimi neznacenymi VLPs. Koncentrace ur¢end hemaglutinaci
vSak muze byt ovlivnéna piitomnosti barvy na povrchu ¢astic a pfitomnost fluorescen¢ni barvy
pravdépodobné nedovoluje piesné méfeni ani pomoci fluorometru Qubit vyuzivajiciho interakci
proteint s fluorescen¢nim c¢inidlem. Pro kontrolu kvality znacenych castic byly castice

vizualizovany pomoci elektronové mikroskopie (obr. 38).

Obr. 37. Stanoveni koncentrace znaenych VLPs (VLP-Ax488) pomoci hemaglutinace morcecich krvinek. Pro
experiment byly pouzity 10x ¢i 100x fedéné znacené castice a koncentrované, 10x fedéné a 100x fedéné neznacené
MPyV VLPs o koncentraci 0,7 pg/pl. Jako negativni kontrola (NK) slouzil 0,2% roztok BSA v PBS.

Obr. 38. Snimek fluorescenéné znadenych &astic VLP-Ax488 z elektronového mikroskopu. Castice byly vizualizovany
metodou negativniho barveni. Délka tise¢ky je 200 nm. Elektronovou mikroskopii provedla J. Za¢kova Suchanova.
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Z velmi rozdilnych hodnot koncentraci ziskanych nékolika metodami (tab. 4) byla

nakonec odhadnuta koncentrace znac¢enych VLPs na 3,5 ug/ul.

Tab. 4. Stanoveni koncentrace VLP-Ax488 s vyuzitim raznych metod

Hodnoty koncentrace VLP-Ax488 stanovené nékolika metodami

Qubit (koncentrovany vzorek) 0,7 pg/pl
Qubit (10x fedény vzorek, pfepo¢itin na koncentrovany) 2,8 pg/ul
Hemaglutinace (srovnani s VLPs o znamé koncentraci) 7 pg/l

Odhad pohledem z gelu obarveného Coomassie (srovndni s VLPs

4 1
o znamé koncentraci) He/M
Densitometrie prouzki na gelu obarveném Coomassie 10 pg/pl
Odhad pohledem z Western blotu (srovndni s VLPs o zndmé 5 g/l

koncentraci)

5.3.3.3 Izolace mysfho polyomaviru a jeho fluorescen¢ni znaceni

Pro znaceni byl ptipraven virus stejnym zptisobem, jakym byly produkovdny mutované
viriony pro experiment usmérnéné evoluce — tedy transfekci plasmidu pBS-PyI nesoucim genom
MPyV lemovany loxP misty do T2 bunék produkujicich Cre rekombinazu. Virus je tedy lehce
odlisny od divokého typu viru, ztistane mu jedno loxP misto v intronu ¢asné oblasti genomu (v
praci oznacovan jako loxP-wt MPyV). Médium, v némz byly kultivoviny transfekované buriky po
dobu 7 dni bylo pouZito pro infekci bunék 3T6 na 20 Petriho miskich (@ 10 cm), jez slouzi
k pomnozeni viru. 8 dni po infekci byly builky sklizeny a z bunék i kultiva¢ntho média byl
izolovan virus (viz kapitola 4.2.6.1). Virus byl dale pfecistén pres 20% sacharézovy polstar
(kapitola 4.2.6.2) a centrifugovan v gradientu chloridu cesného (kapitola 4.2.6.3). Vzniklé
3 gradienty byly rozebrany na jednotlivé frakce o objemu ptiblizné 0,5 ml, nasledné byly zméfeny
refraktometrické indexy jednotlivych frakei (viz tab. 5) a 1 pl od kazdé frakce byl nakapana na
nitrocelulé6zovou membranu, na niz bylo detekovano mnozstvi VP1 proteinu MPyV metodou dot
blot (obr. 39, viz kapitola 4.2.5.5). Dle vysledku dot blotu a refraktometrického indexu byly vyse
zminéné frakce spojeny do 4 vétsich frakci (viz barevné vyznacdeni v tabulce 5), slouc¢ené frakce
byly jednotlivé dialyzovany pfes noc proti pufru B a pfecistény centrifugaci ptes 20% sacharézovy
polstat.
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Tab. 5. Hodnoty refraktometrickych indext jednotlivych frakei (1 — 15) vzniklych rozebranim 3 gradientt chloridu
cesného. Pelety na dné kazdé ultracentrifuga¢ni zkumavky byly oplachnuty pufrem B a spojeny do jedné frakce
s ndzvem spojené pelety. Shodnou barvou jsou oznacdeny frakce, jez byly ndlsedné spojeny do vétsich frakei 1 - 4.

1. gradient | 2.gradient | 3. gradient

1. frakce
2. frakce
3. frakce
4, frakce
5. frakce

6. frakce

1,365

1,365

1,365

7. frakce

1,364

1,364

1,3645
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10. 11. 12. 13. 14. 15.
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Obr. 39. Detekce VP1 proteinu v jednotlivych frakei (1 — 15) vzniklych rozebrdnim 3 cesium-chloridovych gradientd
metodou dot blot. Pelety na dné kazdé ultracentrifuga¢ni zkumavky byly oplachnuty pufrem B a spojeny do jedné
frakce s ndzvem spojené pelety. 1 ul kazdé frakce byl nakapan na nitrocelulézovou membranu. Mnozstvi VP1 proteinu
ve frakci bylo detekovano priméarni protilitkou MaVP1-denat. a sekundarni protilitkou GoM-Px konjugovanou
s kfenovou peroxiddzou. Jako pozitivni kontrola slouzily MPyV VP1 VLPs.
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Izolovany loxP-wt MPyV byl vizualizovan pomoci negativniho barveni (viz kapitola

4.2.6.5) na elektronovém mikroskopu (s asistenci J. Za¢kové Suchanové) — viz obr. 40.

1. ffakce
4

»

Obr. 40: Snimky 4 frakci izolovaného loxP-wt MPyV potizené pfi elektronové mikroskopii. Vzorky byly vizualizovany
pomoci negativného barveni. Zvétseni: 120 000x. Velikost tsecky je 200 nm. Autofi snimki: Jana Vailova a Jifina

Z4a¢kova Suchanova

Titr viru byl uréen pomoci hemaglutinace (kapitola 4.2.6.6) — obr. 41, tedy zfetézeni
¢ervenych krvinek virem skrze vazbu kyseliny sialové, ¢imz je branéno sedimentaci krvinek.
Vysledny hemaglutina¢ni titr udava celkovy pocet vSech virovych ¢astic, tedy infekénich i

neinfekénich:

1. frakce: 640 HAU

2. frakce: 289630 HAU
3. frakce: 5120 HAU
4. frakce: 10240 HAU
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1. frakce

2. frakce

3. frakce

4. frakce

Obr. 41. Stanoveni titru izolovaného loxP-wt MPyV ve 4 frakcich pomoci hemaglutinace morcecich krvinek. 2. frakce
byla pfed nanesenim 10x fedéna. Jako pozitivni kontrola (PK) byly pouzity MPyV VP1 VLPs. Jako negativni kontrola
(NK) slouzil 0,2% roztok BSA v PBS.

5.3.3.4 Znadeni izolovaného mysfho polyomaviru pomoci fluorescené¢ni barvy

50 pg ziskaného loxP-wt MPyV ptevedeného do hydrogenuhli¢itanového pufru (kapitola
4.2.6.7) zkoncentrovaného pomoci PEG bylo inkubovino s0,5 ekvivalentem reaktivni barvy
Ax488-NHS na 1 mol povrchovych lysinovych zbytki, stejné jako ptedtim VLPs v kapitole 5.3.3.2
a koncentrace, mira znaceni a kvalita znac¢eného viru (loxP-Ax488) byla taktéz urcena ptistrojem
Qubit, zachycenim fluorescence gelu po SDS-PAAGE (obr. 42), naslednym obarvenim gelu barvou
GelCode™ Blue Stain Reagent (obr. 43) a méfenim intenzity prouzkti pomoci densitometru,
imunodetekci proteind VP1, VP2 a VP3 metodou ,Western blot“ (obr. 44) a elektronovou
mikroskopii (obr. 45). Oproti znac¢eni VLPs jsme se vSak potykali s p#ili§ nizkym mnozstvim
vstupniho materidlu. Na denatura¢ni proteinovou elektroforézu byly spole¢né se zna¢enym virem
nanesen také kontrolni neznaceny loxP-wt MPyV, a déle znac¢ené VLP-Ax488 slouzici jednak jako
kontrola fluorescence, a jednak pro alesponl hrubé srovndni miry naznaceni loxP-wt MPyV

fluorescen¢ni barvou.
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loxP-Ax488  loxP VLP (standard) VLP-Ax488

[kDa] M 10 pl 1l 1,4pg 1,4pg 0,7pg 0,35pg 100ng 10ng 1,4 pg
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114 —
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‘.4__VP1

38 —

32~

Obr. 42. Snimek polyakrylamidového gelu po denatura¢ni proteinové elektroforéze fluorescen¢né znaceného viru,
znacenych VLPs a standardnich VLPs vyfoceny fluorometrem Molecular Imager PharosFX v kandlu Alexa488. Na 10%
polyakrylamidovy gel bylo naneseno 10 ul a 1 pl loxP-Ax488, 1,4 pg kontrolniho neznac¢eného loxP-wt MPyV (loxP) a
1,4 pg VLP-Ax488. Jako standardy pro upfesnéni mnozstvi znac¢eného viru ve vzorku bylo na gel naneseno 1,4 ug, 0,7
pg, 0,35 pg, 100 ng a 10 ng VLPs. Jako marker byl pouzit Prestained Molecular Weight Marker, M.W. 27,000-180,000.
Sipkou je oznac¢ena predpokladand pozice proteinu VP1 (45 kDa).

Ze srovnani snimku vysledného gelu potizeného fluorometrem (obr. 42) a snimku gelu po
obarveni GelCode™ Blue Stain Reagent (obr. 43) jsme nebyli schopni spolehlivé usoudit, zda byl
loxP-wt MPyV naznacen fluorescen¢ni barvou stejnou mérou jako VLPs, pii nasledujicich
experimentech tedy s jistotou nemiZeme srovndvat mnozstvi viru a ¢astic pouze na zdkladé
detekované fluorescence. Miizeme vsak srovnavat trend miry vstupu ¢i vazby loxP-wt MPyV a

¢astic do riznych bunéc¢nych linii v kapitole 5.3.3.5.
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Obr. 43. Snimek polyakrylamidového gelu po denatura¢ni proteinové elektroforéze fluorescen¢éné znaceného viru,
zna¢enych VLPs a standardnich VLPs po obarveni GelCode™ Blue Stain Reagent. Na 10% polyakrylamidovy gel bylo
naneseno 10 ul a 1 ul loxP-Ax488, 1,4 ug kontrolniho neznac¢eného loxP-wt MPyV a 1,4 ug VLP-Ax488. Jako standardy
pro upfesnéni mnozstvi znaceného viru ve vzorku bylo na gel naneseno 1,4 pg, 0,7 pg, 0,35 pg, 100 ng a 10 ng VLPs.
Jako marker byl pouZit Prestained Molecular Weight Marker, M.W. 27,000-180,000. Sipkou je ozna¢ena ptedpoklédana
pozice proteinu VP1 (45 kDa).

Jeden polyakrylamidovy gel po proteinové elektroforéze byl opét pouzit pro imunodetekci
proteinii za pouziti metody ,Western blot“. Vzorky byly z gelu po dobu 3 hodin pfesdvany na
nitrocelulé6zovou membranu. Nejprve byla membrana se vzorky vyuzita pro detekci VP1 proteinu
MPyV, poté byla luminiscence luminalu zhasena roztokem H2O: (kapitola 4.2.5.6), a nasledné byly
na membrané detekovany minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3 MPyV pomoci protilatky
namifené proti spole¢né C-koncové casti téchto proteind. Na vysledném obrazku rentgenového
filmu (obr. 44) jsou soucasné viditelné prouzky odpovidajici svou velikosti proteinu VPI1 i
proteinim VP2 a VP3 (proteiny VP2 a VP3 jsou pfitomny pouze ve vzorcich se znacenym c¢i
neznacenym virem, ve VLPs mtize byt pfitomen pouze protein VP1). Pfi¢inou by mohlo byt bud
nedokonalé zhasnuti signdlu po prvnim kole imunodetekce nebo pravdépodobnéji divod, ze
zhdaseni neodstrani protilaitky z membrany. Pokud byla primdrni protildtka v pfebytku, ztstaly
nékteré molekuly neobsazené sekunddrni protilitkou a mohla se tak na né navdzat stejnd

sekundarni protilatka pouzita ve 2. kole imunodetekce.
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Obr. 44. Snimek vysledku imunodetekce proteini VP1, VP2 a VP3 po denatura¢ni proteinové elektroforéze a metodé
»Western blot“ pro vizualizaci fluorescen¢né zna¢eného mysiho polyomaviru obsahujictho v genomu 1 loxP misto
(loxP-Ax488), stejné znacenych VLPs (VLP-Ax488) a standardnich VLPs. Vizualizovdno chemiluminiscenci na
rentgenovy film. Na 10% polyakrylamidovy gel bylo naneseno 10 pla 1 pl loxP-Ax488, 1,4 ug kontrolniho nezna¢eného
loxP-wt MPyV a 1,4 ug VLP-Ax488. Jako standardy pro upfesnéni mnozstvi znaceného viru ve vzorku bylo na gel
naneseno 1,4 pg, 0,7 pg, 0,35 pg, 100 ng a 10 ng VLPs. Pro detekci VP1 proteinu byly pouzity primdrni protildtka
MoaVP1-denat. a sekundérni protilatka GoaM-Px. Poté byla luminiscence zhasnuta pomoci roztoku H202 a na membréné
tak mohly byt detekovany proteiny VP2 a VP3 protilitkou MaPyVP2/3 2C8 proti spole¢né ¢asti téchto proteint a
sekundarni protilitkou GaM-Px. Sipkou je oznadena ptedpoklidana pozice proteinu VP1 (45 kDa), VP2 (35 kDa) a VP3
(23 kDa). M zna¢i marker molekulovych vah (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, 5 pl).

Na zavér byl znaceny virus zkontrolovan elektronovou mikroskopii (obr. 45), kterd opét

ukazuje na niz$i koncentraci viru ve vzorku.

Obr. 45. Snimek fluorescenéné znac¢eného viru loxP-Ax488 z elektronového mikroskopu. Virus byl vizualizovan
metodou negativniho barveni. Délka tise¢ky je 200 nm. Elektronovou mikroskopii provedla J. Za¢kova Suchanova.
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Ze srovnani hodnot koncentrace znac¢eného viru ve vzorku uréenych nékolika metodami

(tab. 6) jsme jako koncentraci, z niz budeme u tohoto vzorku vychazet, urcili 90 ng/ul.

Tab. 6. Stanoveni koncentrace zna¢eného viru loxP-Ax488 s vyuzitim riznych metod

Hodnoty koncentrace loxP-Ax488 stanovené nékolika metodami

Qubit (koncentrovany vzorek) 120 ng/pl
Odhad pohlfrde,m z gelu oba.rveneho Coomassie (srovnani 120 ng/yl
s VLPs o znamé koncentraci)

Densitometrie prouzki na gelu obarveného Coomassie 90 ng/ul
Odhad poh?edem z Western blotu (srovnani s VLPs o zndmé 150 ng/ul
koncentraci)

5.3.3.5 Srovnani vazby a vstupu znac¢enych VLPs a viru do riznych bunéénych linii

Pfipravené znacené ¢astice byly poté inkubovany s riznymi bunéénymi liniemi (3T3, 3T6
a LNCaP) v mnozstvi 650 000 ¢astic na buritku po dobu 1 hodiny pti 37 °C, provedeno v triplikatu
(viz kapitola 4.2.6.8). Jako kontrola, zda se samotna barva nevaze ¢i nevstupuje do bunék, slouzily
buniky inkubované s Ax488-NHS fluorescen¢ni barvou inaktivovanou pomoci hydroxylaminu,
jehoz NH: skupiny zreagovaly s reaktivnimi skupinami barvy. Negativni kontrolou byly buriky
inkubované se samotnym médiem. Po resuspendovani bunék pomoci akutdzy a jejich oplachnuti
od zbytkd média byly vzorky analyzovany pomoci pritokového cytometru CytoFLEX (Beckman
Coulter). Z hodnot medidnu intenzity fluorescence vzorku excitovaném pii vlnové délce 488 nm
normalizované na negativni kontrolu byl vytvoten graf srovndni interakce VLPs s jednotlivymi
bunéénymi liniemi (obr. 46). Do mysi buné¢né linie NIH-3T6 castice vstupovaly ¢i se vazaly
velkou mérou, ptiblizné o polovinu méné castice interagovaly s burikami NIH-3T3 postradajicimi
na rozdil od bunék NIH-3T6 gangliosid GD1a. Naopak do prostatickych nadorovych bunék LNCaP

¢astice téméf nevstupovaly.
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Interakce viru podobnych ¢astic s bunéénymi liniemi
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Obr. 46. Testovani vazby a vstupu MPyV VLPs znafenych fluorescen¢ni barvou Alexa488 do mysich bunéénych linii
NIH-3T6, NIH-3T3 a lidské buné¢né linie odvozené od nadoru prostaty LNCaP pomoci piitokové cytometrie. Buriky
vyseté na 12-jamkové desti¢ce byly inkubovény 1 hodinu v p¥itomnosti VLPs v mnozstvi 650 000 ¢astic na buriku v
triplikatu (-VLP-Ax), inaktivované barvy Alexa Fluor 488 (-Ax488) ¢i pouze v médiu v duplikdtu (-NK), nasledné byly
sklizeny pomoci akutdzy, promyty DPBS a intenzita fluorescence byla méfena pomoci priitokového cytometru
CytoFLEX. Naméfené hodnoty medidnu fluorescence byly primérovany pro kazdy triplikdt a normalizoviany na
negativni kontrolu podle vzorce (x — NK)/NK.

Poté jsme podobny pokus opakovali s vyuzitim nejen fluorescen¢né znacenych VLPs, ale i
znac¢eného viru loxP-Ax488, aplikovaného na vicero buné¢nych linii v mnozstvi 400 000 ¢astic na
butitku — kromé ptedchozich to byly prostatické nadorové linie DU-145 a PC3, které na rozdil od
bunék LNCaP na svém povrchu nemaji PSMA, ale naopak ve velkém mnozstvi vystavuji na svém
povrchu gangliosid GDla (Ravindranath et al, 2004, 2005). Experiment jsme je$té rozsifili
preinkubaci NIH-3T3 bunék s neuraminiddzou (50 mU neuraminiddzy v bezsérovém médiu na 10°
bunék po dobu 1 hodiny) pro kompletni odstranéni kyseliny sialové z bunééného povrchu,
pfedpokladajice, ze bez kyseliny sialové nebudou viriony ani VLPs schopné vstupovat, ani se
vazat, na takto oSetfené bunky. Dale jsme vyuzili preinkubace bunék s Gleevecem (inkubace
bunék 16 hodin v 20 uM roztoku Gleevecu v sérovém médiu), jenz odstratiuje z povrchu bunék

gangliosid GD1a. Zajimalo nas, zda Gleevec dokaze ovlivnit vazbu viru a ¢astic na povrch bunék.

Srovndni relativnich hodnot namétenych intenzit fluorescence v jednotlivych

experimentech (obr. 47) ukazalo opét vysokou interakci virovych ¢astic s buitkami NIH-3T6,
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prostatické nddorové linie interagovaly s casticemi vice, nejvice buitky DU-145 v mnozstvi
podobném jako buriky NIH-3T3, avSak vzorky v duplikdtu se vzajemné velmi lisily. Buniky PC3
interagovaly s viru podobnymi ¢asticemi relativné madlo, u hodnoty PC3-VLP-2 pravdépodobné
doslo k chybé (neptidani ¢astic k burikam), nebot signal je srovnatelny s intenzitou fluorescence
inaktivované reaktivni fluorescen¢ni barvy a je velmi rozdilny oproti hodnoté vzorku PC3-VLP-1.
Preinkubace bunék NIH-3T3 s Gleevecem vedla ke sniZeni interakce ¢astic s butikami (pfiblizné
7,5x), preinkubace bunék NIH-3T3 s neuraminiddzou také vedla k poklesu signdlu, ale ne
takovému jako v piipadé Gleevecu. Znaceny loxP-wt MPyV vykazoval vyrazné niz$i hodnoty
intenzity fluorescence v porovndni se zna¢enymi VLPs. Jak jiz bylo zminéno, mnozstvi viru bylo
malé, tézko stanovitelné. Pti srovnani interakce loxP-wt viru s buttkami NIH-3T3 po oSetfeni
Gleevecem a neuraminiddzou vidime podobny trend jako u VLPs — preinkubace s Gleevecem

vedla ke snizeni signdlu, a to 10krat, preinkubace s neuraminiddzou snizila signal pouze 2,5krat.
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Interakce virovych €astic s bunéénymi liniemi
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Obr. 47. Testovani vazby a vstupu loxP-wt MPyV a MPyV VP1 VLPs znacenych fluorescen¢ni barvou Alexa Fluor 488
do mysich bunéénych linii NIH-3T6, NIH-3T3 a lidskych buné¢nych linif odvozenych od naddoru prostaty LNCaP, PC3
a DU-145 pomoci pritokové cytometrie. Buiiky vyseté na 12-jamkové desti¢ce byly inkubovany 1 hodinu v p¥itomnosti
VLP-Ax488 (v duplikdtu) ¢i viru loxP-Ax488 v mnozstvi 400 000 ¢astic ¢i viru na buriku (-VLP-Ax488 ¢i —loxP-Ax488),
inaktivované barvy Alexa Fluor 488 (-Ax488) ¢i pouze v médiu (-NK). Butiky NIH-3T3 byly navic pfed pfiddnim viru ¢i
¢astic inkubovany 16 hodin v 20 pM rozotku Gleevecu v médiu ¢i 50 mU neuraminiddzy pt¥ipadajicimi na 10° bunék.
Nésledné byly buriky sklizeny pomoci akutdzy, promyty DPBS a intenzita fluorescence byla méfena pomoci
pritokového cytometru CytoFLEX. Naméfené hodnoty medidnu fluorescence reprezentuji jednotlivé vzorky
normalizované na negativni kontrolu podle vzorce (x — NK)/NK.

5.3.4 Navrh nového systému pro selekci mutantnich virioni

Pfi navrhu systému pro generovani a selekci mutant pomoci metody usmérnéné evoluce je
tieba zohlednit fakt, Ze v systému musi existovat propojeni mezi mutovanym genotypem a
selektovanym fenotypem tak, aby bylo mozné po selekci identifikovat kédujici sekvenci uspésné

varianty kapsidového proteinu.
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Vzhledem k tomu, Ze pracujeme s mys$im virem, nemtizeme pro selekci pouzivat lidské
nadorové buriky, coz by bylo optimdlni, ale musi jit o burniky mysi, aby se v nich virus dokazal
pomnozit. Na§ ptvodni ndvrh selekéniho systému, zalozeny na mysich 3T3 bunkach se vsak
rovnéz ukazal jako nevhodny z nékolika divodd. Prvnim didvodem byl fakt, Ze se ndm opakované
nepodaftilo v téchto burikach ustavit stabilni expresi proteinu PSMA, ktery mél slouzit jako hlavni
determinanta pro pozitivni selekci. Druhym dtévodem jsou nové publikované poznatky, které
naznacuji, Zze obecné glykoproteiny (a tedy i PSMA) mohou na buné¢ném povrchu slouzit
k navdzani viriond, ale de facto pak svadi virus na degrada¢ni drdhu a k pomnozeni téchto vird
nedojde. Nas piivodné navrzeny systém by tak pravdépodobné nedovolil generovat genomy virt

v 1

s ptiznivymi (tj. PSMA vazicimi) fenotypovymi vlastnostmi.

Nase experimenty rovnéz potvrzuji jiz diive publikovand pozorovani, Zze pro pomnozeni
viru je naprosto nezbytné, aby virus interagoval s gangliosidy a jejich odstranéni laitkou Gleevec by
pravdépodobné znamenalo, Ze bychom nemohli virové potomstvo ziskat. Nase hypotéza, ze PEI
by mohl nahradit funkci gangliosidi v tom smyslu, Ze dokaze uvolnit virus z endolysosomalnich
kompartmentd, se také ukdzala jako mylnd, a moznost, Ze by se podafilo pfesmérovat virus na

jinou molekulu nez gangliosid a pomnozit jej v jediném kroku selekce, se ukazala jako nerealna.

Proto jsme navrhli nové schéma selekéniho systému (obr. 48), kde jsou oba kroky témér
oddéleny. Lidské nadorové buriky (LNCaP) zde slouzi jako afinitni matrix pro navazani viriond,
zatimco mys$i burniky slouzi pro pomnozeni viru. Virové mutanty nechdme navazat ¢i vstoupit do
lidskych nddorovych bunék, ditkkladné je oplachneme od nenavazaného viru, a poté je ko-
kultivujeme nebo navodime jejich ftzi s my$imi burikami, které poskytnou aparat pro replikaci a
pomnozeni viru. Pilotni pokusy jiz probéhly. Zjistili jsme, Ze virus se pomnozuje nejen v burikach,
které fuzovaly, ale také ve smisenych populacich bunék, které viibec elektroporaci ¢i fizi pomoci
polyethylenglykolu vystaveny nebyly. Smiseni bunék namisto jejich fize by zna¢né zjednodusilo
celé nastaveni experimentu, ale mohlo by vést k opakovanému pomnozovani virti divokého typu,
které budou pravdépodobné vykazovat v permisivnich bunkach vyssi fitness. V tom ptipadé by
bylo alternativhé mozné, nechat viry vstoupit do LNCaP bunék, izolovat z nich virovou

extrachromosomalni DNA a tu nukleofekci re-transfekovat do permisivnich bunék. Tak by byl

s jistotou odstranén vliv vazby na pivodni gangliosidy permisivnich bunék p#i pomnozovani viru.
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Obr. 48. Nové navrzené schéma usmérnéné evoluce mysiho polyomaviru. Po ndhodné mutagenezi VP1 genu mysiho
polyomaviru metodou ,error-prone PCR“ (Krok 1A) a ,DNA shuffling“ (Krok 1B), vlozeni mutovanych VP1 genu do
vektoru obsahujiciho zbytek genomu mysiho polyomaviru (Krok 2) a produkci mutovaného virového potomstva (Krok
3), budou mutované viriony inkubovany s butikami LNCaP (Krok 4). Po odmyti nenavazanych ¢astic bude umoznéno
pomnozeni virioni, které vstoupily, ¢i se alesponl navazaly na buitkky LNCaP pomoci 3T6 bunék permisivnich pro mysi
polyomavirus, a to bud ko-kultivaci ¢i fizi bunék LNCaP a 3T6 ¢i transfekci virové DNA izolované z viriont
interagujicich s buitkami LNCaP do bunék 3T6 (Krok 5). Vytvofené virové potomstvo bude nasledné negativné
selektovdno na samotnych burikdch 3T6, kdy vSechny viriony, které se béhem nékolika minut (min.) na buriky 3T6
navazaly nebo do nich vstoupily, budou ze selektované populace virionti odstranény (Krok 6). Jak kroky nahodné
mutageneze VP1 genu, tak selekéni kroky, mohou byt poté opakovény. Obrazek vznikl ve spolupréci s J. Za¢kovou
Suchanovou a H. Spanielovou a ¢4st obrazki ve schématu byla pievzata a upravena z publikaci Perabo et al., (2003) a
Bartel et al., (2011).

Lze pfedpokladat, Ze ndhodnd mutageneze a selekce mysiho polyomaviru podle tohoto
schématu ma $anci zvysit jeho vstup do prostatickych nddorovych bunék, konkrétné do bunék
LNCaP, se kterymi pfirozené neinteraguje, a vyuzit od néj odvozené VLPs pro diagnostické tucely
dorucenim kontrastni laitky do nadorovych bunék. V tomto ohledu je rovnéz zajimavé, ze diky své
pfirozené schopnosti vazat gangliosidy, vykazuji MPyV VLPs i ptirozené vysokou vazebnou
afinitu k prostatickym nadorovym bunéénym liniim s agresivnim rtistem (DU-145) a nase nové
selekéni schéma s pouhou ko-kultivaci DU-145 a NIH-3T6 bunék by mohlo tuto vlastnost jesté

zvySit.
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6 DISKUZE

Cenénou vlastnosti ve vyzkumu nové protinddorové 1é¢by je zejména specificita doruc¢eni
diagnostické ¢i terapeutické litky do nadorovych bunék vedouci ke snizeni nezddoucich ucinki
lé¢by a zpfesnéni a zaroven zvyseni citlivosti detekce lozisek nadorovych bunék. Nastrojem pro
specifické doruceni latek do bunék se mohou stit i viry, je vSak tfeba zménit jejich ptvodni

tropismus a pfesmeérovat je na nddorovou tkarn.

Pro cileni polyomavirti na relativné dobfe prozkoumané buriky nadoru prostaty jsme se
rozhodli vyuzit metodu usmérnéné evoluce, kterd se skldda z kroku nahodné mutageneze genu
kapsidového VP1 proteinu, zodpovédného za interakci s builkou a ndsledné selekce vzniklych
mutovanych vird v podminkdch, které umozni ziskat variantu, jeZ je schopnad se specificky vazat ¢i

vstupovat do nadorovych bunék prostaty.

Pro niahodné mutovani genu pro hlavni kapsidovy protein mysiho polyomaviru byla
uspésné pouzita metoda zabudovani nukleotidovych analogti do genu béhem amplifikace sekvence
pomoci PCR. Sekven¢ni analyza mutaci ukdzala ndhodny vznik mutaci v mife ne pfili§ odlisné
od miry uvadéné vyrobcem pouzité komeréni soupravy. Po ptekladu ziskanych sekvenci DNA do
sekvenci proteinovych byl zjistén casty vznik novych stop kodont zejména pti pouziti vyssich
mutac¢nich frekvenci okolo 60 — 125 jednobazovych mutaci/kbp. Vy$si frekvence mutaci pti
serror-prone PCR® vedou exponencidlné ke ztraté pivodni aktivity proteinu, avak bylo zji§téno,
ze tyto vyssi frekvence mutaci ddvaji vzniknout funkénim proteinim castéji, nez se piepokladalo
na zdkladé analyz knihoven pfipravenych s nizkou muta¢ni frekvenci a navic vyssi frekvence (v
rozmezi, jaké jsme ziskali i my) vedou castéji ke vzniku proteinu s novou funkci (Zaccolo a
Gherardi, 1999; Daugherty et al, 2000; Drummond et al, 2005). P#i vysSich mutac¢nich
frekvencich dochazi k pokryti vSech oblasti genu mutacemi a mohou byt identifikovany mutace
rtiznych oblasti, které spole¢né vedou k pozadované zméné funkce (Bill er al, 2014). Ze
17 analyzovanych mutant bylo u 80 % z nich mozné detekovat mutovany VP1 protein pomoci
monoklondlni ¢i polyklondlni protilatky proti VP1 proteinu divokého typu pfi pouziti
imunofluorescence a pozorovdni na klasickém ¢i konfokalnim fluorescenénim mikroskopu,
v nékolika vzorcich byly také nalezeny virové ¢astice pomoci elektronové mikroskopie. Metoda
nahodné mutageneze pomoci soupravy GeneMorph® II Random Mutagenesis Kit nevedla k zisku

mutovanych gent ani po konzultacich s distributorem soupravy.
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Druhym zptisobem piipravy mutovanych VP1 gent byl ,DNA shuffling“ zaloZzeny na
rekombinaci homolognich sekvenci riznych variant téhoz genu. Pouzili jsme VP1 geny 6 riznych
polyomavirti (my$iho polyomaviru, viru SV40, viru JC, viru BK, polyomaviru karcinomu
Merkelovych bunék a mysiho polyomaviru se substituci v sekvenci povrchové BC smycky).
Ptestoze se nam podatilo tspésné prekonat prvotni problémy s fragmentaci genti (vyrobce ziejmé
v komer¢ni soupravé JBS DNA-Shuffling kit (Jena Bioscience) dodal DNazu I o vy$$im poctu
jednotek na jednotku objemu) a metodu jsme ve vétsiné krokt optimalizovali, po provedeni ,self-
priming PCR* a dvou naslednych reamplifikacich této reakce pomoci genové specifickych primert
jsme po vlozeni vytvoienych gent do cilového vektoru obdrzeli VP1 gen posklddany z riznych
¢asti jednotlivych polyomavirti pouze u jedné z 9 analyzovanych sekvenci a to navic pouze ve
formé spojené pocatecni a koncové ¢asti kodujici sekvence VP1 genu dvou polyomavird (MPyV a
SV40). U ostatnich analyzovanych genti sekvenace odhalila nerekombinované vstupni VP1 geny
(MPyV VP1 a BCsub MPyV VP1), ptipadné pouze pocatecni a koncovou ¢ast kédujici sekvence
VP1 genu s chybéjici stiedovou oblasti. Pravdépodobné tedy doslo ke spojeni s vektorem pouze u
fragmentd, které obsahovaly mista pro naseddni primerd, avSak nedoslo k nasednuti téchto
fragmentt na dalsi fragmenty skrze homologni sekvence a jejich prodlouzeni béhem ,self-priming

PCR".

Mira sekvenc¢ni identity vstupnich genti ma nejzdsadnéjsi vliv na vysledek celé reakce
»DNA shuffling“. A¢koli neni vyslovené urcena dolni hranice miry sekvenc¢ni identity, pod kterou
nelze geny rekombinovat, plati, ze ¢im vzdalenéjsi sekvence jsou, tim je vétsi sance, ze se béhem
yself-priming PCR® nedokazi spojit s fragmenty jinych gent a zlstanou ve vysledném produktu
nerekombinovany (Joern er al, 2002). Optimdlni se zdd byt mira sekvencni identity okolo
80 —90 % (Joern et al, 2002). Mira sekvenc¢ni identity polyomavirovych geni, které jsme pro
reakci pouzivali, se pohybuje mezi 64 — 79 % (Tab. S1). Metodu ,,DNA shuffling” na geny nékolika
polyomavirti ve své diserta¢ni praci aplikoval Teunissen (2014). Podafilo se mu docilit
rekombinace mezi vstupnimi geny, avSak stejné jako v nasem pi#ipadé, mnoho analyzovanych
produktt ztstalo nemutovano a to zejména pfi rekombinaci mezi sekven¢né vzdalenéjsimi geny.
Zjistil také, ze mnozstvi rekombinovanych produkti, které mohou dat vzniknout proteinu plné
délky, zavisi na délce $tépenych fragmentl vstupujicich do ,self-priming PCR®, nejvice geniti

vzniklo pfi pouziti fragmenti DNA o velikostech 400 — 1000 bp, u kterych vsak dochazelo pouze
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pfiblizné k 1,5 rekombina¢ni udalosti na gen. Pii pouziti fragmentt dlouhych 50 — 200 bp nedoslo

ke vzniku zadnych rekombinovanych gend.

Dal$im dtavodem neuspokojivého vysledku reakce ,DNA shuffling“ mohla byt volba
primerti. Byli jsme si védomi toho, Ze jediny primer pro ,DNA shuffling“ na 3' konec kédujici
sekvence VP1 genu MPyV v cilovém vektoru pravdépodobné zvysi pievahu gend, které z vétsi
¢asti budou tvofeny pravé sekvenci MPyV VP1, pro pifesmérovani viru vsak potfebujeme zvysit
zejména variabilitu oblasti ve stfedové casti kodujici sekvence genu, kterd koéduje povrchové
smycky proteinu. Z ¢asovych divodt bohuzel nebylo mozné cely postup zopakovat a pfipravit

dostate¢né rozsahlou knihovnu, abychom nasli pozadované smisené geny.

V literatute (Meyer et al, 2014) je dale doporucovano vyuzit dvou sad primert — vnéjsi pro
piipravu vstupnich gend a vnitini pro zdvére¢nou amplifikaci cilového produktu. To proto, ze
koncové oblasti se béhem procesu ,DNA shuffling” mohou ztratit, a tim je také mozné vysvétlit
pritomnost necelistvych gendi v naSem produktu — ackoli mohlo dojit k pospojovani vnitinich
oblasti VP1 genu, tyto oblasti postrddaly mista pro naseddni primert a tedy oblasti
komplementdrni k vektoru, diky ¢emuz nemohlo dojit k jejich spojeni s vektorem. Naopak ke
spojeni s vektorem doslo u fragment obsahujicich pouze okrajové sekvence VP1 genu, které
postradaly pfitomnost vétsi ¢asti kodujici sekvence tohoto genu. Umistit primery vné VP1 genu
vSak nebylo mozné, protoze oblast vné nebyla u vsech plasmidi pouzivanych pro amplifikaci
polyomavirovych VP1 gent stejnd, ne vSude byl totiz na plasmidu VP1 gen umistén v kontextu

celého genomu tak, jak bylo pro nase ucely potteba.

Pokud by pficinou naseho netuspéchu byla nizka mira sekvenc¢ni identity mezi
sekvencemi, je pro jeji zvySeni mozné nechat si vstupni geny nasyntetizovat in vitro a a pro stejny
aminokyselinovy zbytek vyuzit napfi¢ geny shodného kodonu, pfipadné i pro 2 rtizné
aminokyselinové zbytky pouzit kodon s co nejvice spole¢nymi nukleotidy (Meyer er al, 2014).

Do reakce je také mozné vkladat nikoli celé geny, ale pouze ¢asti gend a to i s nizs$i sekvenc¢ni

identitou, aby nemohlo dojit ke vzniku genu divokého typu (Joern et al, 2002).

Limitujicim faktorem p¥i pifipravé virové knihovny se vSak neocekdvané stala nizkd
ucinnost klonovani mutovanych VP1 gent do vektoru s MPyV genomem. Pouzivali jsme
klonovéni pomoci In-Fusion® reakce, které se zpocatku zdédlo byt velmi jednoduchou a elegantni
metodou a v minulosti se v laboratoti velmi osvéd¢ilo. Ke klonovani nezavislému na ligaze
metodou In-Fusion® jsme se pfiklonili z divodu nepfitomnosti vhodnych restrikénich mist pro
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restrikci cilového vektoru a VP1 genu a naslednou ligaci. Pro tvorbu knihovny je v8ak dosazeny
vytézek 500 kolonii z jedné transformacni reakce spiSe nedostatecny, ackoli Zhao er al (2014)
zminuje, Zze naptiklad pro vylepseni funkce proteinu zpravidla posta¢i knihovna ¢itajici pouhych
1000 klont.  Optimalizace zptsobu piipravy a precisténi pouzité DNA nepomohla u¢innost
klonovani vyznamné zvysit. Snazili jsme se také vyloucdit vliv nevhodného nastaveni celkového
mnozstvi DNA a poméru vektor:insert a to jak testovanim rznych pomérd, tak vyuzitim rznych
mnozstvi reakéni smési pro transformaci bakterii ¢i ¥fedénim reak¢ni smési pted transformaci.
Zcela jiny pomér vektor:insert byl také do reakce vkladan pii vyuziti roztoku Cloning Enhancer,
ktery se pfidava pt¥imo k produktu PCR, jez se mutize bez pfecisténi pouzit do klonovaci reakce. Z
mnozstvi obdrzenych klont bylo patrné, Ze nékteré optimaliza¢ni kroky zvysily vytézek
klonovactho procesu, avsak nikdy natolik, aby mohl byt tento zptisob klonovani pouzit pro
pfipravu velmi rozsahlé knihovny mutant. Ani nahrazeni In-Fusion® reakce metodou inverzni
fazni PCR a ligaci nevedlo ke zvySeni tucinnosti klonovani. Do budoucna by bylo vhodné
vyzkouset jiny zptisob klonovani — napiiklad ,,QuickStep-Cloning”, coz je rychly zptisob klonovani
nezavisly na sekvenci, bez pouziti ligdz a s vysokou ucinnosti transformace, ktery vyuziva
amplifikaci cilového genu pomoci 2 asymetrickych PCR, které na 3’ konce amplifikovaného genu
pridaji oblasti komplementarni k vektoru. Produkty téchto 2 PCR reakci jsou poté spojeny,
vznikne insert s 3' jednovlaknovymi ptesahy na obou koncich. Takovy insert poté sam slouzi jako
primer pfi PCR amplifikaci vektoru, béhem niz dojde ke spojeni insertu a vektoru do cirkularniho

plasmidu s jednovldknovym pferusenim, jenz muze byt vnesen do bunék (Jajesniak a Wong, 2015).

Nedostate¢nd ucinnost klonovani se odrazila i na produkci virovych mutant. Mutované
plasmidy ze vSech ziskanych kolonii byly hromadné izolovany a pouzity pro transfekci bunék
produkujicich Cre rekombinazu, vnichz by mélo dojit k rekombinaci mezi loxP misty
ohrani¢ujicimi genom mysiho polyomaviru s mutovanym VP1 genem nasledované replikaci takto
vzniklych virovych genomt a produkci virového potomstva. Pfi ndsledné infekci permisivnich
bunék jsme pomoci detekce LT antigenu MPyV nalezli nékolik malo infikovanych bunék, coz
mize byt ddno vysokou mirou mutageneze sekvenci VP1 genu pouzitych pro piipravu mutant.
Chtéli jsme vsak zjistit, zda i vysokd mira mutageneze mutize dat vzniknout funkénim viriontm.
Bylo zfejmé, Ze pro naslednad kola selekce mutant by bylo tfeba generovat mnohem vice virového

materidlu.
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Pti zohlednéni komplikaci pfi pfipravé rozsahlé knihovny mutant by jednim z feSeni do
budoucna mohlo byt aplikovdni ndhodné mutageneze pouze na ¢ast genu kddujici oblast VP1
proteinu ucastnici se interakce sreceptorem (Giger er al, 2013). Nepotiebovali bychom tolik
mutant, protoze tato oblast je kratka, celkovy pocet pottebnych jednobazovych mutaci genu by
byl tedy niz$i, a ptedevsim bychom védéli, ze s velkou pravdépodobnosti zachovdme funkéni
protein VP1 se schopnosti tvorby virovych kapsid, takze bychom usettili velké mnozstvi mutant

vedoucich k tvorbé defektnich ¢astic.

Nas$im pivodnim zdmérem bylo pfesmérovat mysi polyomavirus ndhodnou mutagenezi a
naslednou selekci na protein PSMA, coZz je membranovy protein nadmérné vystavovany na
povrchu nadorovych bunék prostaty. Pro ucely selekce mutovanych virti vazajicich se na protein
PSMA jsme se pokusili pfipravit linii NIH-3T3 bunék stabilné produkujici PSMA na svém
povrchu. Stejné jako v pfedchozim pokusu o jeji ustaveni se ndm ani nyni tuto bunéc¢nou linii
ustavit nepodafilo, buriky po nékolika tydnech pfestaly PSMA produkovat, navzdory tomu, Ze jiné
vyzkumné skupiny ve svych pracich mys$i buné¢nou linii stabilné produkujici PSMA pouzivaji
(Zhao er al, 2012; Dassie et al, 2014). Mirné zarazejici byla také koncentrace selekéniho
antibiotika Zeocin™, ktera byla potfebnd pro zahubeni bunék, jez neexprimovaly gen pro
rezistenci vii¢i nému. Vyrobce (InvivoGen) udava hodnoty okolo 50-400 pg antibiotika/ml média
pro sav¢i linie, ndmi uzivané buriky NIH-3T3 vSak nebyly schopny ptezivat az pti koncentraci 2

mg antibiotika/ml média.

Postupné se z literatury ukazalo, Ze pfesmérovani na proteinovy receptor jakym je PSMA
by vSak nemuselo byt viibec realizovatelné, protoze virus pro produktivni infekci (kterou
potfebujeme, aby se béhem selekce v buiice pomnozil a tim se nabohatil) musi projit
endoplasmatickym retikulem (ER), kam se pravdépodobné dostava diky interakci s gangliosidy
nesoucimi kyselinu sialovou a to ztejmé jiz na povrchu buriky (Qian er a/, 2009). Pokud vsak virus
na povrchu buriky interaguje s glykoproteiny taktéz obsahujicimi kyselinu sialovou, jakym je i
PSMA (Walczak a Danishefsky, 2012), je sveden na neproduktivni cestu kon¢ici v lysozomu, kde
je degradovan (Qian a Tsai, 2010). Ve zminéném ¢lanku vSak pii demonstraci odstranéni
glykoproteint z bunééné membrany, vedouciho ke zvysenému transportu viru do ER a stimulaci
infekce, nedokazali odstranit integriny. Mutageneze vazebnych mist pro integrin ve VP1 proteinu
vedla u MPyV k 50% sniZeni infektivity a proto jsou integriny poklddany za dilezité koreceptory

pro vstup viru (Caruso et al, 2003). Neni bez zajimavosti, ze pravé v nddorovych burkdch dochazi
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k aktivaci a nadprodukci integrinti (Sutherland er al, 2012) a mohly by tedy slouzit jako
vyznamny cil pro smérovdni nanocastic odvozenych od MPyV na nadorové builky. Nicméné,
pfitomnost gangliosidi se jevi pro pomnozeni MPyV jako naprosto nezbytna (Buch er al, 2015;
You er al, 2015) a nase experimenty s PEI ukazuji, Ze jejich roli v infek¢nim cyklu nelze nahradit
pouhou indukci uvolnéni viront z endolysosomalniho systému. I kdyz pfidani kationického
polymeru polyethyleniminu (PEI) k viru pted infekci 3T3 bunék vedlo k vyraznému zvyseni
infektivity viru (pfiblizné 6 krat), po odstranéni gangliosidi pomoci latky Gleevec tc¢inek PEI
pominul. PEI je pravdépodobné schopen indukovat pumpovdni protonti ndsledovanych
chloridovymi anionty do vackd, v nichZz se po endocytéze nachdzi, ¢imz dochdzi ke zvyseni
iontové sily ve vacku ndsledovaném prasknutim vacku (Behr, 1997). Tim miize také dojit k
uvolnéni endocytovaného viru z vacki a stimulaci infekce. Predpoklddali jsme, Ze PEI by mohl
napomoci i nespecificky endocytovanému viru (velké mnozstvi virt je do buriky endocytovano
skrze interakci svySe zminénymi sialyzovanymi glykoproteiny) uniknout z endosomalnich
kompartmenttd NIH-3T3 bunék a infikovat buriku. V literatufe uvadéjici taktéz zvyseni infektivity
zkoumanych viri po preinkubaci s PEI je jako dtivod zvyseni uddvana také pozorovana agregace
viriont u¢inkem PEI, kterd muze vést i k volbé jiné cesty endocytdzy nez u samotnych virt
(Dodds et al, 1999; Qiu et al, 1998) ¢i zvyseni fluidity membrany (Owada er al, 1998). V nasem
piipadé vsak ani tato schopnost bez pfitomnosti gangliosidi na bunééném povrchu nedokézala

pfiznivé ovlivnit infektivitu.

Smérovani viru na glykoproteiny jako je PSMA tak lze vyuzit, pokud by nasim cilem bylo
pouze buitku oznacit, nebotf virus skrze né do buiky vstoupi, ale nedokdze se pomnozit. Proto
jsme se rozhodli v nafem nové navrzeném selekénim schématu (obr. 48) kroky selekce a

pomnozeni oddélit.

Je zajimavé, Ze i diky vysokoafinitni vazbé na kyselinu sialovou, ptedstavuje MPyV pro
smérovani na nadorové builky atraktivni nastroj. Béhem ndadorové transformace totiz casto
dochdazi ke zméndm v expresi povrchovych gangliosidii (Castd je nadmérna exprese nékterych
bézné se vyskytujicich gangliosidil), nékteré gangliosidy jsou dokonce pro nddorové burky
charakteristické (a Casto také zaroven pro zarode¢nou tkdan) — shrnuto v Fredman et al (2003).
Navic ptesmérovani polyomaviru na jiny gangliosid se jiz nékolika skupindm podafilo (Magaldi et

al., 2012; Neu et al., 2013), a co je jesté povzbudivéjsi pro nas projekt - k pfesmérovani viru v obou

piipadech sta¢ila zdména pouhého jediného aminokyselonového zbytku hlavniho kapsidového
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proteinuv misté ucastnicim se interakce s receptorem (v tom ma vyuziti polyomaviri oproti jinym
virim vyhodu, nebot zpravidla je interak¢nich mist urcujicich vazbu specifického receptoru

vicero).

Experiment, v némz jsme testovali infektivitu viru na burikdch NIH-3T6 a NIH-3T3,
kterym na rozdil od bunék NIH-3T6 chybi gangliosid GT1b, inkubovanych s Gleevecem, jenz
odstratiuje i druhy vstupni gangliosid GD1a potvrdil dfive publikovany vysledek (Swimm et al,
2010), ze u bunék 3T3 inkubovanych s Gleevecem skute¢né dochdzi ke snizeni poctu
infikovanych bunék na minimum a mutzeme je tedy po oSetieni Gleevecem povazovat za téméf
neinfikovatelné MPyV divokého typu. Nase experimenty, kde jsme pomoci priitokové cytometrie
zkoumali interakci fluorescencné znacenych VLPs s mys$imi liniemi NIH-3T6 a NIH-3T3 po
osetteni Gleevecem ¢i neuraminidazou, potvrdili i to, Ze obé latky vazbu VLPs na bunéény povrch
snizuji (Swimm et al, 2010; Neu er al, 2011). Jak osetfeni bunék neuraminiddzou Vibrio cholerae
(odstépuje kyselinu sialovou z polysacharidi, glykoproteini i glykolipidi), tak Gleevecem, snizilo
interakci VLPs sburikami, Gleevec vSak ve vy$$i mife. Gleevec svou inhibici nékterych
tyrosinovych kindz aktivuje sialiddzy na bunééném povrchu (zejména neuraminiddzu 3), ktera
odstranuje kyselinu sialovou - zejména z povrchu gangliosidi na plasmatické membridné (Miyagi
et al., 2004). To naznacuje, ze snizeni infektivity v bunikach bez pfitomnosti gangliosidi je do jisté
miry ddno taktéz omezenou vazbou ¢astic na buné¢ny povrch. To je v rozporu s praci (Buch et al.,
2015), kde neptitomnost gangliosidti neméla vliv na vazbu ¢i internalizaci ¢astic odvozenych od
polyomaviru. You er al (2015) zase fika, ze ackoli je MPyV schopen vazat se na bunécénou
membranu i bez ptitomnosti gangliosidi, v pfitomnosti gangliosid vykazuje vys$si miru
akumulace na povrchu buriky a tato akumulace je navic zavisla na konkrétnim slozZeni gangliosida.
Nas experiment u linii LNCaP, PC3 a DU-145 vsak potvrdil, ze vazba VLPs odpovida
publikovanym drovnim exprese gangliosidi GD1a i u téchto linii (Ravindranath er al, 2004, 2005)
a lze tedy konstatovat, ze gangliosidy vazbu viru podobnych ¢astic na bunéény povrch ovliviuji.
Predpokladali jsme, Ze na nddorové bunky se VLPs budou vazat hojné diky nadmérné expresi
gangliosidt a sializaci glykoproteinti (Munkley et al., 2016). Pfekvapenim proto bylo zjisténi, ze
s prostatickymi naddorovymi butikami LNCaP VLPs interaguji viibec nejméné. To vsak poskytuje

idedlni vychozi stav pro pfesmérovani VLPs na tyto buriky.
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Z nékolika malo méfeni za pouziti loxP viru se zdd, Ze virus, co se tyCe interakce
s bunéénymi liniemi, zachovavd podobné trendy jako VLPs, kviili malému mnozstvi a kvalité

experimentalniho materialu vSak nejsou vysledky srovnatelné.

A¢ zbyva odstranit jesté mnoho pfekdzek, metoda usmérnéné evoluce by v budoucnu
mohla pomoci pfesmérovat mys$i polyomavirus na prostatické nddorové buriky. K tomuto cili jsme
opét o krok bliz diky zavedeni systému pro tvorbu nahodnych mutaci v hlavnim kapsidovém
proteinu mysiho polyomaviru a diky nové vytvotenému schématu selekce virovych ¢astic, jez

bylo navrzeno na zakladé poznatka plynoucich mimo jiné také z této prace.
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7 SOUHRN

Tato prace si kladla za tkol prozkoumat moznosti, které nabizi metoda usmérnéné evoluce

pro pripravu virovych ¢astic se zménénymi vazebnymi schopnostmi a to prostfednictvim dvou

cila:

1) Zavést efektivni systém pro generovani ndhodnych variant mysiho polyomaviru s mutacemi v

2)

hlavnim kapsidovém proteinu.

Metodou ,error-prone PCR® byl uspésné mutovan VP1 gen mysiho polyomaviru.

Analyza sekvenci ziskanych mutant potvrdila ndhodnost vzniku mutaci a poukdzala na
¢asty vznik non-sense mutaci.

Pro mutagenezi pomoci metody ,DNA shuffling” byly ptipraveny VP1 geny vybranych
polyomavirti. I pfes optimalizaci nékterych krokt metody ,DNA shuffling“ vak pfevazna
¢ast ziskanych gend, jez byly analyzovdny, nevznikla rekombinaci riznych c¢asti
vkladanych polyomavirovych gent.

Mutované VP1 geny byly pomoci rekombinace vlozeny do vektoru obsahujiciho genom
mystho polyomaviru ohrani¢eny loxP misty. Po transfekci vybranych rekombinantnich

plasmidi do bunéc¢né linie exprimujici Cre rekombindzu byla metodou nep#imé

imunofluorescence zjisténa tvorba virovych proteini v buiikdch.

Ovérit funkénost navrzeného selek¢niho schématu a pfipadné jej modifikovat tak, aby doslo k

vybéru takovych variant polyomaviru, které se budou vdzat na nadorové burky prostaty s

vysokou afinitou.

a)

Testovani infektivity MPyV divokého typu na permisivnich burkach po odstranéni
specifickych receptort pro vstup viru do burlky (gangliosidi GD1a) potvrdilo minimalni
infektivitu viru v tomto systému. Infektivitu viru v tomto systému nebylo mozno obnovit
ani ptiddnim polyethyleniminu, ktery ovliviiuje zptisob endocytézy. Buné¢ny systém bez

GD1a tedy nelze pro jednokrokovou selekci a pomnozeni MPyV pouzit.
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b)

Charakterizovali a srovnali jsme vazbu a vstup fluorescen¢né znacenych viru podobnych
¢astic odvozenych od mysiho polyomaviru do vybranych bunéénych linii pomoci
prutokové cytometrie. Prostatické naddorové linie se vyznamné lisily ve schopnosti vazat
tyto castice. Na modelovou linii LNCaP stabilné exprimujici membrinovy antigen
specificky pro nddorové buriky prostaty (PSMA) se ¢astice vazaly velmi mdlo.

Nepodatilo se pripravit mysi bunécénou linii stabilné exprimujici PSMA. Obtiznost
piipravy takové linie naznacuje i d¥ive provedeny netspésny pokus.

Sohledem na vysledky pfedchozich experiment a poznatky z odborné literatury byl
navrzen novy zpusob selekce mutantnich polyomaviri pomoci buné¢né fiize prostatickych

nddorovych bunék a pro virus permisivnich mysich bunék.
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9 PRILOHY PRACE

Tab. S1. Tabulka miry identity nukleotidovych sekvenci VP1 gent uzivanych pro reakci ,DNA shuffling“ (uvedeno
v %). Autor analyzy: ]. Z4¢kova Suchanova.

SV40 BKwvirus JC virus MCPyV
64 65 66 64 mPyV
79 75 65 SV40
76 67 BK virus
64 JC virus




