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Abstrakt

| kdyZ jsou polyomaviry intenzivhzkoumany vice nez 60 let, stdle neni do&tgtebjasina role
minoritnich strukturnich proteinVP2 a VP3 v #kterych dilezitych krocich Zivotniho cyklu viru, a to
zejména jejich ulohafpdopraveni virového genomu do jadra a také jefiapojeni v pozdni fazi
Zivotniho cyklu viru. Tato diplomova prace je zgama na studium minoritnich protéiMysiho
polyomaviru (MPyV) a lidského polyomaviru BK (BKVY rdmci této prace bylyijpraveny étyti
krali¢i polyklonalni protilatky proti minoritnim proteiim vira MPyV nebo BKV. D¥ pripravené
protilatky jsou nanteny proti minoritnim proteiim MPyV (a-MPyV VP2/3) nebo BKV viru ¢-BKV
VP2/3) a dalSi dv pripravené protilatky rozeznavaji spét®u C-koncovou sekvenci minoritnich
protein VP2 a VP3 MPyV ¢-MPyV C-termVP2/3) nebo BKV viruo-BKV C-termVP2/3). V druhé
casti prace jsme se zé&fii na studium toxicity minoritnich proteinpolyomaviru BKV i jejich
samostatné produkci v sdgh buikach. Ziskana data nazwgi, Ze v porovnani s minoritnimi proteiny
VP2 a VP3 viru MPyV, nevykazuji minoritni proteiBKV viru tak vysokou miru cytotoxicity. feti
¢éast prace jednovana studiu interakci minoritnich protipolyomavii BKV a MPyV s bugénymi
proteiny a mezi sebou navzajem. Pomagiravenych protilatek byly detekovany makromoleknia
komplexy minoritnich proteiinv lyzatech bugk transients produkujicich minoritni proteiny viru BKV
nebo MPyV. Tyto komplexy jsme se pokusili charakigrat za vyuZiti metody modré nativni
proteinoveé elektroforézy. Vysledky nazunfi, Ze jeden z identifikovanych proteinovych koeygi by
mohl obsahovat jak minoritni proteiny BKV viru, tékirg¢ny chaperon Hsp 70. Detadi8i analyza
téchto komplex vSak nebyla moZznd Zidodu jejich malého zastoupeni ve vzorku. Proto byly
pripraveny vektory umatiljici expresi minoritnich proteirMPyV nebo BKYV viru flzovanych na jejich
C-konci s capTEV znkou. Zna@ka capTEV je fi produkci gchto faznich proteinv savich buikach
in vivo biotinylovana a umalije naslednou izolaci fazniho proteinu tandemovdinitai
chromatografii. FestoZze fipravené expresni vektory obsahuji i sekvence pabilzaci mMRNA
vloZeného genu, nedochazelo v&ak buikach k detekovatelné expresi fuUznich minoritniobtgini
MPyV ani BKV viru. Pro dalSi vyuZiti budou musettiiyto vektory jedt upraveny. Do budoucna
planujeme charakterizovat interakce minoritnichtgnd obou polyomavik také v komplexech
vznikajicich pi ko-expresi minoritniho proteinu a hlavniho kapsiého proteinu VP1 fazovaného
s capTEV zn&kou. Timto zgisobem by mohly byt odhaleny bismé proteiny interagujici s celym

komplexem pentameru, zékladni stavebni jednotkmye&ikapsidy.

Kli ¢ova slova:polyomavirus, Mysi polyomavirus, BK virus, minaritstrukturni proteiny, VP2, VP3



Abstract

Even though polyomaviruses have been intensivatiietl for more than 60 years, the role of minor
structural proteins VP2 and VP3 in some importdeps of viral life cycle has still not been fully
elucidated, explicitly their role in viral genomelidery to the cell nucleus and their involvemenlate
phases of viral life cycle. This diploma thesis Uses on the study of minor proteins of Mouse
polyomavirus (MPyV) and Human polyomavirus BK (BK\Rour rabbit polyclonal antibodies against
minor proteins of polyomaviruses MPyV or BKV haveen prepared within this diploma thesis. Two
of these prepared antibodies target minor proteindPyV (a-MPyV VP2/3) or BKV virus ¢-BKV
VP2/3), other two prepared antibodies recognizer@inal sequence common to minor proteins VP2
and VP3 of MPyV ¢-MPyV C-termVP2/3) or BKV virusd-BKV C-termVP2/3). In the second part of
this diploma thesis we aimed to study toxicity &\Bvirus minor proteins during individual produatio
in mammalian cells. Obtained results suggest ti@dmnproteins of BKV virus might not exhibit as hig
levels of cytotoxicity as minor proteins of MPy\Wrws. Third part of this diploma thesis is devoted t
investigation of interactions of BKV and MPyV minproteins with cellular proteins and within one
another respectively. Macromolecular complexes @hom proteins were detected in lysates of
mammalian cells transiently expressing minor pritedf MPyV or BKV viruses using prepared
antibodies. We attempted to further characteriesglcomplexes with the use of Blue-Native Protein
Electrophoresis. Obtained results suggest thabbtine identified complexes could contain both, anin
proteins of BKV virus and cellular chaperon Hsp FQrther analysis of these complexes was though
not possible due to low proportion of complexesédh lysate samples. Therefore, vectors for exjwass
of MPyV or BKV minor proteins with C-terminal fusidag capTEV were prepared. During production
of fusion proteins in mammalian cells the capTEY t& naturally biotinylatedn vivo and enables
isolation of fusion proteins by tandem affinity fization system. Although prepared vectors contain
sequences for stabilization of MRNA transcriptsrfiaserted gene, production of fusion minor pratein
of MPyV nor BKV was detectable in mammalian cellbese vectors will though have to be adjusted
for further use. Our future plan is to characteri#eractions of both polyomaviral minor proteims i
complexes formed during co-expression of minor ggrond major capsid protein VP1 fused with
capTEV tag. In this manner the cellular proteirtenacting with the elementary building unit of Vira

capsid - whole complex of VP1 pentamer and minotgin could be revealed.

Key words: polyomavirus, Mouse polyomavirus, BK virus, mirsructural proteins, VP2, VP3
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1. Uvod

Jiz od padesatych let dvacatého stoleti, kdy byjeveny prvni polyomaviry, ifnasi studium
polyomaviffi dalezité poznatky viznych oblastech &dy. Fres pa@ateni problémy s kultivaci
v burgénych kulturach nakonec modelové polyomaviry SVAY&i polyomavirus (MPyV) i diky malé
velikosti svych genoin poslouZily k objaséni mnoha &t v oblastech virologie, bwiné a
molekularni biologieti onkogeneze. Pozornostdecké komunity polyomaviryfjtahuji dodnes, a to
zejména kiuli objeveni rgkolika patogennich zastupdnfikujicich ¢lovéka, schopnosti polyomavir
vyvolavat nadorové bujetii jejich potencialnimu vyuZziti v genoveé terapii@xavovani terapeutickych
latek do busk. Infekce polyomaviry byva zpravidla bé&iznakova, u imunosuprimovanych jedinc
v3ak ntize zgisobovat zavaZzna onemaaen, casto fatalni. V dnesni ddlse s rozvojem autoimunitnich

onemockni i jinak neSkodné polyomaviry stavaji giloveéka ugitou hrozbou.

Objev lidského polyomaviru karcinomu Merkelovychnbki (MCPyV), jenZz je schopen u
imunosuprimovanych pacientvyvolat zavaznou formu rakovinytuke, na dleZitost vyzkumu
polyomaviffi upozornil vroce 2008. Vzhledem k potiZim spojengrjeho kultivaci v tké&ovych
kulturach vSak vzrostl zdjem pr&w snadno kultivovatelné modelové polyomaviry MPg\5V40.
PrestoZe jsou tyto polyomaviry znamé jigep Sedesét let, a igs intenzivni vyzkumistavaji rkteré
oblasti jejich Zivotniho cyklgi bunsénych interakci stéle neobjasry. Zakladni vyzkum modelovych
polyomaviifi nam poméha pochopit principy fungovani c&éedi Polyomaviridae, & uz se jedna o
pocateeni interakce viru s buidnymi receptory, pohyb viru uviibuiky, rozbaleni kapsid a transport
virového genomu do bgdného jadra, pomnoZeni viru vime ¢i Siteni polyomavirové infekce v
organismu. VSechny tyto informace pakifveakladnu aplikovaného vyzkumu, jenz se snazivéiro
infekci zabranit, zpomalit j&i ji Upln¢ zastavit a v neposledrdd se pokouSi také vyuZit objevené

virové mechanismy ve prodgh cloveka.

Velmi uzitetnou vlastnosti polyomavirového hlavniho kapsidovptaieinu VP1 (viral protein 1)
je z tohoto hlediska jeho schopnost samo-téévat se ddastic podobnych viru (virus-like particles,
VLPs)invivoiinvitro, a to i za nefitomnosti virové DNA. Tyto virovéastice maji potencial stat se
molekularnimi nastroji moderni medicinyt az nap. k dopra¥ kontrastnich latek ip diagnostice
riznych onemoaini nebo k dopray terapeutickych latekipjejich 1&b¢. O proteinu VP1 jiz bylo
zjisttno mnoho, dleZitou @irozenou so&asti polyomavirové kapsidy jsou ale i minoritniugturni
proteiny VP2 a VP3. Tato diplomova prace se &ae pra¢ na studium minoritnich proteindvou
zastupé celedi Polyomaviridae, na modelovy Mysi polyomavirus (MPyV) a na lidgkglyomavirus
BK (BKV) scilem porovnat &které jejich vlastnosti a schopnosti interakce,ud s busénymi

strukturami¢i mezi minoritnimi proteiny navzjem.



2. Literarni p ¥ehled

2.1. Polyomaviry

Od objeveni prvniho polyomaviru v roce 1953, jim# MySi polyomavirus (MPyV) (Gross,
1953a), pispelo studium polyomavit k mnoha objeffm na poli virologie i molekularni biologie.
Polyomaviry poslouZily jako model ke studiu reptikého cyklu vii, molekularnich mechanigm
eukaryotické replikace a transkripce (Ford & HRi78; Kelly, 1988¥i buns¢né signalizace, nadorové
transformace a onkogeneze [shrnutornajfAtkin et al., 2009; Chengt al., 2009)]. Pesto byl vyzkum
polyomavirfi upozadn a zastitn zejména novymi objevy na poli retravifnag. (Bittner, 1936;
Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970)] a znowel z2al dostavat do pdpdi az v 70. a 80. letech

dvacatého stoleti.

Celkovému zvySeni zajmu o polyomaviryigpeélo i objeveni lidskych polyomavir BK v mcti
pacienta po transplantaci ledvin (Gardretral., 1971) a polyomaviru JC v mozku pacienta s
progresivni multifokalni leukoencefalopatii (Zunh&k Chou, 1965; Padgett al., 1971). Oftticet let
pozdji nasledoval objev dalSich dvou lidskych polyormé I (Allander et al., 2007) a WU (Gaynor
et al., 2007). Velky rozruch pak #gobilo objeveni polyomaviru karcinomu Merkelovychnék
(MCPyV) v roce 2008, zatim jediného lidského polywinu s fimo prokdzanym vlivem na rozvoj
nadorového bujeni (Fergy al., 2008). Dnes je znamags 70 polyomavir, které jsou podle ICTV
(International Comittee on Taxonomy of Viruséaeny doctyi rodi — Alpha-, Beta-, Gamma- a
Deltapolyomavirus. DalSi polyomaviky viry podobné polyomavirm se vSak stale objevuji a teprve
¢ekaji na své oficialni schvaleni aiaaeni do rofl Zatim posledni aktualizace taxonomie
polyomaviroveé rodiny prahla véervnu 2016, kdy byly ¢které polyomaviry krora zarazeni do noy
vytvorenych rod také fejmenovany, aby se jejich pojmenovani ¥decké sfée sjednotilo a usnadnilo
(Calvignac-Spencaest al., 2016).

Prirozenymi hostiteli polyomavir jsou ¢lenovci, ryby, ptaci a savcicetrg ¢lovéka (Bucket al.,
2016). PRestoZe je infekce s&mi polyomaviry tSinou bezfiznakova, u starSichi
imunosuprimovanych jediic miZze vyvolavat zavaznd onemeon ¢i zpiasobovat nadory.
Tumorogenni potencial, tedy schopnost vyvolavatkvmadof, dal polyomaviiim i jejich nazev; slovo
polyomavirus pochéazi ze spojdgrtkych slov poly- a -oma znamenajici ,mnoho na@tidMezi nejdéle
studované modelové sdpolyomaviry pati prdw MySi polyomavirus (MPyV), se kterym pracujeme
i v naSi laborati a na ®jZ jsem se v ramci své diplomové prace také&dm Z lidskych polyomavii
pati mezi nejvice prozkoumané polyomaviry JCV a BKV @osledni dobse k nim pidava i MCPyV.
Seznam dosud objevenych lidskych polyomawar dvou modelovych s&ich polyomaviti je pro

prehlednost uvedenvabulce 1
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Polyomavirus Zkratka | Prvniizolace Hostitel
MysSi polyomavirus MPyV | Gross, 1953 mys
Opici virus 40 (Simian vacuolating virus 4( SV40 | Sweet & Hilleman, 1960 | opice
BK virus BKV Gardnert al., 1971
JC virus JCV Padgetét al., 1971
Polyomavirus Ki - Allandeet al., 2007
Polyomavirus WU - Gaynaat al., 2007
Pol¥omaV|rus karcinomu Merkelovych MCPyV | Fenget al., 2008
burgk
Lidsky polyomavirus 6 HPyV6

. . chowaltert al., 2010 Slove
Lidsky polyomavirus 7 HPyV7 Schow clovek
quyomawru§ asguovany S onemaam TSAV | van der Meijdert al., 2010
Trichodisplasia spinulosa
Lidsky polyomavirus 9 HPyV9 | Scudaal., 2011
Polyomavirus MW - Siebrasskal., 2012
Saint Louis polyomavirus STLPy\ Limtal. 2013
Lidsky polyomavirus 12 HPyV12 Korug al., 2013
New Jersey Polyomavirus NJIPy\ Mislataal ., 2014

Tabulka 1. Pfehled dosud objevenych lidskych polyomavir a dvou modelovych safich polyomaviri.
Modelové sawi polyomaviry jsou v tabulce zvyrazmy Sedou barvou.
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2.2. Struktura virionu polyomavir @

Polyomaviry jsou malé neobalené viry, jejichz gengentva‘en kruhovou dvouviaknovou
molekulou DNA o délce asi 5000 fidvazi. Podle Baltimorovy klasifikace jsou polyonmaniazeny do
skupiny | — dvouvlaknové DNA (dsDNA) viry. Kapsidachto vini ma ikosahedralni symetrii a
VP1 a zbylych 20 % tud minoritnimi proteiny VP2 a VP3. Hlavni kapsidopgotein VP1 se v hice
¢i ve vhodnych podminkadh vitro samovol® uspdadava do gticetnych oligomet, tzv. pentamera
teprve ty se usg@davaji do kapsidy (Salunktal., 1986; Chuaret al., 2010). Virovou kapsidu twd
72 pentamet proteinu VP1 a uvnitkazdého pentameru je v jeho centralni dutiavazan jeden ze dvou
minoritnich kapsidovych protein(Obr. 1D). Toto usp@dani bylo navrzeno na zékéadentgenové
krystalografie kapsidy MPyV s rozliSenim na 25 Aiffah et al., 1992).

e

Hurdiss a kolektiv v roce 2016 (Obr. 1A-C). Tentodul kapsidy lidského polyomaviru BKYV je zaloZen
na kryo-elektronové mikroskopii a krémuspdadani kapsidovych proteinzobrazuje i mista
pravdEpodobné interakce protéins virovym minichromozomem (Hurdisgt al., 2016). Kapsida
polyomavifii je tvarena celkem 360 kopiemi hlavniho kapsidového prateiPl a 72 kopiemi
minoritnich kapsidovych proteinVP2 a VP3. Pentamery jsou vzajempropojeny disulfidickymi
mistky a kovalentnimi vazbami C-koncovésti proteinu VP1, které stiuje k okolnim pentamém
(Stehle & Harrison, 1997).

Virové kapsidy se vytu@ji za gitomnosti vhodné koncentrace LCaontti, které je stabilizuji.
Proteinova kapsida fudkiho infekiniho virionu obaluje a chrani molekulu virové gernwé DNA,
ktera je navazana na klgmych histonech s vyjimkou histonu H1. Bylo prok&zate minoritni proteiny
MPyV koimunoprecipituji s busgnymi histony (Caiet al., 1994; Forstov&t al., 1993). Protein VP1
piimo interaguje s virovou DNA (Carboeeal., 2004), ale je schopen také wyitiwgrazdnou virovou
¢éastici¢i do jeji dutiny zabalit misto virové DNA vhodwelikou cizorodou molekulu. Takovéstice
se pak nazyvajiastice podobneé viru, tzv. VLPs (virus-like part&leV poslednich letech Vst zajem
0 VvyuZiti #chto nandastic zejména v diagnostice a terajizrmych onemoa#ni ¢i pii vyrobé tzv.
bezpeénych vakcin [shrnuto v (Kawareb al., 2013; Tegerstedt al., 2005)].
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Obr. 1 Usparadani proteini v kapsidé polyomaviru. A) Rez 3D strukturou virionu. Ségsou znazorény
pentamery VP1 protein modro-zeled umisgni minoritnich proteifi v centralni dutit pentamei. B) Rez 3D
strukturou viru-podobnéastice tvéené pouze VP1 proteinei@) Detailfezu pentamerem VP1 s minoritnim
proteinem znazogmym modro-zeleta Zarovei je také patrné uloZeni virového minichromozomu itivn
kapsidy (tma¥ modra dvouSroubovice) s nazeaymi interakcemi minoritnich protdin(Zluté vykEzky
dotykajici se DNA dvouSroubovice). Model zobrazujBKV virus byl vytva‘en na zaklagl snimki

z kryo-elektronové mikroskopie.i€vzato z Hurdisst al., 2016. D) Schematické znézotni uspdadani
kapsidovych proteiinv pentameru polyomaviru#ez pentamerenCerverg vyznaseny minoritni protein VP2
je umiseén v centralni dutién pentameru VP1. N- i C-koncowd@st minoritniho proteinu VP2 siiuji dovnitt
virové kapsidy. Revzato z Chest al. 1998.
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2.3.MySi polyomavirus

MysSi polyomavirus byl poprvé popsan v roce 19530651 1953). Od 70. let byl virus ozoaan
nejdiive jako K virus a poté jako Polyomavirus, Mysiymrhavirus a v roce 2016 byl tento virus
piejmenovan ICTV nalus musculus polyomavirus 1“ (Calvignac-Spenaatral., 2016). Z historickych
diavodia a v ndvaznosti na‘@dchozi vyzkum tohoto viru v nasi laboti@fe ponechano v celé praci starsi
oznaeni MySi polyomavirus (MPyV). Virus byl objeven &d transgennich leukemickych mysi
s nadory (Gross, 1953a). Po injekm podani pefiltrovaného homogenizovaného biologického
materiélu ziskaného z leukemickych mysSi&a hovorozenych transgennich mysi laboratornihalane
C3H byla v rkolika pfipadech pozorovéana tvorba nail@linnych Zl14z a krku. Tim se prokazala
pritomnost infekniho agens o gméru mensim nez 2 mikrometry {pmér pori pouzitého filtru), které
ma v mysi tumorogenni potencial. Prvni kompkg&hcharakterizaci MySiho polyomaviru pakmesli
o rekolik let pozdji Eddy a Stewart (Eddy & Stewart, 1959). Zardugylo prokazano, ze MPyV
zpisobuje nadory epitelidlniho i mezenchymalnihiwgau nejen v transgennich, novorozenyth
imunosuprimovanych mysich, ale také&kterych tkanich dalSich obratlave kiecku, krys a kralik
(Eddy et al., 1958, 1959a, 1959b). U zdravych jedingak rozvoji nadar U¢inné brani maternalni
protilatky [shrnuto v (Ramqvist & Dalianis, 2009)posud také nebyl zaznamenatippd infekce

¢lovéka mySim polyomavirem, a proto je MPyV pokladarbeapé&ny modelovy virus.

2.3.1. Organizace genomu

Genom MPyV jeclenén do ¥ oblasti —¢asné a pozdni kdédujici oblasti, z nichZ jepgisovano
celkem 6 gef, a nekodujici regutami oblasti (Obr. 2). \tasné oblasti lezi geny kbédujici virové
regula&ni proteiny — maly (22,8 kDa),rsdni (48,7 kDa) a velky tumorovy antigen (87,7 kD&jové
tumoroveé antigeny interaguji s mnoha &tmymi komponentami, navozuji sp&st S-faze bu&ného
cyklu, ¢imZ uzmisobuji bukéné prostedi pro Usgsnou replikaci viru a jsou m;j. také zodgdné za
rozvoj tumorogeneze. Produkce tumorovych antigegtind ihned po dorteni virové DNA do
burg¢ného jadra a pokéaje i bshem pozdjSich fazi virového Zivotniho cyklu. V pozdni koti
oblasti genomu se pak nachazeji geny pro strukkapsidové proteiny VP1 (45 kDa), VP2 (35 kDa) a
VP3 (23 kDa). Jejich expresechaa az po spudti replikace virového genomu. V nekddujici regaia
oblasti se nachazi promotory, transknp,enhancer* a jediny p@tek replikace (origin). Replikace
virového genomu probiha obousms a genycasné a pozdni oblasti jsou uniist na protilehlych
vlaknech DNA. B transkripci vznikaji dlouhé molekuly pre-mRNA,nichZ jsou alternativnim
sestihem teprve uvoltny mRNA pro jednotlivé proteiny. VSechny tumorovétigeny vznikaji
z jednoho pre-mRNA transkriptu a tyto proteiny mapol&ny N-konec. Transkript pro hlavni
kapsidovy protein VP1 vznikéa sésem ze stejné pre-mRNA jako mRNA transkripty promonitni
kapsidové proteiny. Protein VP1 ma ale samostateyreny cteci ramec, z&Z je translatovan.

Minoritni proteiny VP2 a VP3 jsou translatovany gejného oteenéhocteciho ramce a sdileji
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spole&ny C-konec. Protein VP2 obsahuje celou sekvencoritiniho proteinu VP3 a navic jédinikatni
N-koncovoucast o délce asi 120 aminokyselinovych zliytkera je myristylovana (Streuli & Griffin,
1987).

ﬂ Origin

Pozdni Casna

oblast oblast

5307 bp

Obr. 2 Usparadani genomu MySiho polyomaviruOznaen jereplikacni pasatek (origin) )
geny pramaly t-antigepstredni T-antigema piepisované Zasné oblasti genomu, geny pro strukturni
proteiny VP1, a piepisované z pozdni oblasti genomu. Vybmo pomoci pé&tatového softwaru
SnapGene.

2.3.2. Zivotni cyklus viru

Pri vstupu do biky vyuziva MPyV #ejme ¢tyti povrchové gangliosidové receptory, na jejichz
a-2,3-vazanou sialovou kyselinu se vaze svym hlavkapsidovym proteinem VP1 (Obr. 3).
Donedavna byly jako fixozené receptory identifikovany pouze dva ganglipgsGDla a GT1lb
(Tsaiet al., 2003; Cavaldesit al., 2004). V roce 2015 vSak byly identifikovany dal$a gangliosidy,
které také mohou slouzit jako povrchové receptoByM. Jsou jimi receptory GD1b a GT1a. Nedavno
bylo totiZz objeveno, Zeu-2,8-vdzana sialova kyselinaiifomna na #kterych gangliosidovych
receptorech vazbu mezi VP1 proteinem-3,3-vazanou sialovou kyselinou stabilizuje (Buethal.,
2015). Po navazani na receptor vstupuje virus dé&bendocytdzou a putuje dalégscasné a pozdni
endozomy, endolysozomy a endoplazmatické retikiR) (k buénému jadru. Dopraveni virového
genomu do buitného jadra je pro virus esencialni, vzhledem k malikosti vlastniho genomu musi

virus vyuZzivat bu&ny replikatni a transkripni aparat.
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Obr. 3 Povrchové receptory polyomavifi. Receptory pro Mysi polyomavirus jsou receptory @PGD1b,
GTla a GT1b (zelené rafilg). Frirozenymi receptory polyomaviru BKV jsou receptd®D1b a GT1b
(oranzové ramiky). Receptor GML1 je receptorem viru SV40 (modrnefek), wdcim Neu a kolektivu se
vSak podéilo lidsky polyomavirus BKV na tento receptofgsnérovat mutacemi v proteinu VP1 (kap. 2.4.2,
Neu et al., 2013). Glc = glukéza, Gal = galakt6za, GalNAc =abetyl-galaktosamin, NeuNAc = kyselina
neuraminova (sialova kyselina, ktera interagugceptorem viru). f#evzato a upraveno podle (Yetal., 2015)

Virus @i svém putovani hikou nevyuziva klathrinové ani kaveolinov&kg (Gilbert & Benjamin,
2000; Lieblet al., 2006), na transportu do ER se nepodileji ani G@fky (Mannova a Forstova, 2003).
Pri produktivni infekci jsou viriony ,sortovany” z elozomi a endolysozoih do ER, kde dochazi
k ¢cast&énému rozvolini kapsidy a k jejimu Uniku do cytoplazmy (Qietral., 2009). Bylo zji&no, Ze
pro infektivitu virionu je dlezité zachovani kyselého pH kinych endozorin, které #ejme rozvolreni
kapsidy napoméaha (Mannovéa a Forstova, 2003; lgedl., 2006; Qiaret al., 2009). Unik viru z ER
nebyl zatim zcela objasn; vSeobechiuzndvany model polyomavirového Uniku v3aispzuje utitou
roli minoritnim kapsidovym proteitm (kap. 2.5.2) a také hostitelské ERAD draze (d#ajrd drdha
spojend s endoplazmatickym retikulem) (Lillegkyal., 2006; Bennettt al., 2013; Schelhaaat al., 2007;
Kuksin & Norkin, 2012). Z cytoplazmy padast&n¢ rozvolrené viriony putuji k bud¢nému jadru,
pricemz vyuZzivaji buécny mikrotubularni cytoskelet a molekularni motondin (Sanjuaset al., 2003;
Zilaetal., 2014).

Po vstupu do jadra vyuziva virova DNA ke své traimsk hostitelskou DNA dependentni RNA
polymerézu Il. Po vytv@ni dostaténého mnoZstvi tumorovych-antigea navozeni S-faze b&mého
cyklu miZe dojit k replikaci virové DNA. Nésledrje prepisovana pozdni oblast genomu a dochazi
k translaci mRNA pro kapsidové proteinykeBtasnému usg@dani virové kapsidy v cytoplazniy
podle Birda a kolektivu mohla branit interakce o kapsidového proteinu VP1 s jadernymi
importiny (Bird et al., 2008). Skladani novych viriértotiz probiha v bugtném jade, kam musi byt
now syntetizované kapsidové proteiny z cytoplazmy dweeny. Cely Zivotni cyklus MySiho
polyomaviru pak trva asi 48 hodin, poté se objewyopaticky efekt a nové viriony séifyzi bungk

uvoliuji do okoli.
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2.4.Lidsky polyomavirus BK

Lidsky polyomavirus BK (BKV) byl objeven jako jedenprvnich zéstugiclidskych polyomaviit
tymem Gardnerové a kolektivu v roce 1971 (Gardnat., 1971). Tento virus infikuje ndové cesty a
infekce je zpravidla beZfznakova, perzistence viru v avych cestach je pak celozZivotni. K prvotni
infekci virem dochazi uatSiny populace jiz v &éském ¥ku a zgisob fenosu viru mezi jedinci nebyl
zatim objasén. Prevalence viru je ve &ovém ngfitku vysokd, pohybuje se v rozmezi 46 - 94 %
[shrnuto v (Hirsch & Steiger, 2003)], deské populaci je to asi 69 % (Sroller al., 2014). U
imunosuprimovanych pacieninizZe dojit k reaktivaci viru, coz agobuje zavazné problémy, jako jsou
nefropatie, hemoragické cystitidy ¢Zké zawty matového ndchyte), odhojeni ledvinového
transplantatu a dalSi onemean[shrnuto v (Bennett al., 2012; Rinaldat al., 2013)]. Nedavno byly
publikovany zajimavé prace shrnujici vysledkippdi imunosuprimovanych pacigns BKV infekci
nazn&ujici potenciélni vliv BKV infekce na rozvoj nadomotovych cest (Kenaret al., 2015;
Papadimitriouet al., 2016), nadar prostaty (Kelleret al., 2015) a lymfond (Burger-Calderon &
Webster-Cyriaque, 2015).

2.4.1. Organizace genomu

Genom tohoto viru je velky 5153 gévazi a jeho organizace je velmi podobna genommanizaci
MPyV (Obr. 4). Stejy, jako je tomu u MPyV, i u polyomaviru BKV jsou sebetasna a pozdni oblast
odEleny nekoédujici regulani oblasti, také oz@avanou jako NCCR (non-coding control region).
V této oblasti leZi replikani patatek viru (origin), promotory a enhancery transge@m také vazebna
mista proiizné transkripni faktory a dalSi buiné partnery. £asné oblasti genomu jsoiepisovany
geny pro velky T-antigen (80,5 kDa) a maly t-amig0,5 kDa) a také zkrdcena forma malého
t-antigenu, tzv. ,truncated” t-antigen (17 kDa)hge funkce zatim nebyla objasma (Abendet al.,
2009). V pozdni oblasti genomu je krémstrukturnich kapsidovych proté&in/P1 (40,1 kDa), VP2
(38,3 kDa) a VP3 (26,7 kDa) kddovan feagnoprotein (7,4 kDa) [shrnuto v (Rinaldal., 2013)].
Agnoprotein neni strukturnim proteinem viru, aleipegul&ni funkce, nafiklad interaguje s jadernym
antigenem dicich se budk PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Gerigs al., 2015) a
pravadEpodobré ovliviiuje exocytozu interakci s proteinerBNAP (Johannessehal., 2011). RPestoze
je agnoprotein sik produkovan v biikdch zejména v pozdni fazi infekce a nesnizujeihiatHLA
antigerii na povrchu infikovanych bék (Cioni et al., 2013), je pro imunitni systém neviditelny
(Leuenbergeet al., 2007). Podle Papadimitrioua a kolektivu by mofh@protein za sainnosti s
velkym T-antigenem podporovat vznik nadlgPapadimitriouet al., 2016). Nezbytnost agnoproteinu
pro produktivni infekci potvrdiln vitro také Myhre a kolektiv (Myhret al., 2010). Nedavno byl také
popsan fpad, kdy u imunosuprimovaného pacienta s viréenkVBloSlo k rozvoji nadoru ledvin,

v némz byl objeven genom BKYV viru integrovany v genonadorovych bugk (Kenanet al., 2015).

17



Pozdni

Casna
oblast

oblast

Truncateg T

c
[
ol
=
c
@
(L
=
2
@
>

Obr. 4 Usparadani genomu lidského polyomaviru BK.Oznaena je nekédujici reguiai oblastNCCR s
replikacnim paiatkem (origin) geny pro ) zkracenytruncated T-antigera maly t-antigen
piepisované zasné oblasti genomu, geny pro strukturni prot&ifyl, aVP3 a geny pro nestrukturni
piepisované z pozdni oblasti genomu. Vybmo pomoci péitatového softwaru SnapGene.

2.4.2. Zivotni cyklus viru
Od objeveni viru trvalo poémn¢ dlouho, nez byl objeven jehdizeny receptor. Cely vyzkum

viru BKV tim byl velmi zpomalen, protoZe se virusdailo péstovat v buaénych kulturach. Nejvice
se pro praci s BKV vyuZivala afpiledvinna bus¢na linie Vero, ve které je virus po transfekci oo
dokortit sviaj Zivotni cyklus. Virus v3ak neni schopen Veraikylyzovat a tim padem nedochéazi ani
k Siteni infekce. Ke studiu Zivotniho cyklu viru v padtéch letech vyznaminprispélo az vyuziti

primarnich lidskych ledvinnych baénych kultur HRPTEC (Human renal proximal tubulaitieglial

cells, lidské epitelidlni kiky ledvinnych vinutych kanaik.
Béhem let bylo postugh prokdzano, Ze virus #pobuje aglutinacicervenych krvinek
(Mantyjarviet al., 1972) a vaze se na receptofitgmné na lidskych lymfocytech (Posszttal., 1983).
Pozdji se zjistilo, Ze dlezitou roli hrajea-2,3-vazana sialova kyselina a receptor ma i pmnoteiu
povahu (Haumt al., 1993; Sinibaldet al., 1990). Nakonec bylo objeveno, Ze receptorem pus BKYV
je glykoprotein s1-2,3-vadzanou sialovou kyselinou (Duggiral., 2005) a o rok pozii bylo potvrzeno,
Ze €mito receptory jsou sialoglykoproteiny GD1b a GEld2,3 aa-2,8-vazanou sialovou kyselinou
(Obr. 3) (Lowet al., 2006). Virus se na receptory vaze pfednictvim hlavniho kapsidového proteinu
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VP1, a to Zldbkem mezi povrchovymi stkgmi BC a HI (Dugaret al., 2007). Kapsidovy protein VP1
BKV ma také variabilni oblasti mezi aminokyselinoviyzbytky 61 — 83 utvid@jicimi oblast sm§ek
BC1 a BC2. Podle této oblasti rozliSujertgti raizné subtypy BKV polyomaviru: 1, I, Il a IV.
Jednotlivé subtypy se navzajem lisi réggdim ve swte, infektivitou i tkdiovym tropismem. Protilatky
neutralizujici virus subtypu | natty neutraliz&ni (inky na subtyp Il a IV, jednou preéthna infekce
tak nemusi zabranit reinfekci pacienta (Pastrahaal., 2013). Nedavno bylo také mutacemi
aminokyselinovych zbytkproteinu VP1 ve vazebné oblasti docilenespérovani BKV viru na
receptor viru SV40 GM1 (Obr. 3) (Netial., 2013).

Po navazani na receptor vstupuje virus ditkiplendocytézou nezavislou na klathrinu i kaveolinu
(Zhaoet al., 2016) a jeho pohyb fikou je obdobny jako pohyb viridriMPyV (Jianget al., 2009). Dale
pak virus putuje po buinych mikrotubulech k ER, stejijiako MPyV; pohyb BKYV viru je v3ak oproti
MPyV ziejmé nezavisly na dyneinu (Moriyama & Sorokin, 2008)olékalizace viru s Golgiho
aparatem nebyla dosud pozorovana u BKV ani u MPg\tak se pedpoklada, Ze se tomuto
kompartmentu oba viry vyhybaji, anebo jim prochétak rychle, Ze jsou nedetekovatelné. Cely
vyzkum Zivotniho cyklu viru BKV Moriyamoveé i Jiangé a kolektivu byl provath za pouZziti bugk
HRPTEC, které jsou hlavnimiippzenym cilem BKV viru a nabizi tak vysledky velse blizici
Zivotnimu cyklu viruin vivo (Moriyama & Sorokin, 2008; Jiang al., 2009). V endoplazmatickém
retikulu HRPTEC bugk se BKV objevuje 6 — 8 hodin po infekci. Zde dorhécast&nému rozvolgni
kapsidy rozpadem disulfidickych vazetispbenim proteii z rodiny protein disulfid-izomeraz (PDI);
8 — 12 h po infekci se také objevuji kratSi formptpinu VP1, za jejichZ vznik je pragplodobré
zodpowdné proteolytické 8peni. Tento efekt zatim nebyl u polyomavirové inkekikdy pozorovan a
jeho vyznam musi byt teprve prozkouman (Jietrgj., 2009). Z ER se rozvoiné kapsidy uvdiuji do
cytoplazmy stejnym Zjsobem, jako kapsidy viru SV40 po interakci proteMB1l s bugcnym
proteinem Derlin-1, ktery hraje roli v ERAD drazdiang et al., 2009). Z cytoplazmy se zatim
neprozkoumanym mechanismem dostava virova DNA dsdmého jadra, kde ségpisuje a replikuje.

Nové viriony se skladaji uvififddra a biika lyzuje a uvaluje nové viriony 24 — 48 hodin po infekci.

2.5. Strukturni proteiny polyomavir i se zangirenim na BKV a MPyV

2.5.1. Hlavni kapsidovy protein VP1

2.5.1.1.Struktura
NejvétSi cast povrchu polyomavirové kapsidy zaujima hlavigskdovy protein VP1. Protein VP1

mazeme rozdlit na 3¢asti: N-koncovou oblast, centralni oblast a C-kamocooblast. Struktura proteinu
VP1 viru MPyV je znazorna na Obr. 5. V N-koncové oblasti proteinu VP1 lsgkverné
nespecifickd DNA-vazebna doména jak u MPyV (Mordlaet al., 1991) tak u BKV viru
(Hurdisset al., 2016) a zarowvese v této oblasti u MPyV nachézi i jaderny lokaiid signél (NLS)
(Moreland & Garcea, 1991). U BKV je v N-koncové adti proteinu sekvence velmi podobnd NLS
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sekvenci viru SV40 sipdpokladanymi stejnymi vlastnostmi. Ve virionu&uje N-koncova oblast
proteinu VP1 dovnitcentraini dutiny pentameru, kde se vaze na viminjichromozom a nahrazuje
hostitelsky histon H1 (Carboret al., 2004; Hurdisset al., 2016). Centralni oblast proteinu VP1 je
tvorenaa-helixy ap-listy, které jsou mezi sebou propojeny Sesti &ayni. Tii z téchto smyek (BC,
DE a HI) jsou vystaveny na povrchu kapsidyadini se interakci s receptony ystupu viru do biiky.
Smyka EF spolu s C-koncovaiasti proteinu zprostdkuje vazbu Caiont, které stabilizuji slozené
viriony. C-koncové oblast proteinu VP1 je dlouhflexibilni a zprostedkuje vazbu mezi pentamery
VP1 v ramci virové kapsidy (Obr. 5). Protein VP1tg&é cilem mnoha posttran&téch modifikaci,
véetre fosforylace, sulfonylace, acetylace, hydroxylacmetylace, jejichZ funkce nebyla zatim zcela
objasréna (Fattaey & Consigli, 1989).

)

Obr. 5 Vyobrazeni terciarni struktury hlavniho kapsidového proteinu VP1 MPyV. Ve sloZzeném virionu
¢i ¢astici podobné viru jsou srlyy BC, DE a HI vystaveny na povrchu kapsidy, $kay EF je sotésti
vazebného mista pro &donty. Pentamery proteinu VP1 jsou propojeny fériim C-koncovym ramenem.
Prevzato z Liddington, 1991 v Hornikova, 2012.

2.5.1.2.Funkce
Krome strukturni funkce # tvorbé virovych kapsid a interakce s receptorem ma hl&apsidovy

protein v buikach i dalsi funkce. Protein VP1 s&étni Uniku viriofh z ER do cytosolu v gétesnich
fazich infekce. Interakce proteinu VP1 Mysiho pohaviru s proteiny ERp26 a ERp57 z rodiny PDI
uvniti ER nastoluje konforngai znmeny kapsidy vedouci &asténému rozvoliini kapsidy a vystaveni
C-konce tohoto proteinu na povrch. Dojde tak k éethiahydrofébni domény proteinu VP1, ktera je
schopn& se zabudovat do lipidové dvojvrstvy ER reepevat membranu (Magnusah al., 2005;
Rainey-Bargegt al., 2007; Walczak & Tsai, 2011). Tato interakce je pySi polyomavirus izjme
duleZita, protoze sniZeni hladiny produkce PDI s@Zafektivitu viru (Gilbertet al., 2006). Protein
VP1 lidského polyomaviru BKV prochazi v ER takégmami disulfidickych vazeb (Jiaregal., 2009).

DalSi z interakci vedoucich k uvelm virionu z ER jsou interakce VP1 proteinu s piteERAD

drahy. U MPyV se jedn& nam interakci s proteinem Derlin-2 (Lille al., 2006), BKV virovy protein
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VP1 interaguje s Derlinem-1 (Jiaegal., 2009), stej#é jako virus SV40 (Schelhaasal., 2007). Oba
viry takto vyuZivaji hostitelskou ERAD drahu, oblglslouzici k peneseni Spatrsbalenych protein

z ER do cytosolu a nasledné degradaci, ke svéldkaats do cytosolu.

Protein VP1 by se také mohl uplavat ¥ vstupu virového genomu do btimého jadra. Nedavna
studie provagha na modelovém viru SV40 prokazaté@mnost pestaveb jaderné laminy objevujicich
se pouze v neticich se infikovanych hikach. Tyto zminy byly vyvolany gitomnosti VP1 pentamer
v cytoplazng a nej\tSi rozsah @y asi 6 hodin po infekci, tedy v okamziku, kdyasty genom vstupuje
do jadra (Butin-Israelét al., 2011). V naSi laboratiobyla i expresi VP1 proteinu MPyV v mySich

fibroblastech také pozorovana jeho interakce srjamelaminou (nepublikovana data).

2.5.2. Minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3

Jak uz bylo zmi&no, minoritni proteiny tvid 20 % kapsidy viru, ficemzZ se nenachézeji na povrchu,
ale jsou skryté uvnitkapsidy. Bi samostatné produkci minoritnich proteiMPyV v buikach bez
hlavhiho kapsidového proteinu VP1 byly prokdzany jice cytotoxické vlastnosti
(Huerfanoet al., 2010). V pfibéhu Zivotniho cyklu viru se minoritni proteiny praysdobré dostavaji
na povrch kapsidy a svymi hydrofébniddistmi se integruji do membran. Prépddobré pak funguji
jako viroporiny — tvéi homooligomerni transmembranové pory a naruSljivtatini homeostazu
burgk. Viroporinim je Wnovana samostatnd kapitola 2.6, polyomavirovym qimdin

s viroporinovymi vlastnostmi jeémovéna kapitola 2.7.

2.5.2.1.Struktura
Minoritni proteiny jsou malé struktury s hydrofélrdvahou, diky niZ jsou velmi Spatrozpustné,

coz zn&né komplikuje jejich studium. Struktura minoritnichopeini polyomavii nebyla dosud zcela
identifikovana. Byla popsana pouze C-koncové obdpsti€éna vzdy obma minoritnim proteitim
daného polyomaviru, kterd méhelikdlni podobu a také nese jaderny lok&masignal (NLS)
(Obr. 6A). U viru SV40 je NLS signél minoritnichgteini dostatény na to, aby byly transportovany
do jadra samostatn(Nakanishiet al., 2002), minoritni proteiny MPyV se do jadra trposuji

v komplexu s VP1 proteinem. Jak bylo ukazaro gxpresi v bakulovirovém expresnim systému,
pritomnost proteinu VP1 &ni lokalizaci minoritnich proteihz rozptylené jaderno-cytoplazmatické na
jadernou (Forstovét al., 1993; Delost al., 1993). Bennettovéa a kolektiv publikovali v rod®8 praci,

ve které se sougdili na NLS minoritnich proteinBKYV viru. Zjistili, Ze NLS minoritnich proteit
BKV je dost&ujici a zarové nezbytny pro transport minoritnich proteido jadra. Jedinou mutaci
lyzinového zbytku na pozici 319 resp. 200 (pozigarateinu VP2 resp. VP3) v oblasti NLS (Sipka v
Obr. 6A) bylo docileno z#my jaderné lokalizace obou protéin difazni jaderno-cytoplazmatickou
(Obr. 6D) a virus ztratil infektivitu. Ko-expresednotlivych minoritnich proteinBKV s mutovanym
NLS s divokym proteinem VP1 v tomto experimentuaasovala lokalizaci minoritnich protdirepst

do burééného jadra. Na obrazku 6C je ukazartmogenda jadernd lokalizace minoritnich profein
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divokého viru BKV (Bennettet al., 2015), obrazek 6B reprezentujefirpzenou difuzni

jaderno-cytoplazmatickou lokalizaci minoritnich f@iod MPyV s afinitou k jadernému obalu a
membrag ER (Huerfancet al., 2010).

!

;& BKPyV MLPLLLGLYGTVTP--ALEAYEDGPNQKKRRVSRGSSQKAKGTRASAKTTNKRRSRSSRS 232
JCPyV MLPLLLGLYGTVTP--ALEAYEDGPNKKKRRK=======~ EGPRASSKTSYKRRSRSSRS 225
Sv40 MLPLLLGLYGSVTS--ALKAYEDGPNKKKRKLSRGSSQKTKGTSASAKARHKRRNRSSRS 234
mPyVv MLPLILGLYGDITPTWATVIEEDGPQKKKRRL=========mmmm e m e m e e 204

P3K200T

‘ E
with DAPI with DAPI

Obr. 6 Subcelularni lokalizace minoritnich proteini polyomaviri. A) Srovnani C-koncové sekvence
spole&né minoritnim proteitm VP2 a VP31idiznych polyomavi obsahujici konzervovan@ast reprezentujici
NLS. Sipka ukazuje na lyzinovy zbytek v pozici 2@@ery byl v praci Bennettové a kolektivu mutovéa n
threoninovy zbytekB) Difuzni lokalizace minoritnich proteinMPyV. Oba minoritni proteiny (zel&h se
nachazi v jatk a v jeho okoli a maji afinitu k membranam - kaliiduji s jadernym obalem (Lamin Berverg)

a s membranou endoplazmatického retikula (GRR8A/erE). Prevzato a upraveno podle (Huerfagtoal.,
2010).C) Jaderna lokalizace minoritnich protielBKV viru. Oba minoritni proteiny BKV viru maji giy NLS,
diky rfmuz jsou lokalizovany v j&d. D) Jedinou mutaci v NLS (ozéena Sipkou, obr. 6A) se jaderna
lokalizace &chto proteii BKV viru méni na difuzni. Fevzato z Bennetit al., 2015.

with DAPI

Na rozdil od MPyV maji minoritni proteiny lidskygiolyomavifi a polyomaviru SV40 na svém
C-konci dalSi doménu, ktera vaze DNA. Touto domémgaraguji minoritni proteiny s virovym
minichromozomem uvnitkapsidy. DNA-vazebna doména v C-koncové oblastiomiinich proteif
byla popsana u viru SV40 (Dea al., 1995), lidského polyomaviru JCV (Huaegal., 2003) i
predikovana u lidského polyomaviru BKV (Hurdigsal., 2016). U MPyV vSak bylo prokazéno, Ze

minoritni proteiny DNA-vazebnou doménou nedisporaujiirovy minichromozom se vaze pouze na
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hlavni kapsidovy protein VP1 (Chargy al., 1993). Minoritni proteiny jsou také posttrarsia
modifikovany. Jednou z nejlépe charakterizovanyaddifikaci je myristylace v N-koncové unikatni
¢asti proteinu VP2. Tato modifikace je konzervovaragii¢ polyomaviry a ma velky vyznam pro
infektivitu viru (Streuli & Griffin, 1987; Krauzevaz et al., 1990).

Na zaklad analyzy sekvence aminokyselinovych zliytkinoritniho proteinu VP2 MPyV byly,
podobrg jako u viru SV40 (Giordat al., 2013), ve struktie tohoto proteinu predikovany 3 hydrofébni
domény (Bilkova, 2014). JelikoZ je minoritni prot&iP3 zkracenou variantou proteinu VP2, jsou jeho
souasti pouze dvz tchto hydrofébnich domén. Hydrofébni domény jsowgépodobré zodpowdné
za afinitu minoritnich proteihk buréénym membranam. Sekundarni a terciarni strukturaritimich
proteirmi BKV nebyla doposud popsana, ale na z&klphci dostupnych o ostatnich polyomavirech,
zejména viru SV40 (Giordet al., 2013), se vyskyt hydrofébnich oblasti v minodiproteinech BKV
viru da také pedpokladat.

2.5.2.2.Funkce

Ackoliv minoritni proteiny nejsou nezbytné pro forndow kapsidy, maji pro virus velky vyznam.
Virion s delecemi¢i mutacemi v sekvencich minoritnich protiitotiz neni schopen vstoupit do
burgé¢ného jadra, neni schopen spravmabalit genom do kapsid a @éSpE se pomnozit
(Deanet al., 1995; Mannovat al., 2002; Gasparoviet al., 2006; Nakanishét al., 2007a; Giordat al .,
2013; Saribast al., 2014). Bi produkci virioni in vitro jsou pak minoritni proteiny nezbytné pro
spravné zabaleni kapsid, coz jdekité pro tvorbu VLPs n&ppro imunizace nebo transport latek do
burgk (Kawanoet al., 2006, 2013). f&stoZze Uloha obou minoritnich protiinebyla doposud zcela
objasréna, mohly by dle Danielse a kolektivu hréat roli hagi prekonavani membrant @z @i uniku
virionti z ER nebo $ vstupu do bu&ného jadra. Mohly by uplabvat své pedpokladané viroporinové
vlastnosti — tedy schopnost oligomerizovat, zabédav se do membrany, #iopory a tim umoznit
dopraveni virového genomu do &iného jadra nebo naopak unik virfoz burgk (Danielset al.,
2006a, 2006b). fitomnost predikovanych hydrofébnich oblasti v mitmdch proteinech polyomavir
tyto hypotézy podporuje a mechanismusgbeni minoritnich proteinpii Uniku viru z ER byl jiz
popsan naip u viru SV40 (Danielst al., 2006a, 2006b; Giorda al., 2013).

DalSi hypotéza navrhuje mozné interakce virovyatgini s rekterymi komponentami ER, nap
s proteiny rodiny protein disulfid izomerdz, kteddy mohly rozvolgni kapsidy navodit
(Magnusoret al., 2005). Minoritni protein VP2 MySiho polyomavire takto schopen penetrovat
membranu ER poté, co je aktivovan interakci s pmeta ERp-29; minoritni protein VP3 se za stejnych
podminek do membrany pouze integruje (Rainey-Baggal, 2007). U viru SV40 dochéazi wipad
odhaleni N-konce minoritniho proteinu VP2 v ERt&reseni virionuigs membranu pomoci protéin

ERAD drahy. Virion SV40 s volnym N-koncem VP2 prioigje proteiny BiP a BAP31 rozpoznavan a
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je z ER transportovan translokonovym kanalem dosoit (Geigeet al., 2011; Giordat al., 2013).

Podobr by se mohly chovat i minoritni proteiny jinych pomavir.

Pres intenzivni vyzkum je mechanismus vstupu polydniado burééného jadra stale nejasny.
Prvni hypotéza popisujici vstup viridpolyomavifi do jadra pedpoklada, Ze virovy minichromozom
spolu stast&né rozvolninou kapsidou vstupuje do jadra jadernymi péry. Mt kroku by se mohly
minoritni proteiny uplatovat nap. pii interakci s jadernymi importiny a destabilizaatgrné laminy,
jako je tomu nap u polyomaviru SV40 (Nakaniskt al., 2002, 2007a, 2007b; Danieadsal., 20064a;
Butin-Israeliet al., 2011) nebo by pro virus mohl byildZity NLS minoritnich proteif, jako u lidského
polyomaviru BKV (Bennetgt al., 2015). Druha hypotéza vy&lujici mozny mechanismus vstupu
polyomaviffi do bur¢ného jadra p&ta s gimym vstupem virové DNA z ER do jadra perforaci
jaderného obalu, aniz by virus vstoupil do cytopigZRainey-Bargeet al., 2007). Perforace jaderného
obalu by se také mohlyastnit virové minoritni proteiny se svymigqupokladanymi viroporinovymi
vlastnostmi (viz kap. 2.7). Tuto hypotézu podpoiuje@ Ze membrana ER agjdi jaderna membrana

jsou propojeny. Virovy genom by tak na ¢edo jadra museliekonat pouze jedinou membranu.

2.6.Viroporiny

Viroporiny jsou malé proteiny virovéhoupodu s hydrofébni povahou, které interaguji
s membranami hostitelskych hikn Fi anotacich virovych genoimbyly geny €chto proteiid ¢asto
piehlizeny a aZz v poslednich 20 letech se jim dostagéuzené pozornosti. Poprvé pouZil ¢ema
viroporin Luis Carrasco v roce 1995, kdy timto térem popsal souhrgmekolik virovych proteiri s
podobnymi vlastnostmi (Carrasco, 1995 v Gonzale€a&rasco, 2003). Struktufjsou viroporiny
popisovany jako proteiny tvené 60 — 120 aminokyselinovymi zbytky, které jschopné utvit
zpravidla amfipatickow-helikalni strukturu a nesdileji vyraznou podobns&turgcnymi proteiny
[shrnuto v (Gonzalez & Carrasco, 2003; DiMaio, 20Réyle et al., 2015)]. Amfipatickéa-helixy
viroporina jsou ilis malé, aby mohly samy o s®lperforovat bu&nou membranu. Tento problém
vyieSily viroporiny eleganth - po zabudovani do membrany vzajéminteraguji a tvé
homooligomerni struktury. Timto #pobem formuji transmembranové poéry, jimiz pak mohou
prochazet ionty a malé hydrofilni molekuly. Zajirdavaké je, Ze lyzinové zbytky jsou
v transmembranovych (TMj-helixech viroporii mnohem vice zastoupeny, nez v TM doménach

jinych proteirii [shrnuto v (Martinez-Gil & Mingarro, 2015)].

Prvnim objevenym proteinem s viroporinovymi viasimoi, jenZ ma schopnost utioiontovy
kanal v membrah hostitelské biiky, je protein M2 viru clipky kmene A (Duff & Ashley, 1992).
V témze roce byla stejnou vyzkumnou skupinou popsam-helikalni struktura transmembranové
domény tohoto proteinu (Duét al., 1992). O rok #ive bylo zjis&no, Ze protein M2 tvd homodimery

a homotetramery, které jsou stabilizovany disutkgimi vazbami (Holsinger & Lamb, 1991). P@jid
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bylo zjiS€no, Ze tento protein t¥D homotetramery i v butné membrati Pomoci nuklearni
magnetické rezonance bylo potvrzeno, Ze lediofoa-helixy jsou v homotetrameru orientovany
hydrofilni oblasti do dutiny tetrameru a hydrofélafilasti k membranovym lipion, a tak tvei jiz
popsany iontovy kanal (Kovacs & Cross, 1997§tSiha popsanych viropotinpochazi z RNA vit,
vlagtrai i u DNA vird
(Royleet al., 2015); seznam nejlépe prozkoumanych virogojgnuveden v Tabulce 2.

v posledni dob se vSak objevuji proteiny s viroporinovymi

Viroporiny mohou kromd a-helikalni domény disponovat i dalsimi doménamer&tse objevuji
v aminokyselinovych sekvencich rép viroporinovou rodinou. Jsou jimi napdalsi hydrofébni
domény nebo domény bohaté na aromatichkézické aminokyselinové zbytky. VSechny tyto domé
maji vdak ve vysledku stejnou funkci — destabilizmjre¢né membrany v fibéhu virové infekce a
ovliviiuji jejich permeabilitu ve progph viru [shrnuto v (Gonzalez & Carrasco, 2003; Didj&2014;
Royleet al., 2015)].

Krok v
Pocet Zivotnim
Struktura  Virus Viroporin aminokyselin _cyklu viru Literatura
Obalené Influenza virus M2 97 felos Lamb et al. (1985), Pinto et al. (1992)
Zrani virionno
Skladani a
Hepatitis C virus p7 63 uvolnéni viriontt  Griffin ef al. (2003), Griffin et al., (2004)
Zrani virion
Uvolnéni viriont
HIV Vpu 81 Uvolnéni virions ‘Gonzalez and Carrasco (1998),
Schubert et al. (1996)
Alphavirus 6K 60-61 Uvolnéni virioni  Melton et al. (2002)
Coronavirus E protein 76-83 Skladani a Liao et al. (2004)
uvolnéni virioni
. Reovirus uIN 41 Penetrace membran  Agosto et al. (2006), Chandran et al.
Neobalené penstiace ety (2003), Ocdegard et al. (2004)
Poliovirus VP4 69 w7 Danthi et al. (2003)
2B 97 oo Aldabe et al. (1996),
Lama and Carrasco (1992)
Bluetongue virus NS3 229 Uvolnéni viriend  Han and Harty (2004)

JC polyomavirus  Agnoprotein 71 Uvolnéni virient  Suzuki ef al. (2010)
SV40 polyomavirus VP2 352 Infekce Daniels et al. (2006a), Giorda et al. (201!
VP3 234 Infekce
VP4 125 Uvolnéni virionfy Daniels et al. (2007), Raghava et al.
(2011), Giorda et al. (2012)
Papillomaviruses E5 83 Nedefinovano Wetherill et al. (2012)
Respiratory SH 64 Nedefinovano Perez et al. (1997)

syncytial virus

Tabulka 2. Prehled viroporini obalenych a neobalenych vik. Sloupec ,Krok v zivotnim cyklu viru®
popisujecast zivotniho cyklu viru, ve které ségobeni viroporinu uplétje. Revzato a upraveno podle (Giorda
& Hebert, 2013).

Viroporiny nejsou sice pro virus ZivatmileZzité, jejich nefitomnost ale virus vyznaniroslabuije.
SniZuje se schopnost virové propagacdkobly vstup viru do bilky neni nefitomnosti viroporit
narusen. Destabilizace membraiisgbenim viroporifi se v Zivotnim cyklu viru ii#ze uplatovat
v mnoha krocich. \éasnych fazich infekce se viroporiny mohou podigetiniku viti z membranovych
kompartment, jako jsou endozomy nebo ER. Mohou také permealvitit bugéné jadro nedicich se

burgk a umoznit tak transport virového genomu do jadjeho replikaci, v za&ru Zivotniho cyklu viru
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mohou usnaitbvat burc¢nou lyzi a Seni infekce. mleZitou funkci viroporifi neni v3ak jen
permeabilizace membran. Hraji roli také v mnohdgineproteinovych interakcich uviiburek, které

viru usnaduji cestu k usggnému zakateni Zivotniho cyklu [shrnuto v (Nieva & Carrasc6,13)].

2.7.Proteiny polyomavira s viroporinovymi vlastnostmi

PrestoZe polyomavirova rodina je pé&me Siroka a stale se ramta, neexistujeiflis mnoho praci
vénovanych jejich viroporiim. Jedinou vyjimkou mezi polyomaviry s péme doke prostudovanymi
viroporiny je opéi polyomavirus SV40 a nedavno byly také publikovémyni prace o viroporinech
lidského polyomaviru JC (Suzuéi al., 2010).

2.7.1. Opiéi polyomavirus SV40

Virus SV40 ma genom uspédany podobdjako polyomavirus BKV popsany v kap. 2.4.1. Kéduje
geny celkem osmi proteintii tumorovych antigein(velky, maly a 17 kDa T-antigen}ij strukturnich
kapsidovych proteiin (VP1, VP2 a VP3) a dvou nestrukturnich praoieifyP4 a agnoprotein).
Viroporinové vlastnosti proteinpolyomaviru SV40 byly objeveny v roce 2006 Dargetsa kolektivem
u minoritnich kapsidovych protein(Danielset al., 2006b). Tito ¥dci zaznamenali, Ze se virové
potomstvo pi infekci hromadilo v jaée v okoli jaderného obalu dasovém obdobi¢sne pred
permeabilizaci membran jaderného obalu, ER a plazkéamembrany a vypu&iim virioni z buiky.
Obdobi, kdy dochézelo k permeabilizaci memb&aspw korespondovalo s dobou exprese minoritnich
proteiri. Inhibice exprese minoritnich protéirzarovér permeabilizaci membranéiing zameazila.
Souwasrt bylo prokazano, Ze selektivni exprese minoritnfooteini VP2 a VP3 v bakteriich
Escherichia coli zpisobuje permeabilizaci bakterialni membrany. Proté®8 dokonce zjsobil lyzi
bakterii, zatimco exprese hlavniho kapsidovéhoeprotVP1 permeabilizaci membran négpbovala.
Tim bylo prokazano, Ze permeabilizace membramigedkemeinnosti minoritnich proteii a nikoliv
virového proteinu VPZi buné¢nych obrannych mechanisniDanielset al., 2006b). Bestoze v roce
2003 bhylo postulovano, Ze schopnost mnoZeni wiripastradajicich protein VP2 je stejnd jako u
divokého viru (Gharakhaniagt al., 2003), Daniels a kolektiv tvrdi, Ze minoritni gimy VP2 a VP3
maji rozdilné funkce a pro virus jsofileZité oba. Daniets/ tym vysledoval, Ze viriony bez minoritnich
proteini nejsou schopny infikovat kikly. Daniels a kolektiv zjistili, Ze protein VP2 rapéha vstupu
viru do burgk, zatimco protein VP3 se podili na uniku virovgfemomu z ER (Daniekt al., 2006b).
Za rozdil ve vysledcicléthto dvou vyzkumnych skupinie fakt, Ze v prvnimifpact byly mutantni
genomy do bu¥k transfekovany a timipskaily prvni faze Zivotniho cyklu viru, ve kterycheinoritni
protein VP2 nepostradatelny (Gharakhanerel., 2003). Danielsova skupina odebirala mutantni
viriony z média transfekovanych btkna ty pak pouZzila k infekci novych beky kde se teprve mutace

pln¢ projevily v¢asnych fazich virového Zivotniho cyklu (Danieisl., 2006b).
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Daniels a kolektiv poktgvali ve svém vyzkumu a objevili, Ze funkce minoiith proteiti je
kontrolovdna hlavnim kapsidovym proteinem VP Brodukci novych viriod jsou now
syntetizované minoritni proteiny v cytoplaZzmbaleny VP1 pentamerem a vtomto komplexu jsou
pieneseny do butiného jadra, kde formuji kapsidy vznikajiciho virbweépotomstva. Minoritni
proteiny v komplexu s proteinem VP1 se vyskytugiytoplazng a jsou solubilni, v négftomnosti VP1
se vSak integruji do membrany ER a jejich solubijé nizka. Interakci s proteinem VP1 tak virus
reguluje permeabilizani funkci minoritnich proteiin, ktera by jinak vedla kipdtasné lyzi biky a

zabiti hostitele fed UspSnym dokorienim Zivotniho cyklu viru (Daniekt al., 2006a).

V roce 2013 Giordova a kolektiv provedli sérii mirtech pokué na minoritnich proteinech viru
SV40. Vytipované hydrofébni oblasti minoritnich miod vkladali do modelového bakteridlniho
proteinu a rozruSovali je inzercemi nabitych amis#tinovych zbytk, aby potvrdili schopnoséthto
proteinovych oblasti zabudovavat se do membrarzaNa byly tyto rozruSené oblasti vlioZenyimo
do minoritnich proteif viru. Po infekci mutantnimi viry s rozruSenynteppokladanymi hydrofobnimi
doménami minoritnich proteinnedochazelo k permeabilizaci membran a &stégk byla potlaena

schopnost minoritnich proteinvorit pory, s¢imz klesla i infektivita viru (Giordat al., 2013).

V roce 2007 byl popsan novy 15 kDa velky pozdmitgin viru SV40 — protein VP4 (Daniels
et al., 2007). Tak jako protein VP3, je protein Rahslatovan ze stejnékiteciho ramce jako protein
VP2, ale ma syj viastni iniciani kodon. Je tedy, stejjako VP3, zkracenou formou proteinu VP2 a
vSechny i proteiny sdileji shodny C-konec. Protein VP4 jeuice produkovan s 12 — 24 hodinovym
zpozanim oproti pozdnim proteirm VP1, VP2 a VP3 a na rozdil od nich je #nhned snifovan do
bunséného jadraCasovou posloupnost produkce pozdnich préteiru SV40 znazatuje obrazek 7.
Jaderna lokalizace proteinu VP4 by namala jeho funkci P skladani novych viriof, ale jeho
pritomnost ve virionech nebyla prokazamzasové obdobi, kdy je tento protein produkovan, viak
odpovida pozdni fazi Zivotniho cyklu viru, kdy déezh k uvohovéani viriori z burek. Proto byl dale
zjiStovan vliv tohoto proteinu na permeabilizaci membr&i ko-expresi proteih VP3 a VP4
v bakteriich E. coli bylo dosaZzeno cytolytického efektu stgjnjako v pokusu zroku 2006
(Danielset al., 2006b). B tomtéZ pokusu s mutovanym ini¢idm AUG kodonem bdi proteinu VP3,
nebo proteinu VP4, v3ak k lyzi nedoSlo. Z toho @&na kolektiv usuzovali, Ze k perforaci bakterialn
membrany je péeba souhra obou dvou protéifDanielset al., 2007). Bylo potvrzeno, Zi vitro
proteiny VP3 a VP4 interaguji. Jejich interakce tatavdpodobr poznenuje vlastnosti tive
produkovaného proteinu VP8imZ umo#uje permeabilizaci membrany. Mutace intgitho AUG
kodonu v genu pro protein VP4 také sniZuje propagag in vivo vyznamnym opoZthim burééné
lyze @i porovnani s divokym virem bez této mutace. Dantaké pipousti, Ze by protein VP4 mohl

interagovain vivo s olma minoritnimi proteiny VP2 i VP3 (Danietsal., 2007).
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V roce 2011 se proteinem VP4 viru SV40 zabyvalidalZkumny tym a bylo asfeno, Ze samotny
protein VP4 tvéi oligomerni péry v modelovych membranach (Ragheinva., 2011). Piimér téchto
poéra byl uken na 1 -5 nm, cozZ je pro Unik viru zily pri praméru kapsidy ~45 nm nedostate. |
vytvoreni takto malych pdr ovSem st&i k destabilizaci membrany, vyvolani flip-flop” weny
fosfolipida a zvySeni permeability, coZz unik viru usihape. Protein VP4 také dokazal tgmbit
hemolyzi (lyzi ¢ervenych krvinek) nezavisle na interakci s dalSproteiny a tato schopnost byla
podmiréna gitomnosti jeho hydrofobni domény (Raghastaal., 2011). V roce 2012 byly popsany
konkrétni aminokyselinokyselinové zbytky hydrofolomény a kladh nabité bazické C-koncové
oblasti NLS proteinu VP4 esencialni pro interakeeesnbranami (Giordet al., 2012). Zajimave je i
zjisteni, Ze hydrofobni doména obsazend v proteinu ViRdchazejici se také v minoritnich proteinech
VP2 a VP3 hraje minimaéndwé rizné role. V proteinu VP4 funguje jakdldzita integrativni doména
pii interakci s membranami, v proteinech VP2 a VR&ual primarg k hydrofébni interakciéchto
proteini s centrélni dutinou pentameru VP gkladani novych virioh V pozdjSich fazich virového
Zivotniho cyklu, kdy uz jsou nové viriony vytkeny, by ale tato doména protéinP2 a VP3 mohla
piebirat spiSe integrativni funkci popisovanou v @irai VP4 (Giordat al., 2012).

36 h 48 h 60 h 72 h 84 h 96 h

Syntéza VP2 a VP3

Syntéza P4

7
®

|
[9‘“;

Obr. 7 Exprese pozdnich proteit a jejich funkce v Zivotnim cyklu polyomaviru SV40.A) Syntéza proteinu
VP1 aB) tvorba pentamé@r36 hodin po infekciC) Syntéza minoritnich proteird8 hodin po infekci a jejich
integrace do pentamerproteinu VP1.D) Skladani viriofi v burééném jade 60 — 72 hodin po infekci.
E) Syntéza proteinu VP4 72 hodin po infekdt)geho interakce s proteiny VP2 a VP3 neinkorporgwaindo
pentamel VP1 nebo kapsidG) Tvorba oligomernich pdr interakci minoritnich protein VP2 a VP3
s proteinem VP4, destabilizace membran, lyz#kipua uvolréni novych viriori 72 — 96 hodin po infekci.
Prevzato a upraveno podle (Danielsl., 2007).

O rok pozdji bylo zjisténo, Ze protein VP4 tidv modelovych membranach konkrétni druhipdr
— toroidni pory (Obr. 8), kterymi viiiti a vrEjSi membranu propojuje. Proteiny VP2 a VP3 samotné
byly sice také schopny integrovat se do modelovénbmény, nedokazaly ale vytkib péry a
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mechanismus jejichgzobeni na destabilizaci membrany sgjra¢ od mechanismu proteinu VP4 [isi
(Raghavat al., 2013). Tyto vysledky ale byly ziskany nadlém modelu membrany a situaicevivo
by mohla spiSe odpovidat vyslémk Danielse a kolektivu, kdy protein VP4 tov buice
heterooligomery s minoritnim proteinem VP3 a evalmii s proteinem VP2 (Daniekt al., 2007).
Hydrofébni povaha, mala velikost a virovyiod proteiri VP2, VP3 a VP4 viru SV40 a jejich

schopnost permeabilizovat membrany je béapéadi do rodiny viroporit.

Fosfolipidova dvojersiva s navazanym
A porotvornym proteinem

Meodel toroidniho poru 1

Model kobercového pdru

Obr. 8 Model vzniku p6ru ve fosfolipidové dvojvrstw. Model toroidniho péru vyuzivany proteinem VP4
viru SV40 je zvyrazén zelenym ramikem v obrazkud). BlizSi pohled na toroidni pér tieny oligomerem
proteinu VP4 nabizeji modely na obrazcBhviodel klasického toroidniho péru@ Model neusptadaného
toroidniho péru. Protein VP4 vyuZiva k tvértoroidnich péilt patrré jedenci oba navrhované mechanismy.
Cernymi plnymi obdélniky jsou oztiany hydrofébni domény proteinu VP4, kl&drabita bazicka C-koncova
oblast NLS je ozngena +* znackami. Revzato a upraveno podle (Giordaal., 2012; Silveet al., 2014).

2.7.2. Lidsky polyomavirus JC

Uspaddani genomu polyomaviru JCV je velmi podobné téséni viru SV40 nebo BKV. Virus
koduje maly a velky T-antigen a produkuje §ggfich ti zkracené formy (Bollagt al., 2000; Prins &
Frisque, 2001), déle kodujé strukturni kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3 kétaestrukturni
agnoprotein. Na rozdil od viru SV40 nebyly viropmveé vlastnosti objeveny u minoritnich protein
JCV, ale u jiného pozdniho proteinu — agnoprotéBuzukiet al., 2010). Jiz Hve bylo ukazano, ze
agnoprotein i minoritni proteiny se vazou na hlakagpsidovy protein VP1 a aktivuji tak replikaciwir
(Prins & Frisque, 2001; Safakal., 2001; Saribast al., 2012, 2014).

Agnoprotein je 8 kDa velky bazicky protein, jenZhihsowasti virionu. V infikovanych hbikéch je
ale hojre produkovan, coz nazdtiaje, Ze by mohl mitiezité regulani vlastnosti. Okada a kolektiv
popsali jednu z moznych funkci agnoproteinu jake tshuttle protein.” V jeho sekvenci se totiz
nachazi jak jaderny lokalizai signal NLS, tak jaderny exportni signal NES. ibke agnoprotein
fosforylovan, nachazi se v cytoplagnkde interaguje s mikrotubuly; po defosforyla@rslokuje do

jadra, kde psobi jako aktivator virové transkripce. Bylo takékazano, Ze ip navazani minoritnich
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proteiri na protein VP1, ktery ma sam o 8adlaby NLS (Shishido-Harat al., 2004), podporuje
agnoprotein translokackthto komplex do jadra (Okadat al., 2001). Muté&ni studie provagha na
agnoproteinu také odhalila vyskyt defeksestizenych virovych transkrifit coZz ukazuje na moznou
implikaci agnoproteinu v segtu virové RNA (Saribast al., 2013). Nedavno bylo také objeveno, Ze
agnoprotein JCV je dhem infekce #jme¢ aktivré exportovan do okoli infikovanych bék a
neinfikované biiky ho mohou internalizovat. Toto pozorovani na&mpa dalsi potencialni funkce
agnoproteinu v progresi a patogenezi progresiviififiokélni leukoencefalopatie (PML) agobované
virem JCV (Otluet al., 2014).

Soutasti aminokyselinové sekvence agnoproteinu je ErbinS a NES signdl také N-koncova
hydrofébni doména, jejiztfpomnost je pro viroporiny typicka (Suzuitial., 2010). V N-kocové&asti
agnoproteinu se nachazi také oblast bohata nakiéaaininokyselinové zbytky, jejichZippmnost je
esencialni pro zabudovani agnoproteinu do memb#agnoprotein je nejasgji detekovan
v membranach ER a s postupujiciasem infekce se integruje i do plazmatické membr8ayuki a
kolektiv také zjistili, Ze agnoprotein JCV viru tichomooligomery a zvySuje permeabilitu Btné
membrany prawpodobr tvorbou po6d. To indukuje deregulaci homeostaze vpnoBh
extracelularnich vapenatych iérdo buiky. Deregulace homeostazeispbena depolarizaci membrany
by mohla byt spou&tim mechanismem lyze tiky a mohla by se uphladvat @i aniku novych viriori
z buaky. Suzuki a kolektiv jegtdokazali u&it, Ze aminokyselinové zbytky argininu a lyzinupwzicich

8 a 9 jsou klfoveé pro viroporinovou aktivitu agnoproteinu (Suzetkal., 2010).

Tvorbu agnoproteinovych dimea oligomet potvrdili o rok pozdji in vitro ain vivo i Saribas a
kolektiv (Saribaset al., 2011). Bylo upesréno, Ze pro dimerizaci a oligomerizaci agnoprotej@u
nezbytna centralni oblast agnoproteinu, konkré@minokyselinové zbytky na pozicich 17 — 42. Bylo
zarovei postulovano, Ze tato oblast by mohlafitvamfipatickya-helix. O dva roky pozji jiz Saribas
a kolektiv publikovali muténi studii dokazujici, Ze najteZitejSi ¢asti hydrofobni domény agnoproteinu
je oblast aminokyselinovych zbytkna pozicich 28 — 39 bohatda na leucinove, isolew&na

fenylalaninové zbytky (Obr. 9) (Saribetsal., 2013).

V roce 2014 provedli Coric a kolektiv nuklearni matickou rezonanci (NMRjasti agnoproteinu
s predikovanou a-helikalni strukturou. Rpravili synteticky peptid obsahujici agnoproteidov
aminokyselinové zbytky na pozicich 17 — 55 (viz (%) a rékolik mutovanych verzi tohoto proteinu.
Mutace byly vytipovany do oblastthelixu, jehoZ struktura byla pomoci NMR potvrze@alkem bylo
provedeno &kolik aminokyselinovych zagm, nej\tsi projevy ngly dvé mutace L29A a L36A. Gb
mutace zpisobovaly problémy i virové replikaci a destabilizovaly protein. Sagré bylo potvrzeno,
Ze tyto dva leucinové zbytky v pozicich 29 a 3@i$mo (Eastni oligomerizace agnoproteinu. Tyto dva
leucinové zbytky se tak jevi jako slibny cil novyléhiiv cilicich na JCV fi PML (Coricet al., 2014).
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Obr. 9 Struktura agnoproteinu lidského polyomaviru JCV. A) Primarni aminokyselinova struktura
agnoproteinu s oblasti bohatou na leucinové, isimewé a fenylalaninové zbytky, ktera je vyZema
obdélnikemB) Predikce 3D struktury agnoproteinu ziskana porsoftivaru I-TASSER. Revzato z Royet

al., 2010 v Saribast al., 2013.C) Pohled naa-helikalni ¢ast agnoproteinu shora. Protistojné rozlozeni
hydrofébnich {erverg) a hydrofilnich (mot) aminokyselinovych zbytknazn&uje amfipaticky charakter
helixu. HRevzato z Coricet al., 2014. D) Sekveni srovnani Leu/lle/Phe bohaté oblasti agnoprétein
polyomaviru SV40, BKV a JCV ukazuje na konzervowvant&to domény nd&fE polyomaviry. Vlastnosti
agnoproteinu vyplyvajici z jeho struktury by takhobyt polyomavifim spol€né. Revzato a upraveno podle
(Saribaset al., 2013)

V ramci studia agnoproteinu JCV polyomaviru bylkétabjevena jeho interakce podjednotkou
adaptoroveého proteinového komplexu 3 (AP3, DAP3ntd proteinovy komplex funguje jako
selektivni penasé proteini z Golgiho aparatu do lysozomu, kde jsou tyto pngtendsleds
degradovany [shrnuto v (Odoriztial., 1998)]. Agnoprotein interakci s DAP3 zamezujetsaBslokaci
do lysozomu a tim se vyhybdimé degradaci. Druhym efektem této interakce jewairtransiokace
agnoproteinu v komplexu s DAP3 do plazmatické meémfpr kde niZze uplatiovat své viroporinové
vlastnosti, tvéit oligomerni transmembranové péry a permeabilizovaembranu. Interakce
agnoproteinu s DAP3 komplexem je tak jednimfiklpdi zneuziti hostitelského mechanismu ve
prosgch viru (Suzukiet al., 2013).
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3. Cile prace

V nasi laborati se zabyvame studiem zakladnich Zivotnigti dira z ¢elediPolyomaviridae, a to
zejména modelového zastupce t&tedi — MySiho polyomaviru a lidského polyomavirld.Blednim
z nasich dlouhodobych gie objasgni role minoritnich proteii v Zivotnim cyklu viru. Tato prace
navazuje naiedchozi vyzkungleni nasi laboratie. Mannova a kolektiv (2002) ukazali, Ze minoritni
proteiny jsou nepostradatelné pro &Spe dordeni virového genomu do b&mého jadra
(Mannovéet al., 2002). Déle bylo uk&zéno, Ze minoritni proteinyPyW interaguji s bunymi
membranami, jsou schopny navodit apoptézué¢kum mohly by vykazovat vlastnosti viropoiin

(Huerfanoet al., 2010). Ve své préaci jsem porovnavala minoritot@ny MPyV a BKV polyomavik.
Cilem mé diplomové préace proto bylo:

A) Pripravit krali ¢i polyklondlni protilatku specificky rozpoznavajici minoritni proteiny
MPyV nebo BKV viru, vhodnou pro studium jejich vzajemnych interakci a interakci

s hostitelskymi proteiny a strukturami

B) Zjistit, zda minoritni proteiny BKV viru vykazuj i p¥i samostatné expresi v sasich bunikach

stejnou miru cytotoxicity, jako minoritni proteiny MPyV

C) Charakterizovat potencialni komplexy minoritnich proteina MPyV a BKV vznikajici jak

interakci s bunéénymi proteiny tak i schopnost oligomerizace mezi mwmery navzajem
Souwasti tohoto cile bylo:

» Ovérit, Ze po individualni expresi minoritnich proteini v sawich buiikach dochéazi k tvorke
makromolekularnich komplexi

* Optimalizovat metodu modré nativni elektroforézy pro studium interakci minoritnich
proteind

» Pripravit expresni vektory pro studium lokalizace a po vyhledani interakénich partnera

minoritnich protein @ v sawich buiikach
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4. Material a metody

4.1. Bakterialni kmeny

Bakteridlni kmen Escherichia coli TOP10 (Thermo Fischer Scientific) F mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139A(ara-leu)7697galU galK rpsL(StrR) endAl nupG

Bakterialni kmen Escherichia coli DH5a: F ®80acZAM15 A(lacZYA-argF) U169recAl endAl
hsdR17 (rk, mk") phoA supE44ithi-1 gyrA96 relAl

4.2 . Bunééné linie

Lidska bunééna linie HEK 293T Stabilni bug¢nd linie lidskych embryonalnich ledvinnych

MysSi bunéénd linie 3T6

MySi bunééna linie NIH 3T3

MySi bunééna linie WOP

Hmyzi bunéénd linie Sf9

burtk imortalizovanych adenovirem a dale obsahujicich
integrovany genom viru SV40. Linie byla ziskanaRNDr.
Michala Smahela Ph.D., Ustav hematologie a krenamisfuze,
Praha.

Stabilni bug¢nd linie mySich fibroblagt senzitivni a
permisivni pro Mysi polyomavirus (ATCC; CCL-96)

Stabilni bugéna linie mySich embryonalnich fibroblast
(ATCC; CRL-1658)

Bungéna linie mySich embryonalnich fibroblasT3 stabili
produkujici velky T-antigen MysSiho polyomaviru (B &
Basilico, 1985)

Bungéna linie odvozena z ovarii tiry blyskavky Spodoptera
frugiperda (ATCC; CRL-1711)

4.3. Rekombinantni bakuloviry

Rekombinantrni bakulovirus produkujici hlavni kalesiy protein VP1 a minoritni protein VP2 MySiho

polyomaviru Ripovéa, 2002)

Rekombinantrni bakulovirus produkujici hlavni kalesiy protein VP1 a minoritni protein VP2

polyomaviru BK (Hruskova, nepublikovany vysledek)

4.4.Vektory

phGf Cilovy vektor pro klonovani pomoci LR rekombina@bsahuje attR1 a
attR2 mista, kterd umsdji vioZzeni genu nasSeho zajmu z donorového
vektoru pomoci rekombinadevitro. VloZeny gen je pod kontrolou silného
eukaryotického promotoru Ela. Dale vektor obsahsg&vence pro
stabilizaci RNA transkriptu vlozeného genu naSelgmm a sekvenci
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ph2p

ph3p

ph2b

ph3b

pMPyV VP2-biotin

pMPyV VP3-biotin

pBKV VP2-biotin

pBKV VP3-biotin

koduijici protein GFP pod kontrol@asného promotoru viru SV40. (Buck
et al., 2006; Addgene plazmid 22517).

Vektor pro expresi proteinu VP2 MySiho polyomawirgaich buikach.
Gen pro protein VP2 je vloZen pod kontrolu silnémakaryotického
promotoru Ela a dale vektor obsahuje sekvencetgibdizaci mMRNA genu
MPyV VP2. Kodony genu pro protein VP2 byly modifikmy pro
zvySenou produkci proteinu v sdgh buikach. Déle vektor obsahuje
sekvenci kodujici protein GFP pod kontrotmsného promotoru viru SV40
(Tolstovet al., 2009; Addgene plazmid 22520).

Vektor pro expresi proteinu VP3 MysSiho polyomawrsavich buikach.
Gen pro protein VP3 je vloZen pod kontrolu silnéakaryotického
promotoru Ela a dale vektor obsahuje sekvencetgbdizaci mMRNA genu
MPyV VP3. Kodony genu pro protein VP3 byly modifikmy pro
zvySenou produkci proteinu v sagh buikach. Déle vektor obsahuje
sekvenci kodujici protein GFP pod kontrot@sného promotoru viru SV40
(Tolstovet al., 2009; Addgene plazmid 22521).

Vektor pro expresi proteinu VP2 BKV viru v sdeh buikach. Gen pro
protein VP2 je vlozen pod kontrolu silného eukaigiatho promotoru Ela
a dale vektor obsahuje sekvence pro stabilizaci mRgsnu BKV VP2.
Kodony genu pro protein VP2 byly modifikovany pray&enou produkci
proteinu v sa¥ich buikach. Dale vektor obsahuje sekvenci koddujici protei
GFP pod kontrolowasného promotoru viru SV40 (Tolstev al., 2009;
Addgene plazmid 32109).

Vektor pro expresi proteinu VP3 BKV viru v gdeh buikach. Gen pro
protein VP3 je vloZzen pod kontrolu silného eukaigiatho promotoru Ela
a dale vektor obsahuje sekvence pro stabilizaci mRglsnu BKV VPS3.
Kodony genu pro protein VP3 byly modifikovany prey&enou produkci
proteinu v sa¥ich buikach. Déle vektor obsahuje sekvenci kodujici protei
GFP pod kontrolowasného promotoru viru SV40 (Tolstev al., 2009;
Addgene plazmid 32110).

Vektor pro expresi fazniho proteinu VP2-BE MySih@lyomaviru
v savich buikach. Sekvence proteinu VP2 je flzovana na jeh@rigik
s capTEV kotvou, kter4 umsdje in vivo biotinylaci a afinitni purifikaci
rekombinantniho proteinu a s nim asociovanych keripl (Fraiberk,
nepublikovano)

Vektor pro expresi fuzniho proteinu VP3-BE MySih@lywmaviru
v sa¥ich buikach. Sekvence proteinu VP2 je fizovana na jeh@r@ik
s capTEV kotvou, kterd umtidje in vivo biotinylaci a afinitni purifikaci
rekombinantniho proteinu a s nim asociovanych keripl (Fraiberk,
nepublikovano)

Vektor pro expresi fuzniho proteinu VP2-BE BKYV virsaich buikach.
Sekvence proteinu VP2 je fuzovana na jeho C-korw@p§ EV kotvou,
kterd umo#uje in vivo biotinylaci a afinitni purifikaci rekombinantniho
proteinu a s nim asociovanych komgieiraiberk, nepublikovano)

Vektor pro expresi fuzniho proteinu VP3-BE BKYV virisavich buikach.
Sekvence proteinu VP2 je fuzovana na jeho C-korw@p§ EV kotvou,
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kterd umo#uje in vivo biotinylaci a afinitni purifikaci rekombinantniho
proteinu a s nim asociovanych komglegraiberk, nepublikovano)

pPENTR™/D-TOPO® Donorovy vektor pro klonovani pomoci LR rekombina®bsahuje attL1
a attL2 mista, kterd umndji vioZzeni genu nasSeho zajmu do cilového
vektoru pomoci rekombinada vitro. Gen naseho z4jmu je do vektoru
vloZen gimym klonovanim za pomoci DNA topoizomerazy . (fthe
Fischer Scientific).

4.5.DNA primery

VesSkeré sekvence jsou psany vessnmod 5° konce k 3" konci. Nekomplementértidptné sekvence

nezbytné pro TOPO® klonovani jsou ozeaycervere.

Primer Sekvence Popis
Primer ¢.1 BKV VP2/TOPO_FW: Primer forward* pro amplifikaci

genu pro protein VP2 viru BKV
CACCATGGGTGCTGCTCTAGC scapTEV zvektoru pBKV VP2-

biotin
Primer ¢. 2 BKV VP3/TOPO_FW: Primer ,forward“ pro amplifikaci
CACCATGGCTTTGGAATTGTT genu_pro protein VP3 viru BKV
scapTEV zvektoru pBKV VP3-
biotin
Primer ¢. 3 MPyV VP2/TOPO_FW: Primer ,forward* pro amplifikaci

CACCATGGGAGCCGCACTGACTATTC  9enu pro protein VP2 viru MPyV
s capTEV zvektoru pMPyV VP2-

biotin
Primer ¢. 4 MPyV VP3/TOPO_FW: Primer forward* pro amplifikaci

genu pro protein VP3 viru MPyV
CACCATGGCGTTGATACCATGGC s capTEV z vektoru pMPyV VP3-

biotin
Primer ¢.5 BioEase kotva CT/TOPO_REV: Primer ,reverse* pouZity pro

CTATCATTACTAGGATCCAGAGC amplifikaci ~ vsech &yt~ vyse
zmirtnych ge pro  minoritni

proteiny MPyV a BKV scapTEV

znatkou
Primer ¢. 6 M13_FW: Sekvenani primer ,forward“ pro
GTAAAACGACGGCCAGT owteni vloZzeni genu naseho zajmu do
vektoru pPENTR™/D-TOPO®.
Primer ¢. 7 M13_REV: Sekvenani primer ,reverse* pro
GTCATAGCTGTTTCCTG owvéteni vloZzeni genu naseho zdjmu do

vektoru pENTR™/D-TOPO®.
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4.6. Markery molekulovych hmotnosti

1) DNA marker molekulovych hmotnosti:

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fischee&dic)
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1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
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2) SDS-PAGE markery molekulovych hmotnosti:

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Prestained Molecular Weight Marker,

Ladder (Thermo Fischer Scientific)
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3) Blue Native - PAGE marker molekulovych hmotnosti:

NativeMark™ Unstained Protein Standard (ThermotgsScientific)
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4.7.Protilatky

4.7.1. Primarni protilatky

a-MPyV VP2/3

o-MPyV C-term VP2/3

a-BKV VP2/3

a-BKV C-term VP2/3

a-GFP — AF 488

a-biotin
a-Hsp70

Krali¢i polyklondlni protilatka proti minoritnim protegim VP2 a VP3
MPyV (antigen pipraven v rdmci této diplomové prace, Exbio Praha)

Kralici  polyklonalni  protildtka proti  C-terminalnimu  péhi
(CTVIEEDGPQKKK) spolénému minoritnim proteiim VP2 a VP3
MPyV (Clonestar Peptide Services)

Krali¢i polyklondlni protilatka proti minoritnim proteim VP2 a VP3
BKYV (antigen gipraven v ramci této diplomové préace, Exbio Praha)

Krali¢ci  polyklonalni  protilatka proti  C-terminalnimu  péhi
(CKTTNKRRSRSSRS) spat@ému minoritnim proteiim VP2 a VP3
BKV (Clonestar Peptide Services)

Krali¢i polyklonalni protilatka proti GFP proteinu konm@na s Alexa
Fluor 488 (Thermo Fischer Scientific)

Krali¢i polyklonalni protilatka proti biotinu (Bethyl Labatories)

MysSi polyklonalni protilatka proti rodin,heat shock" proteitn 70 (Santa
Cruz Biotechnology)

4.7.2. Sekundarni protilatky

GaRb — AF 488 Kozi monoklonalni protilatka proti kr&iim imunoglobuliim IgG konjugovana
s Alexa Fluor 488iecni IF 1:1000, Life Technologies)
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GaoRb — AF 546 Kozi monoklonalni protilatka proti kr&iim imunoglobuliim 1gG konjugovana
s Alexa Fluor 5461écni IF 1:1000, Life Technologies)

GoRb — HRP Kozi monoklonalni protilatka proti kr&iim imunoglobuliim 1gG konjugovana
s klenovou peroxidazouddini WB 1:1000, Bio-Rad)

GaM — HRP Kozi monoklonalni protilatka proti mysim imunogldioim 1gG konjugovanéa
s klenovou peroxidazouddini WB 1:1000, Bio-Rad)

4.8.Kultiva éni média
4.8.1. Bakteriélni kultiva ¢ni média
LB médium: 1% (w/V) pepton (Imuna), 0,5% (w/V) kvagniy autolyzat (Imuna), 1% (w/V) NaCl

Low Salt LB médium: 1% (w/V) pepton (Imuna), 0,5% (w/V) kvagni autolyzat (Imuna), 0,5%
(w/V) NaCl

TPN médium: 2% (w/V) pepton (Imuna), 0,5% (w/V) kvasgni autolyzat (Imuna), 0,5% (w/V) NacCl

SOC médium 2% (w/V) pepton (Imuna), 0,5% (w/V) kvagni autolyzat (Imuna), 20 mM glukdza,
10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgG| 10 mM MgSQ

Zivny agar ¢&. 2: 4% zivny agagk. 2 v dHO (Biolife)
4.8.2. Kultiva &ni média pro sa¥i buiiky
DMEM médium s 10% sérem DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigmdeich), 10%

(VIV) fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich), 2 mMdlutamin (Gibco), podle pteby 1/100 objemu
smesi antibiotik pro tk&oveé kultury (Sigma-Aldrich)

DMEM médium bez séra: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigmaedkich), 2 mM
L-glutamin (Gibco)

Médium pro hmyzi buiiky s 10% sérem TNM-FH insect medium (Sigma-Aldrich), 10% (V/\@t&lIni
bovinni sérum (Sigma-Aldrich), si® antibiotik pro tkAové kultury (Sigma-Aldrich)

Médium pro hmyzi buiiky bez séra TNM-FH insect medium (Sigma-Aldrich)

RPMI médium: RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)

4.9. Pouzita selekni antibiotika

Ampicilin (Biomedika, pracovni koncentrace 10§/ml)
Kanamycin (MP Biomedicals, pracovni koncentraceénl)

Zeocin (Invivogen, pracovni koncentrace@pml)
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Smes antibiotik pro tkéové kultury (Sigma-Aldrich) 100x koncentrovany reiztobsahuje na 1 ml —
10 000 jednotek penicilinu, 10 mg streptomycinupg&pamphoptericinu B

4.10.Sterilizace materialu a roztoki

Plastové 3iiky, plastové mikrozkumavky a pouzivané roztoky bsfigrilizovany v autoklavuip
teplog 120 °C a tlaku 120 kPa po dobu 30 minut. U roztdkeré nebylo mozné sterilizovat
v autoklavu a u vody pro metodu polymerazae€zove reakce (PCR), byla pro sterilizaci pouzita
filtrace pres sterilni filtr s pory o @iméru 0,22um. Chemické sklo bylo po umyti sterilizovano v su8a
horkym vzduchem o teplott60 °C po dobu 3 hodin. Skkaré nastroje pro praci s bakteriemi a pinzety
byly sterilizovany nam&enim do denaturovaného 96% ethanolu (V/V) a vyithamad plamenem

kahanu.

4.11.Prace s bakteriemi

4.11.1. Kultivace bakterii na agarovych plotnach

V laminérnim boxu byl odebran odpovidajici objerktbaalni suspenze a bytgnesen do stdu
agarové plotny sifslusnym selednim antibiotikem. Bakteridlni suspenze byla roviom
rozprostena po povrchu plotny a miska byla urést dnem vziru do termostatu s 37 °C na 12 - 16
hodin.

4.11.2. Kultivace bakterii v suspenzi

V laminérnim boxu byla sterilnim paratkem z agarplainy seSkrabnut&ast narostlé bakterialni
monokolonie a bylafenesena do LB média siglusnym seleinim antibiotikem. Pro minipreparace
vektori byla monokolonie zaixovana do plastové mikrozkumavky se 70@ivného bujoni. 2 nebo
LB média a s fislusnym antibiotikem. Pro izolace vekiopomoci komeamich souprav byly
monokolonie zatkovany do odpovidajiciho objemu LB nebo Low Salt ii@dia (obvykle 5 ml pro
minipreparace DNA, 25 ml pro midi nebo maxipreparddNA). Suspenze byly kultivovany
v orbitalnim inkubatoru i 200 rpm a 37 °C 12 - 16 hodin.

4.11.3. Priprava kompetentnich bakterii pro elektroporaci

Bakterie kmenet. coli DH5a nebo TOP10 z konzervy byly sterilnim paratkemckagany do
10 ml TPN média a kultivovany v orbitalnim inkub&tg200 rpm) pi 37 °C. Po 10-16 hodinach
kultivace byla zmsfena optickd denzitaipp600 nm (ORog), bakterialni suspenze bylaiaeina do
650 ml TPN média na vyslednou @b= 0,1 a byla dale kultivovana v orbitalnim inkudodk pi 37 °C.
PribéZzne byla nmeéfena ORw az do dosazeni hodnoty 0,5 — 0,7. V této fazi bylterialni suspenze
prevedena do plastovych zkumavek o objemu 50 ml et@eina centrifugaci 10 minut, 4000 i 4
°C. Od tohoto okamZziku probihala vSechna pracektehalni kulturou na ledu. Bakterialni pelet byl

resuspendovan v 600 ml sterilni deionizované demalizevané vody (ddkD) vychlazené na 4 °C a
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znovu peletovan centrifugaci za stejnych podmiRelet byl znovu resuspendovéan, tentokrat ve 300 ml
ddH,O a opEt peletovan za stejnych podminek. Bakterialni peltly resuspendovany ve 24 ml
sterilniho 10% (V/V) roztoku glycerolu, &p peletovany centrifugaci a resuspendovany ve 12 mi
sterilniho 10% (V/V) roztoku glycerolu. Nasledovafgosledni centrifugace, po niz byl pelet
resuspendovan v 1,2 ml sterilniho 10% roztoku giylcea rozplgn po alikvotech 5@ nebo 10Qul do
sterilnich vychlazenych plastovych mikrozkumavekkidzkumavky byly rychle zamraZeny v tekutém

dusiku a dale uchovavanyi p30 °C.

4.11.4. Transformace elektrokompetentnich bakterii elektropraci

Z bakterialni konzervy kompetentnich bakterii kmehecoli DH50 nebo TOP10 bylo po
rozmrznuti na ledu odebrano gbsuspenze aipneseno do nové vychlazené plastové mikrozkumavky.
Dale bylo gidano 1 — 2ul roztoku obsahujiciho 1 pg — 300 ng DNA pro transfaci bakterii (vektor
nebo lig&ni snes), po promichani byl obsah mikrozkumavky inkubot¥&minutu na ledu arpveden
do predem vychlazené elektropora kyvety (Bio-Rad, vzdalenost elektrod 2 mm). Kiavbyla zvenku
osuSena a vlioZzena do elektroporatoru Gene PulsgrarAfus (Bio-Rad), byl aplikovan pulz
stejnosnmirného elektrického proudu s parametry 2,5 kVuBE5 200Q o délce psobeni 4 — 5 ms.
Bezprostedre poté byl do kyvety fidan 1 ml SOC média bez antibiotik a cely obsaheky\byl
pieveden do sterilni Erlenmayerovyilig. Bakterie byly inkubovany 1 hodinu v orbitalninkubatoru
(200 rpm) pi 37 °C a poté byly v &kolika rednich vysety na agarové plotny giusnym antibiotikem
(obvykle 10ul, 100ul a 890ul) a inkubovany dnem viinu v termostatuifp 37 °C, 16 hodin.

4.11.5. Transformace chemicky kompetentnich bakterii tepelgm Sokem

Do plastové mikrozkumavky s chemokompetentnimi dwadani E. coli One Shot® TOP10
(Thermo Fischer Scientific) byly po rozmrznuti mald gidany 2ul transform&ni sng€si pripravené
postupem popsanym v kap. 4.12.10 &shbyla inkubovana 10 minut na ledu. Poté byl prevagpelny
Sok genesenim plastové mikrozkumavky do vodni éeyhiaté na 42 °C po dobu 30 sekund. Ihned
poté byly bakterie inkubovany 2 minuty na ledu,ébylo gidano 250ul piedettatého SOC média
(37 °C) a smss byla inkubovana 1 hodindiB7 °C v orbitalnim inkubatoru (200 rpm). Nakortsdy
transformované bakterie vysety v objemu 50 a 200a agarové plotny s antibiotikem a inkubovany

dnem vziiiru v termostatuip 37 °C 16 hodin.

4.11.6. Uchovavani bakterii

Pro kratkodobé skladovani bakterii narostlych naragych plotnach byly plotny ipkryty
laboratornim parafilmem proti vyschnuti a uchovgtiyl °C dnem vziiru. Pro dlouhodobé skladovani
byla bakteridlni suspenze smichana se sterilnirtokem glycerolu tak, Ze vysledna koncentrace

glycerolu byla 20 — 25 % (V/V) a byla uchovavanglastovych mikrozkumavkachip80 °C.
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4.12.Prace s DNA

4.12.1. Izolace vektoni komerénimi soupravami

Suspenze bakterii obsahujicich poZadovany vekter oy inkubaci nafepace (37 °C, 200 rpm,
16 hodin) peletovana centriugaci 7 mintit 4000g. Pelet byl resuspendovan v roztoku dodawané
vyrobcem soupravy a dale bylo postupovano podled@wyrobce. Pro izolace vektobyly pouZzity

néasledujici komeni soupravy:

e pro minipreparace vektdpro pouZiti v bakteriich, PCR apod.
0 GenElute HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
o GenBond Plasmid FlexSpin Kit (Renogen Biolab)

» pro midi a maxipreparace vekiopro pouZiti k transfekci saich burgk
o0 JetStar Pasmid Purification Kit (Genomed)

0 EndoFree Plasmid Maxi Kit (Quiagen)

Pro gecisténi DNA po PCR reakci nebo resttikkm S&peni byla pouzivana konigr souprava High

Pure Purification Kit (Roche).

4.12.2. Minipreparace vektori alkalickou metodou

Do plastovych mikrozkumavek se 7@0 Zivného bujonue. 2 nebo LB média a stiglusnym
antibiotikem byly zadkovany bakterialni monokolonie narostlé na agarbwskach po elektroporaci.
Bakterie byly inkubovany wépaice @i 37 °C ges noc fi 200 rpm, poté byly peletovany centrifugaci
5 minut @ 4000g a 4 °C a bakterialni pelet byl resuspendoxa250ul Roztoku | (25 mM Tris-HCI,
10 mM EDTA; pH = 8). Bylo fidano 25Qul ¢erst\ pripraveného lyzéniho roztoku Il (1% SDS (w/V),
0,2 M NaOH), obsah mikrozkumavky byl promichan¢etim a nasledovala inkubace 10 mintit p
laboratorni tepl@t Pro neutralizaci bylofiddno 200ul ledow vychlazeného roztoku Il (3 M octan
draselny, 11,5 % (V/V) kyselina octova), obsah pybmichan otéenim a mikrozkumavky byly
inkubovany 10 minut na ledu. Vzorky byly peletovarsntrifugaci 10 minutip 4 °C a 20 000g,
supernatant byl opatérslit do nové plastové mikrozkumavky s 5@Gizopropanolu, obsah byl did
promichan a inkubovan 10 minui faboratorni teplat Vzorky byly peletovany centrifugaci 20 minut
pii 20 000g a 4 °C, pelet byl promyt 70% ethanolem®\/{\& znovu peletovan centrifugaci 20 miniit p
20 000g a 18 °C. Pelet byl resuspendovan vel 2&strilkeni snési s RNazou A (1Qug/ml, Thermo
Fischer Scientific) pro identifikaci ziskaného \akt restriknim S€penim (kap. 4.12.5). Restéiki
smes byla inkubovéana 3 hodinyi87 °C a nasledfnanalyzovana pomoci agarézové DNA elektroforézy
(kap. 4.12.3).

4.12.3. Agar6zova DNA elektroforéza
Pro rozaleni DNA vzorki byl negasgji pouzivan 0,8 — 1% agar6zovy gel (w/Viigraveny

povaenim odpovidajiciho mnoZstvi praSkové agardzy gerviris-acetatovém pufru (TAE; 40mM
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Tris, 20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA). Po zchlatinasi na 60 °C byl gel nalit ddipravené
formy, pro zviditelgni DNA byl piidan do gelu ethidium bromid (do vysledné koncesgrbug EtBr/ml
gelu) nebo komeni barva GelRed Nucleic Acid Stain (Biotiutedsni 1:10000), a dale byl do gelu
vloZen leben tvéici jamky o poZzadovaném objemu. Po ztuhnuti bydlm gytiat hkeben, gel byl vioZen
do elektroforetické aparatury defit TAE pufrem. Vzorky byly nana3eny ve &ihs nanaseci barvou
[(40% sachar6za (V/V), 0,12% bromfenolova mha/V)] ¢i s kome&nim vzorkovym pufrem (DNA
Gel Loading Dye 6x, Thermo Fischer Scientific). kteforéza probihala n&sgji pti napsti 5V/cm
gelu v TAE pufru po dobu 45 — 90 minut. Vizualizawebihala pod UV-transiluminatorem.

4.12.4. Izolace DNA z gelu
PoZadovany prouzek DNA byl pod UV-transiluminatoreytiznut skalpelem z agar6zového gelu
a DNA byla déle izolovana pomoci korier soupravy QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen)edl

navodu vyrobce.

4.12.5. Restrikéni Stépeni

Restrikéni S&peni probihalo v objemu 20 — 1(Da v reakci byla obsaZzena DNA, restrk enzym
(nebo dva restriini enzymy najednou),fislusny pufr, 1/10 objemu RNazy A (1@/ml, Thermo
Fischer Scientific) a dd#® k doplréni na pozadovany objem reakcesf&ni probihalo 3 — 16 hodin
v termostatu p 37 °C. Enzymy byly poté teplotninaktivovany zatatim v termobloku na teplotu

doporwtovanou vyrobcem, nebo byly vzorky rovnou analyzgvaa DNA elektroforéze.

4.12.6. Ligace

V ptipack tzv. ,self-cirkularizace" vektoru byl k ligaci kah pouZit protokol doporteny vyrobcem
pro cirkularizaci vektoru ve velkém objemu (proagdeni zgtného zaligovani vy&peného fragmentu
a tvorby konkatem@). Ligace probihala obvykle v objemu 100 v termobl@ku pii 22 °C 16 — 22
hodin.

4.12.7. Amplifikace DNA fragmenti polymerazovouietézovou reakci (PCR)
Pro amplifikaci DNA gef pro minoritni proteiny s BioEase™ zth@u a jejich nasledné TOPO
klonovani (kap. 4.12.10) byla vyuZita termostabfiolymeraza Pfu (Thermo Fischer Scientific), ktera

vytvéti fragmenty s tupymi konci. Slozeni PCRe&sim(25ul) bylo nasledujici:

Slozka Objem
primer forward (0,1M) 0,75ul
primer reverse (0,1pM) 0,75ul
templatova DNA (c = 10 ngl) 0,25ul
smiés dNTPs (10 mM) 0,5ul
10x koncentrovany Pfu pufr + MgSQThermo Fischer Scientific) 2,5 ul
Pfu DNA polymeraza (2,5 W!, Termo Fischer Scientific) 0,24
ddH0 20l
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Reakni program

Ve

Krok Cas teplota Pd&et opakovani
PoiateEni denaturace DNA 3 minuty 95 °C 1x
Denaturace DNA 30 sekund 95°C

Nasedani primér 30 sekund 50— 56 °C 30x

Polymerace 3 minuty 72 °C

ZA&wreena polymerace 10 minut 72 °C 1x

4.12.8. Sekvenace DNA
VesSkeré sekvenace byly prowly sekni Laboratéi Sekvenace DNA, Vidna 7, Praha 2.
Laboratd ma k dispoziciii piistroje pro sekvenaci: 3130 Genetic Analyzer, 318knetic Analyzer

a 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.12.9. Stanoveni koncentrace DNA

Stanoveni koncentrace DNA bylo pro¥ad metenim na pistroji NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific) dilwpeného navodu.i#stroj meti absorbanci DNA
v zavislosti na spektrofotometrickych vlastnostewneseného vzorku aqvadi ji na koncentraci.

Vyhodou fFistroje je schopnost &it koncentraci DNA i z velmi malého objemu vzorku.

4.12.10. TOPO® klonovani

VloZeni amplifikovaného PCR fragmentu do vektoruPl@® klonovanim bylo provedeno podle
doporieni vyrobce soupravy ,pENTR™/D-TOPO® Cloning KitifvOne Shot® TOP10 Chemically
CompetentE. coli (Thermo Fischer Scientific).” PouZity pémvolnych konéd PCR produktu a
komegniho vektoru pENTR D-TOPO™ v reakci byl 1:1, celkannoZstvi DNA v reakci négsahlo
30 ng. Do reakce bylfgan 1ul roztoku soli, ktery byl saidsti soupravy a celkovy objem reakce byl
doplrén do 6ul dH20. Snés byla inkubovana 5 minutidaboratorni teplat a poté byla drzena na ledu
nebo zamrazena v -20 °C pro p&ad pouziti. Smis byla nasledhpouzita k transformaci chemicky
kompetentnich bakterk. coli One Shot® TOP10, které jsou také &&sti soupravy. Transformace
chemokompetentnich bakterii tepelnym Sokem je paps&ap. 4.11.5. Transformované bakterie byly
rozprosteny na agarové plotny s kanamycinem a inkubov&ngp °C v termostatu 16 hodin dnem
vzhiaru. Z vybranych monokolonii byly alkalickou minigr@aci nukleovych kyselin izolovany tzv.
~entry vektory” a byly o¥ieny restriknim S&penim a sekvenaci. Poté byla provedena LR rekombina
owteného ,entry” vektoru s ,destination” vektorem, esgnim vektorem phGf optimalizovanym pro
expresi proteifi v sagich buikach. V plastové mikrozkumavce bylo smichano 150emdgry” vektoru,
150 ng ,destination“ vektoru a objem reakce bylldép do 8ul TE pufrem (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH = 8). Do reakce byly na leddigany 2ul enzymu ,LR Clonase ™ Il enzyme mix,* $m
byla promichana a inkubovana 1 hodinu v termdilopii 25 °C. Pro zastaveni reakce byl do kazdé

mikrozkumavky pidana Proteindza K, nasledovala inkubace 10 minwgrnaobl@éku pri 37 °C.
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Kompetentni bakterie DHbbyly transformovany 2l LR rekombin&ni snési elektroporaci. Pozitivni

kolonie byly selektovany na agarovych plotnach piaitinem.

4.13.Prace s buréénymi kulturami

4.13.1. Pasazovani bugk

4.13.1.1Pasazovani satich bunék HEK 293T, NIH 3T3, NIH 3T6 a WOP
Sklergnou pasteurovou pipetou bylo odsato médium zénénkultury narostlé na Petriho misce na

pozadovanou konfluenci, blky byly oplachnuty verzenem (0,02% roztok EDTA v3* poté byl
pridan trypsin (30Ql/Petriho miska @ 60 mm; 500 /Petriho miska @ 100 mm) a nasledovala inkubace
5 minut v termostatuip37 °C s 5% atmosférou GBylo piidano DMEM médium fedeltaté na 37 °C
s 10% (V/V) fetalnim bovinnim sérem,itky byly dikladné resuspendovany a suspenze byla ez
na nové Petriho misky dgdelfatym DMEM médiem s 10% fetalnim bovinnim sérem 13Y.
Pasazovani kainé suspenze ku médiu probihalo v definovanémépomodle buiéného typu a
rychlosti istu; buiky NIH 3T3, NIH 3T6 a WOP byly pasdZovany dvakséatre v pongru 1:6 az 1:20,
lidské buiky HEK 293T byly pasaZzovany dvakrat tyda poneru 1:10. V @ipad, Ze byly buiky
kultivovany pro naslednou imunofluoreséandetekci proteif, nejdive byla do 24 jamkové kultivai
destiky vioZzena sterilni kryci skika. Do kazdé jamky bylidn 1 ml DMEM média s 10% (V/V)
FBS a skitka byla fitlacena ke dnu jamek sterilni plastovou&piu. Do kazdé jamky bylo po sgitani
burgk v pctitaci Burkerog¥ komirce nakapano odpovidajici mnozstvi &tmé suspenze a fiky byly

inkubovany v termostatuip37 °C s 5% atmosférou GO
*PBS 1,37 M NaCl; 0,027 M KCI; 0,018 M K#fQy, pH = 7,4; 0,1 M NgHPQ; x 12 HO

4.13.1.2 Pasazovani hmyzich buék Sf9
Hmyzi buiky Sf9 narostlé na Petriho misce v poZadovanou konflu8fce100 % byly seSkrabany

sterilnim pryZovym Skrabatkem do stavajiciho hmgaiédia s 10% FBS (V/V), bylyipvedeny do
50 ml plastové zkumavky a celkovy objem suspenzk doplnin novym hmyzim médiem na
¢tyinasobek objemu suspenze sklizenych¢kuRo dikladném resuspendovani bylyibky rozcleny
nactyii Petriho misky. PasaZzovanidimé suspenze v pamu burééné suspenze ku médiu 1:4 probihalo

obvykle kazdé 3 dny.

4.13.2. Infekce hmyzich burgék Sf9 bakulovirovym inokulem

Z cerstw zpasazovanych hmyzich kmbylo po ghichyceni bugk k podkladu (alespol hodina
inkubace) odsato médium. Na Petriho miskutorgru 100 mm byl fidan 1 ml bakulovirového inokula
a Petriho misky byly ponechany 60 — 90 minut nagkge @i laboratorni teplat Poté bylo do kazdé
Petriho misky opatm pitidano 9 ml média pro hmyzi bky s 10% FBS (V/V) a hiky byly dale

inkubovany v termostatuip28 °C.
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4.13.3. Transfekce sa¥ich bunék

4.13.3.1 Transfekce pomoci kationickych polymefi (TurboFect, Thermo Fischer
Scientific)

Den gred transfekci byly hiky HEK 293T, NIH 3T3 nebo NIH 3T6 z ba&né kultury narostlé na
kofluenci 90 — 100 % pasazovany tak, Ze jejich karfce v den transfekce byla asi 70 — 90 %. Oproti
doporgenému poétu bureék v navodu byl v fipadt burgek HEK 293T den fed transfekci nasaze#tsi
pocet burgk; pro transfekci provashou na @ 60mm Petriho misce byl pouZit alikvot 2,5¢° burgk,
pro transfekci provashou v 6-jamkové desce alikvot 1 x®1Burgk/jamku. Déale probihala metoda
podle navodu vyrobce. Odpovidajici mnoZstvi DNA vdmeé endotoxih bylo v plastové
mikrozkumavce smichano s roztokem ,TurboFect Tetgin Regent” v odpovidajicim objemu
DMEM média bez fidaného fetalniho bovinniho séra aésnbyla inkubovana 15 — 20 minut
v termostatu H 37 °C s 5% CO atmosférou. Sklgmou pasteurovou pipetou bylo odséato stavajici
médium z Petriho misky nebo kultir@ desttky s burgénymi kulturami a k bitkam bylo gidano
meédiumdcerstvé. Do kazdé jamky 6-jamkoveé kulitvé desttky pak bylo opatré nakapano 40Ql
transfekni snesi, v piipadt transfekce butk na Petriho misce o @ 60mm byl pouZit objem trakisfi
smesi 600 pl. Stejnym zgisobem byla provagha i transfekce bwk na sklékach ve 24 jamkové

kultiva¢ni destéce pro imunofluoresceéni detekci proteit.

4.13.3.2 Transfekce nukleofekci (Amaxa Nucleofector®, Amaxaiosystems)
Bunky byly den ped transfekci pasdZovany 1:5, aby v den transféséhly asi 70% konfluence.

Po odsati média byly kily opatré oplachnuty verzenem a poté bytidan trypsin (300 nebo
500 ul/Petriho miska @ 60 mm nebo @ 100 mm) a nasledawédubace 5 minut v termostatti B7 °C

s 5% atmosférou CO Bylo pridano pedelfaté DMEM médium, biky byly resuspendovany,
prevedeny do 50 ml plastové zkumavky a &f#my v p@itaci komirce. Pro transfekce byl pouZzit
alikvét 4 x 16 burek. Buiky byly peletovany centrifugaci (6 minut, 1 500 sflerénou pasteurovou
pipetou bylo odsato médium a kagny pelet byl resuspendovéan ve 100o0ztoku Amaxa Nucleofector
Solution V. Do plastové mikrozkumavky byldgmeseno 10Ql suspenze, bylofmano 6ug DNA
zbavené endotoxin obsah byl promichan agmesen do elektropamai kyvety (Lonza, vzdalenost
elektrod 2 mm). Naijbstroji Amaxa Nucleofector® (Amaxa biosysterby) vybran program pro dany
burg¢ny typ (pro 3T3 biiky program U-030) a hiky byly transformovény elektroporaci. Ihned po
transformaci bylo fidano 500 pl piedeltatého RPMI média na 37 °C, iky byly jemre
resuspendovany dagvedeny sterilni plastovou Pasteurovou pipetoual@ mplastové mikrozkumavky
a inkubovany 15 minut v termostatii 87 °C s 5% C@atmosférou. Buftna suspenze byla opairn
nakapana na 1 Petriho miskuiegeltatym DMEM meédiem na teplou 37 °C (Petriho miskaG®@hm/
@100 mm), na 2 jamky 6-jamkoveé kulttrd desttky nebo do 24 jamkové desty na 10 skkiek pro

imunofluoresceéni analyzu.
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4.13.1. Fixovani bunék na mikroskopickych skli¢kach

Bunky narostlé na mikroskopickych sktiach ve 24 jamkové destie byly oplachnuty roztokem
PBS a po jeho odsati byly itky fixovany 30 minut 3% (V/V) paraformaldehydem B®. Poté byly
buiky permeabilizovany idanim 0,5% (V/V) roztoku Tritonu X-100 (Sigma-Aidn) v PBS
(200 pl/jamku) a nasledhbyly buiky 3x po 10 minutach oplachnuty PBS.

4.13.2. Nepriméa imunofluoresceréni detekce proteimi v buiikach

Bunky fixované na sktikach ve 24 jamkové deste byly inkubovany 30 — 60 minut v blakdm
roztoku pro imunofluorescenci [0,25% BSA (w/V), 892 Zelatina v PBS (w/V)] a poté byly
inkubovany 60 — 90 minut s 200l primarni protilatky vhod& naredné v blok&nim roztoku.
Néasledovalo promyvani btk roztokem PBS 3x 10 minut ng@pace a 30 minutova inkubace se 200
sekundéarni protilatky rfadtné v blok&nim roztoku. Poté byly hiky opst promyty 3x 10 minut
roztokem PBS. Nakonec bylo po odsati PBiigmo 200ul destilované deionizované vody a ski
s buikami byla pinzetou wWata z destky a poloZena na podlozni sikd do kapky 50% glycerolu
(VIV) s DAPI pro obarveni busgnych jader. Biiky byly pozorovany pod fluoresc&mim mikroskopem
BX-60 (Olympus).

4.13.3. I1zolace ¢astic podobnych viru z hmyzich burk Sf9

Poctyifech dnech inkubace v termostatu38 °C byly hmyzi bitky 9 infikované rekombinantnim
bakulovirem seSkrabany Skrabatkem do sterilnihaBgy(10 mM Tris-HCI, pH = 7,4; 150 mM NacCl;
0,01 mM CaG)) a pevedeny do plastové zkumavky. itky byly lyzovany sonikaci skiovym
sonikatorem Soniprepl50 (Schoeller Pharmacia Prahdedu 3x 30 sekund s amplitudou 5 — 10
mikroni. Buréény lyzéat byl peletovan centrifugaci 10 minit fgplog 4 °C a 12 000g, supernatant byl
slit do vylevky a pelet byl vySin mikroskopicky naifitomnost nerozbitych bgk. Bunsény lyzat byl
precistén centrifugaci fes polsta 10% (V/V) sachardzy v B-pufru 3 hodinyipt °C a 35 000 rpm
(centrifuga Beckman Optima L-90K, rotor SW41) aplaxen v B-pufru fes noc. Rozplaveny lyzat
byl homogenizovan ve skléném r&nim homogenizatoru v 500 B-pufru a dale centrifugovan
v gradientu CsCl 20 — 24 hodifid8 °C a 35 000 rpm (centrifuga Beckman OptimaOk9rotor
SWH55TI). Suspenze byla doghma B-pufrem na hmotnost 2,5 g a byliidano 1,2 g CsCl, celkova
hmostnost centrifugaich kyvet byla upravena parafinovym olejem. Pokyly po centrifugaci ve
vzorcich okem viditelné prouzky, byly tyto prouZlgdebrany inje&ni stikackou skrz stnu
centrifug&ni kyvety. Pokud nebyly prouzky viditelné, byl graat rozebran na rozebéiafrakci
(Beckman) do plastovych mikrozkumavek. U kazdé dealo objemu cca 0,5 ml byl zien
refraktometricky index (refraktometr ABBE, Carl &eiJena), vybrané frakce byly spojeny a pouZity
pro izolaci virovych¢astic. Pro odstrami CsCl ze vzorku byla provedena dvousioyé dialyza
v B-pufru nanesenim vzaoikdo dialyz&ni membrany (Serva, gmér 16 mm), ktera byla iedem

povaena 10 minut v destilované vadPro za¥recné Fecisteni byla provedena znovu centrifugadep
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polst& 10% sachardzy v B-pufru 3 hodinii g °C a 35 000 rpm (centrifuga Beckman Optima k90
rotor SW41). Sediment byl rozplaven v cca 500B-pufru pres noc a rozpbm po alikvotech do
plastovych mikrozkumavek. fFomnost virovychc¢astic byla owrena pozorovanim v transmisnim
elektronovém mikroskopu JEOL JEMI11 s CCD kamerou Veleta, metodou Dot Blot a

hemaglutin&nim testem.

4.13.4. Negativni barveni preparati pro elektronovou mikroskopii

Na parafilm byla kapnutaubkapkacastic podobnych viru v B-pufru a na ni byla polaZemtdéna
elektron-mikroskopicka gka pokryta uhlikem. Po 10 minutach inkubaéelgboratorni teplat byla
sitka pinzetou fenesena na povrch kapky ddMHo objemu 100l a promyvana 2x 30 sekund. Poté byl
vzorek kontrastovan poloZzenimtlef do kapky 2% (V/V) vodného roztoku PTA {R(WsO10)4],
pH = 7,0) o objemu 50 a po 2x 30 sekundéach inkubace bylo PTA Z&ysodsato opatmhfiltracnim
papirem a po vysu3eni na vzduchu byly preparatgrpeany pod elektronovym mikroskopem JEOL
JEM-1011 s CCD kamerou Veleta.

4.13.5. Hemaglutina¢ni test

Do jamek 96 jamkové kultivai destéky bylo multikanalovou pipetouipneseno 5@l roztoku
PBS pro TK s 0,2% BSA a wm byly dvojkovouradou n&diny ¢astice podobné viru nasledujicim
zpisobem. Do prvni jamky bylofglano 5ul ¢astic spolu s 45l roztoku PBS pro TK s 0,2% (w/V)
BSA (fectni ¢astic v 1. jamce je 1:20), poté byl obsah jamkyngohan a vzdy bylo 5@ obsahu
pieneseno do vedlejsi jamky atd. Pdeakni ¢astic bylo do v3ech jamekigano 50ul 0,4% roztoku
morcecich ¢ervenych krvinek v roztoku PBS pro TK s 0,2% (WB$A a kultiva&ni desttka byla
inkubovana 1 hodinuiplaboratorni teplat. Poté byl odéten vysledek hemaglutitiai schopnostiastic
a byl vypa@itan p@et ¢astic podobnych viru/ ml zasobniho roztoku podlerge (Hornikovéet al.,
2015):

Poget ¢astic podobnych viru/ml = patateéni Fedéni vzorku x 2™t x 20 x 10
Kde n jecislo posledni jamky, ve které doSlo k aglutingeivenych krvinek.

4.13.6. Test cytotoxicity minoritnich proteini

Buiky NIH 3T3 byly transfekovany pomociiptroje Amaxa Nucleofector vektory ph2b, ph3b,
ph2p a ph3p nesoucimi geny pro jeden z minoritpicitein: polyomavit MPyV ¢i BKV a zeleny
fluorescerini protein, vektorem phGf nesoucim pouze zelengrélscetni protein (GFP)¢i doslo
pouze k aplikaci elektrického Soku za fiegmnosti cizorodé DNA (tzv. Mock transfekce). Gatk se
jednalo o Sestiznych vzork. Postup transfekce je popsan v kap 4.13.3.2. Tekogané biiky
v 500ul RPMI média byly ngedény v 5 ml DMEM média s 10% (V/V) FBSiedeltatého na 37 °C a
byly rozctleny po 50Qul do 6 jamek 24 jamkové kulti¢ai destéky, zbylacast bugk byla inkubovana
na Petriho misceCtyti hodiny po transfekci bylo bikam vynménéno DMEM médium s 10% (V/V)

47



FBS, aby byly odstramy mrtvé buiky, které lyzovaly nasledkem transfekce (nikolistjena nasledky

exprese minoritnich proteih

Po dalSi hodi&é inkubace, kdyz byly hiky jiz doke pgichyceny k podkladu, byla vygtena
Gcinnost transfekce. Z Petriho misky bylo odsato m#di buiky byly oplachnuty Verzenem a
inkubovany 5 minut § 37 °C a v 5% C®@atmosfée s trypsinem jakoifppasazovani (kap. 4.13.1.1).
Bunky byly resuspendovany v novém DMEM médiu s 10%V/(MFBS a suspenze byla nanesena do
Birkerovy pditaci komirky. Pole obsahujici fiplizné 500 — 1000 buk bylo sp@itano pod
Fluorescetnim mikroskopem Olympus BX-60 nejprve ve viditelnémitle a nasledd byl spaitan
poner zelerg sviticich bugk (transfekovanych)dZi celkovému pétu burék a byla stanovenasiinnost

transfekce.

Sedm hodin po transfekci byl 2kierych jamek odebran supernatant do plastové kikrmavky
(ozn&eno jako Experiment”) a byl nahrazen 500l nového DMEM média s 10% (V/V) FBS a 0,9%
(V/V) obsahem Tritonu X-100. Takto byly #ky inkubovany 1 hodinu v termostatii 37 °C s 5%
atmosférou C@a nasledéibylo i toto médium odebrano do plastovych mikronkwek a uskladimo
pii 4 °C (ozn&eno jako ,Jriton ). Pfidanim Tritonu X-100 bylo docileno lyze vSech zhjjsigh burgk
v jamce, které je8tnelyzovaly nasledkem produkce minoritnich praiginlyomavifi MPyV ¢i BKV.

Po 12 a 24 hodinach bylo stejnymagpbem odebirano a uchovavano médium z ostatniatkivzo

V kazdénmase byly vzorky odebirany v duplikatech.

Mira cytotoxicity minoritnich protein polyomavii MPyV a BKV byla stanovena &enim
mnozstvi enzymu laktat dehydrogenazy (LDH) u¥aln z mrtvych bugk do média. MnoZstvi LDH
bylo stanoveno z hodnot absorbance viatlle ndvodu vyrobce s vyuzitim soupravy The Cyto96®
Assay (Promega). Vzorky bylyed neienim peletovany v centrifuze 5 minui p 000 g a 4 °C, do
meticich destiek bylo odebrano vzdy 28 vzorku z horniésti mikrozkumavky. Nasledovala inkubace
vzorki 30 minut ve td s 25ul substratu ,Substrate Mix“iplaboratorni teplat Pisobenim enzymu
LDH uvolnéného z mrtvych busk a gritomného ve vzorku #émi pivodné bezbarvy substrat barvu na
¢ervenou; mira zabarveni vzorku a jeho absorbarkcedpovidd mnoZstvi enzymaticky aktivni LDH
ve vzorku. Po inkubaci se substratem bylo ke vnorgiidano 2511 Stop roztoku (1M kyselina octova),
¢imz byla reakce substratu a LDH zastavena a bytama absorbance vzdrkiistrojem ELISA Reader

(BioTek) @i fixni vinové délce 490 nm. MnoZstvi mrtvych lirve vzorku bylo spéitano dle vzorce:

] OD,q, (,,Experiment™)
Mrtvé bunky (%) = . : x 100
OD g (,.Experiment) + OD,q (,,Triton®)

Tento vzorec udava mnoZzstvi mrtvych Bkirve vzorku, bez ohledu na to jestli exprimovalynyla

protein,¢i nikoliv. Proto byly tyto hodnoty upraveny na efieku transfekce dle nasledujiciho vzorce:
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o ) % mrtvych bunék - % mrtvych bunék Mock
Cytotoxicita proteinu (%) = %% efektivita transfokee x 100
o

4.14.Préce s Proteiny

4.14.1. Lyze bunék

4.14.1.11yze bunék pomoci RIPA pufru
K burgénému peletu bylo na leduigano v zavislosti na mnozstvi bikn500 ul — 1,5 ml RIPA

pufru [150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI; pH=Z; 0,05% NP-40 (V/V); 1% deoxycholat
sodny (w/V); 1% Triton X-100 (V/V, Sigma-Aldrich),1% SDS (w/V)] a inhibitor proteaz PMSF
(c = 100ug/ml). Buiky byly resuspendovany nasavanim pipetougoymym vypoudinim a poté byly
inkubovany 30 minut na ledu. Naslédoyly lyzaty peletovany centrifugaci 30 minut, 2009 @i 4 °C

a supernatant byl zamrazen pro dalSi pouZziti.

4.14.1.21 yze bunék pomoci mRIPA pufru pro test rozpustnosti proteini
Z transfekovanych bwhk na Petriho misce nebo v 6-jamkové kultiva desce bylo na ledu

sklerenou Pasteurovou pipetou odsato médiunikigbyly oplachnuty PBS pro TK a poté byltigano
odpovidajici mnozstvi mRIPA pufru (50 mM Bis-Tri<gH pH = 7; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,
0,05% NP 40 (VIV); 1% deoxycholat sodny (w/V); 1%itdn X-100 (V/V); 1M kyselina
amino-kapronovd) a inhibitor protedz PMSF. Lyzebfinala na ledu 30 minut, poté byly by
seSkrabany pryZovym Skrabatkemiayedeny do plastové mikrozkumavky nebo plastovénzkiky.

V zavislosti na dalSim vyuZiti lyzatu byla ¥kterych gipadech fidana DNaza | (200U/ml, Roche).

4.14.2. Test rozpustnosti proteini pro nativni proteinovou elektroforézu

MySi embryonalni fibroblasty NIH 3T3 a lidské HEKZT buiky byly transfekovany vektory
kodujicimi sekvence minoritnich protéiMPyV a BKV pomoci turbofekce (viz kap 4.13.3. Bliky
byly prohlédnuty pod mikroskopem a 24 hodin po dfakci byla provedena lyze uanych lyz&nich
roztocich (LP, TX, LM, RIPA nebo mRIPA). Do kazda#njky 6-jamkové kultivéni desttky bylo
pridano 250ul lyza¢niho roztoku a po 30 minutach inkubace na ledu buiky seSkrabany pryzovym
Skrabatkem, fevedeny do plastové mikrozkumavky afippct pouziti pufii LP, TX a LM byly buiky
tiikrat zamrazeny a rozmrazeny v tekutém dusiku.éd@slala centrifugace (15 minut, 20 000 g, 4 °C),
k lyzatim v RIPA nebo mRIPA roztoku byliiddn MgChk do vysledné koncentrace 2 mM a vSechny
lyzaty byly inkubovany 30 minut na stole s benzan&@U/ul, Sigma-Aldrich). Lyzaty byly peletovany
v centrifuze (30 minut, 20 000 g, 4 °C), byl odebsaipernatant a k peletu byltigano 250ul dH-O.
Vzorky byly povd&eny 5 minut i 100 °C s Laemmliho pufrem a naneseny na 12% gojj@midovy
gel. Prokhla proteinova elektroforéza za denatniah podminek, jeden gel byl obarven (kap. 4.14.6)
a zarové byl proveden Western blot (kap. 4.14.7) a imunekieg minoritnich proteinna membré&
(kap. 4.14.8).
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SloZeni lyzé&nich roztok:

LP: 100mM Tris-HCI (pH = 8,0), 100mM KCI, 200mM EDTA,5mM MgChk, 700 ng/ml Pepstatin,
komegni snes inhibitori protedz PMSF (c=100g/ml)

TX: 100mM Tris-HCI (pH = 8,0), 100mM KCI, 200mM EDTA,5mM MgCh, 700 ng/ml Pepstatin,
komegni snes inhibitofii proteaz PMSF (c=100g/ml), 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

LM : 100mM Tris-HCI (pH = 8,0), 100mM KCI, 200mM EDTA,5mM MgCh, 700 ng/ml Pepstatin,
komegkni snés inhibitoiti proteaz PMSF (c=10Qg/ml), 1% DDM (Laurylg-D-maltosid, Sigma-
Aldrich)

RIPA: viz kap. 4.14.1.1

MRIPA: viz kap. 4.14.1.2

4.14.3. Méreni koncentrace proteini podle Bradfordové

Bylo ptipravenocinidlo Bradfordové podle navodu: 100 mg barvy Coesm Brilliant Blue G250
(Serva) bylo rozpusho v 50 ml 96% (V/V) ethanolu, po rozp#ési krystalki bylo pridano 100 mi
kyseliny fosforéné a roztok byl dopkn ddHO do finalniho objemu 1 litr. Bylaiffpravena standardni
fedicifada BSA v 0,15 M roztoku NaCl o koncentracich 0,260- 0,5 — 0,75 — 1 mg/ml, mezi
jednotlivymi mefenimi bylatredicifada uchovavanarip-20 °C. Do plastovych kyvet pro dfeni ve
viditeIném spektru byl od#iien 1 mi¢inidla Bradfordové a do kazdé bylégéno 10ul roztoku ziedici
fady, obsah kyvet byltdkladné promichan. Po jedné mirutnkubace p laboratorni teplat byla
zmefena absorbance roztokii ffixni vinové délce 595 nm a byla vy@ena smirnice standardni
piimky. Vzorek o neznamé koncentraci proteinu byldiémaedin do 0,15 M roztoku NaCl a smichan
s 1 mi¢inidla Bradfordové. Po jedné mirduinkubace byl vzorekignesen do plastové kyvety a byla
zmefena absorbanceip/inové délce 595 nm. Koncentrace proteinu ve kudsyla poté odgena ze

stanovené standardniiky.

4.14.4. Denaturacni proteinova elektroforéza SDS-PAGE

(Laemmli, 1970)

Byla sestavena aparatura PAGE vertical apparatedeid®ighty Small 1l (Hoefer) proifpravu
polyakrylamidovych géi a destilovanou vodou byla &ena jeji &snost. Aparatura byla vyplachnuta
96% ethanolem (V/V) a gBv¢ vysuSena. Byligpraven polyakrylamidovy (PAA) gel: spodniliti 10
nebo 12% gel s hornim zatstacim 5% gelem. iipravené gely byly umishy do aparatury pro
elektroforézu a zality pufrem pro elektroforézu (@M Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS (w/V), pH =
8,3). Vzorky byly smichany s 5x koncentrovanym Ladiho pufrem v poréru 4:1 a byly inkubovany
pii 100 °C po dobu 5 minut. Vysledna koncentrace Laého pufru ve vzorcich byla 1% SDS (w/V),
10 mM Tris-HCI, pH = 6,8, 598-merkaptoethanol (V/V), 10% glycerol (V/V) a 0,008¥0omfenolova
modt (w/V). Do kazdé jamky bylo Hamiltonovou jehlou mseno 5 — 3Ql vzorku a SDS-PAGE
probihala 30 minutip napsti 8V/ cm gelu a potéipnapsti 14V/ cm gelu cca 2 — 3 hodiny. Velikost
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proteiri byla stanovena podle markeru molekulovych hmoftr®gectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder (Thermo Fischer Scientific) nebo sRieed Molecular Weight Marker, M.W.
26,600-180,000 (Sigma-Aldrich).

4.14.5. Modra nativni proteinova elektroforéza Blue NativePAGE (BN-PAGE)

Podle navodu vyrobce (Thermo Fischer Scientificly npamichany Katodové pufry Dark Blue
[50 mM Tricin, 15 mM Bis-Tris-HCI, pH = 6,8, 0,02%oomassie Brilliant Blue G-250 (w/VH
Light Blue [50mM Tricin, 15mM Bis-Tris-HCI, pH = 6,8, 0,002%08massie Brilliant Blue G-250
(W/V)] a Anodovy pufr(50 mM Bis-Tris-HCI, pH = 6,8).Z komegniho gradientového gelu
(,NativePAGE™ Novex® Bis-Tris 3-12% Gels (1.0 mmYhermo Fischer Scientific) byl odstiam
hieben a bezgaostni prouzek, jamky byly proplachnuty dvakrat lLamodového pufru a poté 1 ml
katodového Dark Blue pufru a gel byl upérrdo elektroforetické aparatury. Do mitéasti aparatury
byl nalit katodovy Dark Blue pufr, do ¥$i ¢asti Anodovy pufr. Vzorky byly po zéheni koncentrace
metodou Bradfordoveé (kap. 4.14.3) smichany podie®da vyrobce se vzorkovym pufrem ,NativePage
Sample Buffer” (50 mM Bis-Tris-HCI, 50 mM NacCl, 10&bycerol (V/V), 0,001% Ponceau S (w/V),
pH=7,2) v pordru 4:1 a s aditivem ,NativePAGE 5% G-250 Sample ifidel' [5% Coomassie
Brilliant Blue G-250 (w/V)v H2O] v poneru 9:1 z vysledného objemu. Proteiny byly separgydn
4 °C v komegnim gradientovém PAA gelu 1 hodint papsti 150 V a poté § napti 250 V. Po 40
minutach, kdyzelo vzorki bylo asi v 1/3 gelu, byl vysmén katodovy Dark Blue pufr za Light Blue
pufr. Elektroforéza byla uk@ena po dalSich 50 minutach, kdy dosatéto vzorki spodniho okraje

gelu.

4.14.6. Fixace a barveni polyakrylamidovych gai
Po prokhnuti elektroforézy byl gel wat z aparatury attladn® oplachnut destilovanou vodou,

pomoci skalpelu byl odstrén zaostovaci gel s jamkami. Gely byly dale barvenyiha zpisoby:

1) Gel byl na 30 minut vioZen do Petriho misky sml0fixacniho roztoku (40% methanol (V/V),
10% kyselina octova (V/V) v ddi®), poté byl gel f pokojové teplot 16 hodin barven ve
25 ml barviciho roztoku [0,5% Coomassie Brilliantu® G250(w/V)]. Barvici roztok byl nasledéin

recyklovan a gel byl&kolik hodin promyvan destilovanou vodou do odbafyszadi.

2) Gel byl vloZzen do Petriho misky s 25 ml barvylGwmle Blue Stain Reagent (Thermo Fischer
Scientific) a byl inkubovan 1 hodinu be#edchozi fixace. Barva byla poté recyklovana a gél b

promyvéan asi 1 hodinu destilovanou vodou do odbdrgezadi.

4.14.7. Imobilizace proteini na membrang
Pri pouziti metody Dot Blot byly na nitrocelul6zovorembranu NC-45 (Serva) nakapéany vzorky

protein v nativnim stavu (nepov@né buricné lyzaty) a NC membréana byla ponechana do zadchnut
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vzorki na vzduchu. Poté byla membrana blokovana v 5%o&tém miéce v PBS (w/V) a proteiny

byly nasleds detekovany pomoci specifickych protilatek (kag448).

Pri detekci proteifi po SDS-PAGE nebo BN-PAGE bylo nutné proteinfergst z gelu a
imobilizovat je na membré&n K tomu bylo vyuZito metody ,wet blot.“ Bylo fjpraveno 1,5 |
blotovaciho pufru pro SDS-PAGE (25mM Tris, 195mMajh, 20% methanol (V/V), pH = 8,3) nebo
blotovaciho transferového pufru pro BN-PAGE mM bicin, 25 mM Bis-Tris, 1 mM EDTA, pH =
7,2)a pufr byl vychlazen na 4 °C. Gel byliat z elektroforetické aparatury a padiaduti zaospbvaciho
gelu byl vloZen do blotovaciho pufru. Mezitim by wychlazeném blotovacim pufru sestaven do
plastovych miZek blotovaci send¥i(,wet blot*): 3 filtracni papiry, 1x Whatman® 3 mm filiai papir
(Sigma-Aldrich) a nitrocelul6zova membrana NC-4&r{&), na niz byl mokrymi rukavicemi opatrn
prenesen polyakrylamidovy gel. Ten byl naskegiekryt ot jednim filtrasnim papirem Whatman®
3 mm (Sigma-Aldrich) aiemi filtracnimi papiry, send¢i byl uza¥en do plastové tivky se déma
molitany a vloZen do blotovaci aparatury Hoefer Imn&pé vychlazenym blotovacim pufrem. Pro
imunodetekci vzonkz BN-PAGE byla vzdy vyuzivarRVDF membrana Hybond-P (GE Healthcare)
V piipad pouZziti PVDF membrany byla tato membrabadppouZitim aktivovana potenim do 100%
(V/V) methanolu na 15 sekund, poloZena do Petriliskyns destilovanou vodou a naslédoyla
inkubovana 15 minut v blotovacim pufru. Migracetpmi z gelu na membranu probihala 3 hodiny za
praichodu stejnositného proudu o velikosti 2,5 mA/éma stalého chlazeni aparatury. Poté byl
blotovaci sendvi rozebran, membrana byla oplachnuta PBS a nasledawanodetekce protein
(kap. 4.14.8).

4.14.8. Imunodetekce proteini imobilizovanych na membrarg

Po ukorgeni grenosu proteitnz PAA gelu po BN-PAGE byla PVDF membréana fixovdsesekund
v 8% kyselirt octove (V/V), byla usuSena na vzduchu a poté femona 1 minutu do methanolu, aby
se odbarvila od zbytkCGoomassie Brilliant Blue G-250embrana byla poté rehydratovana 5 minut
v destilované vo#l 10 minut v PBS a blokovana alegp#5 minut v 5% (w/V) odténéném miéce

v PBS. DalSi postup se shoduje s imunodetekci géoads na NC membrdn

NC membrana se vzorky po metoDot blot nebo Western blot byla inkubovana 1 hadirtb%
odtwinéném mléce v PBS (w/V). Poté byla membrana inkubavérmodinu s primarni protilatkou
narednou v 5% odtinéném mléce v PBS (w/V)ip laboratorni teplat Nasledovalo promyvani
membrany 3x 10 minut PBS a 30 minutova inkubace lmény se sekundarni protilatkou
konjugovanou silenovou peroxidazou kednou v 5% odtinéném miéce v PBS (w/V). Membrana
byla ogit promyvana 3x 10 minut v PBS. Membrana byla vymal@omoci ,SuperSignal West Femto
Maximum sensitivity Substrate* soupravy (Thermochir Scientific) a signal byl detekovan na
radiografickém filmu (Foma) nebo byl zachycen pompidstroje Amersham™ Imager 600 (GE

Healthcare Life Sciences).
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4.14.9. Odmyti protilatek z membrany pro detekci dalSiho arigenu
Membrana byla inkubovana 15 minuti 837 °C v1 ml 30% vodného roztoku.® (V/V),
nésledovala inkubace 15 minut v4}H 15 minut v PBS a 1 hodinu v 5% mléce v PBS (wRHté uz

byla membrana inkubovana s primarni protilatkoul@dstupu popsaného v kap. 4.14.8.

4.14.10. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA test)

Jako proteinovy antigen pro pokryti povrchu dnagkr6 jamkové mikrotitreni destéky
byl pouzit lyzat busk 3T3, které byly transfekované vektorem ph2p npbab. Lyzat byl
pripraven 24 hodin po transfekci, s@asré byl piipraven i lyzat netransfekovanych n
slouzici jako negativni kontrola. Bky byly seSkrabany sterilnim pryZzovym Skrabatkem do
PBS pro TK, peletovany v centrifuze (4000g, 5 mirutesuspendovany v malém objemu PBS
pro TK (cca 1 ml/Petriho misku @ 100mm).iky byly tiikrat zmrazeny v tekutém dusiku a
rozmrazeny na stolefigaboratorni teplat, peletovany v centrifuze (20 minut, 20 000g, 4 °C)
a do novych plastovych mikrozkumavek bylo odebr&f0 ul supernatantu. Ke vzorku bylo
piidano SDS, DTT, EDTA a Tris-HCI pH = 8,5 do vyslédkoncentrace ve vzorku 2% SDS
(W/V); 50 mM DTT; 25 mM EDTA a 50 mM Tris-HCI pH 8,5. Sn¢s byla inkubovana 10
minut @i 65 °C v termobloéku a nasledh byla n&edéna v pongru 1:500 do PBS pro TK.
Vzorky byly rozplreny po 100ul do jamek mikrotitrani desttky, prelepeny folii proti
vyschnuti a ponechany 24 hodin ve 4 °C pro navagésteini na dno jamek. Jamky byly
promyty 4x 20Qul roztoku PBS s 0,1% Tween 20 (V/V), poté bylo d@#é jamky fidano
200ul 5% odtwneéného mleka v PBS, desltia byla ot prelepena folii a inkubovana 1 hodinu
prii laboratorni teplat. Mléko bylo odsato, jamky byly promyty 4x 2@0roztoku PBS s 0,1%
Tween 20 a byloidano 100ul primarni protilatky. Pro testovani fuétkosti byly protilatky
piipraveny v fiznychiednich v 5% mléce v PBS (w/V) a desta byla inkubovana 1 hodinu
pii laboratorni teplat Nasledovalo off promyti jamek 4x 20Ql roztoku PBS s 0,1% Tween
20 (VIV) a inkubace se 10@ sekundarni protilatky konjugované &hovou peroxidazou 1
hodinu i laboratorni teplat Na za¥r byly jamky ot promyty 4x 20Qul roztoku PBS s 0,1%
Tween 20 (V/V) a bylo fidano 50ul vyvolavaciho roztoku (1 ml ABTS*, 10l H.Oz, 11 m
citratovy pufr*). Destéka byla inkubovana 10 minutiiplaboratorni teplat a poté byla

zmeiena absorbancdigixni vinové délce 415 nmifstrojem ELISA Reader (BioTek).
*ABTS = 2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonat), SiapAldrich (#¥A1888, ¢ = 4 mg/ml)

** Citratovy pufr : 0,1M kyselina citronova (pH = 4)
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4.14.11. Chemické zesfovani proteina (crosslinking)

Chemické zesbvani proteif v buikach je mozné provét riznymi zpisoby. V této praci byl
postup navrzen na zakkadanku (Suzukgt al., 2010). Lidské 293T hiky nwbo mySi 3T3 biky byly
transfekovany vektory nesoucimi sekvence minofiitmioteiri viria MPyV a BKV byly 24 hodin po
transfekci seSkrédbany z povrchu kultimé misky pryZzovym Skrabatkem,igwedeny do plastové
zkumavky, peletovany v centrifuze 6 minut fo 500 g a pelet byl oplachnut PBS pro TK. Po idals
centrifugaci za stejnych podminek byl Btny pelet resuspendovan v 50Dnového PBS pro TK a
preveden do plastové mikrozkumavky. K b&amé suspenzi bylofmlano ireverzibilni zegovacicinidlo
DSS (disukcinimidyl suberéat, Thermo Fischer Scfentiak, Ze jeho vysledna koncentrace byla 0 mM,
0,5mM, 1 mM, 2 mM a 5 mM. Ze&ivani proteif probihalo 2 hodiny ve 4 °C, poté byla chemicka
reakce zastavena 30 minutovou inkubaci s 50mMH@s{pH = 7,4) ve 4 °C. Bitky byly lyzovany
v RIPA pufru a proteinové komplexy byly separov@aymoci SDS-PAGE (kap. 4.14.4), imobilizovany

na NC membr&ha detekovany specifickymi protilatkami.

4.14.12. Vytipovani peptidu pro pripravu protilatky proti C-terminalni oblasti

minoritnich protein @ MPyV a BKV

Pro gipravu nové polyklondlni protilatky byl vyuZitigtup zahrnujici syntézu zvoleného peptidu
pro imunizaci. ProtoZze maji minoritni proteiny VB2/P3 spolénou C-koncovou oblast, byl zvolen
v pripad MPyV i BKV viru peptid z této spotamé oblasti. Byly nasyntetizovany peptidy o sekvenci
CTVIEEDGPQKKK resp. CKTTNKRRSRSSRS praijpravu protilatky proti minoritnim proteiim
MPyV, resp. BKV. Tyto peptidy byly nasledmpro zvySeni imunogenicity konjugovany s epitopem
KLH. Témito peptidy byla provedena imunizace krélgko gipravu protilatek; imunoglobuliny byly z
krevniho séra izolovany afinitni chromatografiin®za peptidu iipprava protilatky byly provedeny

firmou Clonestar Peptide Services (Brno).

4.14.13. Priprava materialu pro imunizaci kralik @ k vyrobé polyklonalni protilatky

MySi WOP buiky 4 h po transfekci BKV VP2ifstrojem Amaxa Nucleofector a lidské 293Tiky
24 h po transfekci MPyV VP2 Turbofectem byly seBémdy pryZovym Skrabatkem a lyzovany pomoci
RIPA pufru (kap. 4.14.1.1). Byla provedena SDS-PA&BM: Markeru molekulovych hmotnosti bylo
do jedné jamky gelu vZdy naneseno tak@l3frovych ¢astic VP1/2 odpovidajiciho viru. Po pebimuti
elektroforézy byl gel ihnedipnesen do ledévvychlazeného 0,1 M roztoku KCI, ¥mZ doSlo
k reverzibilnimu vysrazeni protdima jejich déasné vizualizaci. Podle vySky prouzku minoritnich
proteini VP2 polyomaviét MPyV a BKV z izolovanych virovychliastic byla z gelu skalpelemifgnuta
odpovidajici oblast separovaného &tneho lyzatu aignesena do plastovych mikrozkumavek. Tyto
prouzky gelu obsahujici minoritni proteiny byly @heny v tekutém dusiku a homogenizovany pomoci
sterilniho plastového &nkového homogenizatoru. Nasledoyla gelova di rozpuséna ve 10Qd PBS

pro TK a zamrazena v -20 °C pro pé&il imunizaci krélik k ptipraw polyklonalnich protilatek.

54



Polyakrylamid v tomto fipact poslouZil jako adjuvans. Antigen bylipravovan podle modifikovaného
protokolu z ¢asopisu Current Protocols in Molecular Biology iejgného on-line v roce 2001

(Fulleret al., 2001). Imunizace a izolace protilatky byla prosed firmou Exbio, Praha.

55



5. Vysledky

5.1.Piiprava a owieni specifickych protilatek proti minoritnim protei nam
MPyV a BKV

Jednim ze z&kladnichqrlpoklad pro studium Zivotnich cyklvira je moznost vyuzit specifické
protilatky, které umaiuji detekci jejich strukturnich i nestrukturniclomini. Nase laboratcse zabyva
studiem minoritnich protetnpolyomavifi, hlavrg jejich roli @i dorweni genomu do jadra hostitelské
buiky a interakci s hostitelskymi membranami. Studiumerakci &chto proteii navzdjem nebo
s proteiny hostitelskych bgk je komplikovano dostupnosti protilatek protimto antigeim —

v piipact MPyV naSe laboratodisponuje pouze jednou monoklonélni protilatkoyripad BKV
bohuZel Zadnou specifickou (doposud se pouZzivdiklemalni protilatka proti minoritnim proteim

viru SV40). Proto jsme se rozhodli nejprvgppavit protilatky specificky rozpoznavajici tytogteiny

5.1.1. Ovéreni funkénosti a specificity protilatek proti C-terminalnimu peptidu

minoritnich protein @« MPyV a BKV

Byly vytipovany peptidy leZici v C-terminélni obtasinoritnich proteih MPyV a BKV, a firmou
Clonestar Peptide Services byly na jejich z&klptipraveny protilatky (kap. 4.14.12). Tyto krli
polyklonalni protilatky proti C-koncovému peptiduirmaritnich proteii MPyV (o-MPyV C-term
VP2/3) a BKV @-BKV C-term VP2/3) byly testovany pomoci metod dat (Obr. 10), Western blot

(Obr. 11 a 12) a imunofluoresaar analyzy. Vysledky jsou popsany v nasledujiciockapitolach.

5.1.1.1.0véreni protilatek - Dot blot
Jako prvni metodu pro skeni funkinosti protiatek jsme vybrali dot blot. Jako antids zvolen

lyzat hmyzich bugk 9 byly infikovanych rekombinantnim bakulovirem nestm@eny pro MPyV
VP3 proteinci BKV VP1/3 proteiny. Na NC membranu byly nanesaeypovaené RIPA lyzaty, vzdy
5 ul od kazdého. Testované protilatky bylyedny do roztoku 5% odtinéného mléka v PBS (w/V)
v porgru 1:1000 a 1:5000. Po vyvolani vtemné koendylo owieno, Ze protilatky interaguji
specificky s pislusnym antigenem a pro metodu Dot blot se jakdlidiedni jevi 1:1000 (Obr. 10).
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Obr. 10 Dot blot pro ovéfeni funkénosti a specificity kralicich polyklonalnich protilatek proti
C-koncovému peptidu minoritnich protéipolyomavifi A) MPyV B) BKV. Antigen: nativni RIPA lyzat busk
S9infikovanych rekombinantnimi bakuloviry nesoucineiny pro proteiny MPyV VP3 (M) a BKV VP1/3 (B).
NK — lyzat neinfikovanych butk 9. Pouzitétedni priméarnich protilatek 1:1000 a 1:5000. Sekundéarn
protilatka GiRb — HRP (1:1000).

5.1.1.2.0véreni protilatek - Western blot
Pro komplexni o&feni protilatek pomoci metody Western blot (kap.4Z18yly pouZity stejné

9 burgéné RIPA lyzaty jako pro Dot blot (kap. 5.1, vyslgdRbr. 11) a zarovelyzat burgk HEK
293T transfekovanych vektory ph2b, ph3b, ph2p gpiegsoucimi geny pro minoritni proteiny VP2 a
VP3 (Obr. 12). Denaturované vzorky byly nanesen$2f4 PAA gel a poieneseni na NC membranu
byla jejich imunodetekci testovana funkst a specificita protilatek proti minoritnim peotim.
Prouzky odpovidajici minoritnimu proteinu VP2 MPY&Zi v oblasti 35 kDa, VP3 MPyV v oblasti
23 kDa, VP2 BKV v oblasti 38,3 kDa a VP3 BKV v obia26,7 kDa (Obr. 11, 12, ozteny Sipkami).
Krome prouzki s piislusnou molekulovou hmotnosti jsme detekovali fadc@iZky s niz8i molekulovou
hmotnosti gejmé ozna&ujici degradaty minoritnich protdina prouzky s vy3si molekulovou hmotnosti,
které mohou znat komplexy minoritnich proteiln které nebyly zcela rozruSenii genaturaci vzonk

V drah&ch, kde byly separovany lyzaty neinfikovanfarék nedoslo k navazani ani jedné protilatky,
potvrdila se tak specificita protilatek proti@ba minoritnim proteifim. Idealnitfedini protilatek pro
metodu Western blot je 1:5000 pro protilatkPyV C-term VP2/3 a 1:1000 pro protilatktBKV
C-term VP2/3. Tyto protilatky byly pouzivany protdkci minoritnich proteith pii studiu jejich

interakci v rdmci této diplomové praci.

5.1.1.3.0véreni protilatek - Imunofluorescence

Oke protilatky byly testovany viznych fednich pro imunodetekci minoritnich protéin
v buikach metodou imunofluorescence’ ¥ byly pro transfekce pouzity tkiy NIH 3T3 nebo HEK
293T, protilatky ngly nespecificky signal a pro tuto metodu je jejmbuziti nevhodné. Z tohaidodu
bylo nutné pipravit antigen pro imunizaci kralika vyrobu novych polyklonalnich protilatek, kteng b
pro imunofluorescenci a sledovani lokalizace pritei bunkach byly pouzitelna. Vysledky metody

s nefunknimi protilatkamia-MPyV C-term VP2/3 a-BKV C-term VP2/3 nejsou uvedeny.
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Obr. 11 Western blot pro ow¥eni funkénosti a specificity krali¢ich polyklonalnich protilatek proti
C-koncovému peptidu minoritnich protéipolyomavifi MPyV a BKV. Antigen: denaturovany RIPA lyzat
burgk 9 infikovanych rekombinantnimi bakuloviry nesoucineiny pro proteinyA) MPyV VP3 (23 kDa) a
B) BKV VP1/3 (26,7 kDa). Idealried:ni testovanych primarnich protilatek 1:5000 gbIPyV C-term VP2/3
a 1:1000 prai-BKV C-term VP2/3. Sekundarni protilatkenRb — HRP (1:1000).
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Obr. 12 Western blot pro owfeni funkénosti a specificity krali¢ich polyklonalnich protilatek proti
C-koncovému peptidu minoritnich protéipolyomavifi MPyV a BKV. Imunodetekce minoritnich protéin
na NC membréhn Antigen: denaturovany RIPA lyzat bklaHEK 293T transfekovanych vektory nesoucimi
geny pro proteinyA) MPyV VP2 (35 kDa) a MPyV VP3 (23 kDd&) B) BKV VP2 (38,3 kDa) a BKV VP3
(26,7 kDa). NK — negativni kontrola (lyzat netragigfvanych HEK 293T buwk), PK — pozitivni kontrola
(lyzat 59 burek infikovanych rekombinantnim bakulovirem produkifit minoritni proteiny MPyV a BKV).
Idedlnifedni testovanych primarnich protilatek 1:5000 prMPyV C-term VP2/3 a 1:1000 pr@BKV C-
term VP2/3. Sekundarni protilatkax2b — HRP (1:1000).

5.1.2. Priprava antigenu pro produkci novych polyklonélnichprotilatek
Pro sledovani lokalizace minoritnich proteim buice bylo poteba gipravit novou protilatku.
Material pro imunizace bylijpraven transfekci saich burgk metodou Turbofect nebo nukleofekci

pomoci pistroje Amaxa Nucleofect8f vekory ph2b a ph2p (kap 4.14.12). Aby mohly byhonitni
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proteiny z gelu viezavany beziedchozi fixace a barveni, bylo feita misto markeru molekulovych
hmotnosti pouZit izolované virové partikule obsétiyproteiny VP1 a VP2. Po reverzibilnim sraZeni
proteiri ledovym 0,1M KCI se prouzky ze vzorku VLPs v olilggoteinu VP1 a VP2 objevily velmi
viditelné a bylo mozné podle vy3ky VP2 ifgnout odpovidajici prouzek z lyzatu transfekovdmnyc
bursk.

Virové partikule nutné pro Wgzavani proteiinz gelu byly izolovany centrifugaci v CsClI gradient
kap. 4.13.2, a 4.13.3, byly &eny hemaglutinenim testem (vysledek neuveden), SDS-PAGE
(Obr. 13B), imunodetekci specifickymi protilatkama NC membr&h (Obr. 13C) a elektronovou
mikroskopii (Obr. 13A). Pro ilustraci jsou uvedepguze vysledky pro MPyV, pro BKV vsak byly
vysledky obdobné. Material pro imunizace kralilgyl ptipraven podle postupu uvedeného v kap.
4.14.12, ovren imunodetekci na NC membigafObr. 13D) a ve forh zamraZzeného drceného PAA
gelu vroztoku PBS pro TK bylipdan firng Exbio k vyrolg polyklondlni protilatky. B kazdé
imunizaci byla intraperitonearaplikovana kazdému kralikovi jedna davka antig@iva prouzky PAA
gelu rozdrcené ve 100 pl PBS pro TK). Mezi imunéracbyla odebirana krev a sérum bylo firmou
Exbio testovano natftomnost protilatek. fcisténé krevni sérum imunizovanych krélifsme nakonec
testovali pomoci metody ELISA a Imunofluorescen@mlkem byly pipraveny d¢ protilatky;
protilatka proti minoritnim proteiim BKV (a-BKV VP2/3) a protilatka proti minoritnim proteim
MPyV (a-MPyV VP2/3).
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Obr. 13 Priprava materialu pro imunizaci kralik &. Nejdiive byly gipraveny a o¥ieny VLPs MPyV VP1/2,
protoze podle vysky prouzku VP2 proteinu ve VLPsidoviditelného v 0,1M KCI byly viezavany
odpovidajici prouzky polyakrylamidového gelu s rdedym burénym lyzatem obsahujicim VP2 protein
MPyV. Tento material byl nasledmozdrcen v PBS pro TK a pouzit na imuniza&g Elektronmikroskopicky
snimek MPyV VP1/2 VLPsB) Proteinovy SDS-PAGE elektroforetogram MPyV VP1/2Pg obarveny
barvou Coomassie G-250) Imunodetekce VP2 proteinu specifickou protilatk@uNC membr&hve vzorku
MPyV VP1/2 VLPs.D) Imunodetekce VP2 proteinu v materialtippaveném pro imunizace na vyrobu nové
protilatky. PK — pozitivni kontrola, VP2i — materigro imunizace. Pouzité protilatky: primarni ptatka
a-MPyV C-term VP2/3 (1:5000); sekundarni protilataRb — HRP (1:1000).
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5.1.3. Ovéreni funkénosti a specificity novych polyklonalnich protilatek
Pred pouzitim novych protilatek bylo feba ot owfit jejich specificitu a funknost. Bylo proto
provedeno testovani pomoci ELISA testu kKemi vhodnéhdedini protilatky a nasledntestovani

pomoci metody Imunofluorescence.

5.1.3.1.ELISA test pro uréeniFedéni novych polyklonalnich protilatek
Jako antigen pro testovani protilatky byl pouzitdiyburk HEK 293T transfekovanych vektory

nesoucimi geny pro minoritni proteiny VP2 MPyV (ph2ebo BKV (ph2b) a jako kontrola byl pouZzit
lyzat netransfekovanych bek Krali¢i sérum bylo ped testovanim vysycendgs noc na Petriho misce
s konfluent& narostlou kulturou butk NIH 3T3. Redsni protilatky bylo provedeno v roztoku PBS
dvojkovoutadou. Jako nejlepSi se podle tohoto testu jeetbni protilatek 1:80 az 1:160fiRomto
fedni jsme detekovali signal vysSi nez 0,1 a zatdvg signal u negativni kontroly asi polowi.

Vysledky nefeni absorbance jsou uvedeny v Tabulce 3

Redéni 10x 20x 40x 80x | 160x | 320x | 640x |1 280x|2 560x| 5 120x| 10 240x| 20 480x]
MPyV VP2 | 1,2237| 0,8438| 0,6183| 0,3942| 0,2547| 0,1659| 0,1153| 0,0853| 0,07 | 0,064§ 0,0607| 0,0583
NK -M 0,9965| 0,6566| 0,4382| 0,2789| 0,1717| 0,1293| 0,1055| 0,0774| 0,07 | 0,0631 0,0687| 0,0625
BKV VP2 |1,0921|0,8402| 0,5771| 0,4316| 0,2797| 0,2027| 0,1496| 0,1185| 0,1002| 0,0943| 0,0926| 0,082
NK - B 0,731| 0,52190,3745| 0,2592| 0,1929| 0,1515| 0,114 | 0,09160,0779| 0,0687| 0,0643| 0,06449

Tabulka 3. ELISA test novych protilatek proti minoritnim proteinam BKV a MPyV. V tabulce jsou
uvedeny vysledky gfeni absorbance. Jako nejvhedh se jeviredni protilatek 1:80 az 1:320, vestgim
fedni uz neni {lis patrny rozdil v absorbanci mezi pozitivnim vizem a negativni kontrolou.

5.1.3.2.Imunofluorescence
Pro testovani protilatek pomoci imunofluorescengly Ibuiiky pasaZzovany na kryci séka a

transfekovany metodou Turbofect vektory nesouciemygpro minoritni proteiny VP2 vir MPyV
(ph2p) a BKV (ph2b). Tyto vektory zaravenesou referami gen pro zeleny fluoresaémi protein,
podle ®jZ je mozné kontrolovat Ugpnost transfekce. Z tohotouvbdu bylo nutné pro
imunofluoresceéni detekci proteifa v buikadch pouzivat sekundarni protilatkuf@ — AF 546, ktera
ma vsak ¥tSi pozadi, nez sekundarni protilatky konjugovameedenym fluoroforem. Protilatky byly
pripraveny viedni 1:50 az 1:300, nejlepSi vysledekRlmiedEni 1:300. Protilatkan-MPyV VP2/3
dosahovala nejlepSiho zfemi @i fedni 1:300 (Obr. 14). Pozorovali jsme specifické camd burk
exprimujicich GFP (kontrola transfekce) a pouze iméni nespecifické ziani. BohuZel, nay
pripravend protilatkan-BKV VP2/3 se v biikkach vazala pouze nespecifickyi pSech pouZzitych
fed®nich (vysledky neuvedeny) a neni pro imunofluora&eiedetekci minoritnach proteirBKV viru
vhodna.
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Zeleny kanal (GFP) Cerveny kanal (MPyV VP2) Piekryv kanalu

Obr. 14 Detekce minoritniho proteinu VP2 MPyV v buikdch HEK 293T novou protilatkou a-MPyV
VP2/3 metodou imunofluorescence Pole ,zeleny kandal* reprezentuje itky, v nichz se po transfekci
produkuje minoritni protein VP2. Gen pro GFP pnoteimitujici v zeleném spektru viditelnéhoeta je
soutasti vektoru ph2p pouzivaného k transfekci. Porveny kanal“ reprezentuje iky detekované novou
protilatkoua-MPyV VP2/3 a sekundarni protilatkowBb — AF 546 mitujici v oranzovém spektru viditelného
swtla. Pole ,fekryv kanah" znadzohuje p'ekryv zeleného aerveného pole a zobrazuje tak stejnou lokalizaci
protilatky s mistem produkce minoritniho proteifouZitéiedini primarni protilatky je 1:300, sekundarni
protilatka je fedéna v ponu 1:1000. Snimky byly gizeny invertovanym fluoresc&mim mikroskopem
Olympus IX 71 Inverted Fluorescence Microscope (@Qiys).

5.2.Porovnani cytotoxicity minoritnich proteina MPyV a BKV

Jak bylo jiz zmigno v teoretickém Uvodu této prace, minoritni progeMPyV maji afinitu
k burgénym membranam a sekundérni strukturou a svou hgbi@fou se velmi podobaji viropoiim.
Proto se pedpokladd, Ze stejrjako viroporiny, i ony maji cytotoxicky efektipprodukci v butkach.
Cytotoxicita minoritnich protein MPyV byla také v na3i laboratoovérena i jejich samostatné
produkci v sawich buré¢nych kulturach (Huerfancet al., 2010). Vramci srovnani vlastnosti
minoritnich proteid MPyV a BKV vird byla provedena predikce hydrofébnich domén mintra
proteinu VP2 pomoci predikiho softwaru Membrane Protein Explorer (verze 1RR. RestoZe
sekverini podobnost VP2 proteingahto dvou polyomavir neni ilis vysoka, predikce hydrofébnich
oblasti obou proteinse jevi velmi podokin(Obr. 15).
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Obr. 15 Predikce hydrofébnich oblasti minoritniho poteinu VP2. Osa x reprezentuje padi aminokyselin

v proteinu, na ose y je vynesena predikovana myjdrdfiobicity proteinu. Hydrofébni oblasti jsou ziesy
horizontalnimicervenymi Useékami. A) MPyV VP2 s temi predikovanymi hydrofébnimi oblastnid) BKV
VP2 sectyimi predikovanymi hydrofébnimi oblastmi. Predikcedprovedena pomoci softwaru Membrane
Protein Explorer verze 3.2.15.

Vysoka hydrofobicita minoritnich proteinBKV nazn&uje, Ze i ony by mohly mit cytotoxické
vlastnosti, dosud to vSak nebylo popsano v litéeatlProto jsme se rozhodli miru cytotoxicity
minoritnich proteif obou vii porovnat. Pro srovnéni cytotoxickych vlastnosthonitnich proteif
byla provedena nukleofekce g&h burgk 3T3 vektory ph2b, ph3b, ph2p a ph3p kodujicinmiygpro
minoritni proteiny obou vir a také gen pro GFP protein. Pro &dai vlivu GFP proteinu
v cytotoxickych testech byl jako kontrola k nuklekéi pouZit také vektor phGf produkujici pouze GFP
protein. Posledni kontrolou prodeni miry cytotoxicity zpsobené samotnou nukleofekci byly st
pouzity buiky 3T3, se kterymi bylo manipulovano stg&jiako s transfekovanymi Bilkami, pouze bez
pritomnosti vektoru. Cytotoxicita minoritnich protéibyla detekovana &enim enzymatické aktivity

uvolreéné laktat dehydrogenazy z mrtvych Bknkap. 4.13.1). Experiment byl proveden ve dvou
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opakovanich, mira cytotoxicity minoritnich proteije graficky znazoréna na Obr. 16, nagfené
hodnoty a vypéty jsou uvedeny viflloze S1. Oba nezavislé experimenty n&mjiastejné vysedky,
procentuals se ale mira cytotoxicity mezi experimenty liSijwéSi rozdil Ize pozorovat §ase 24 h po
transfekci. Zde se mira toxicity minoritnich proieiBKV viru v prvnim experimentu bliZi toxigit
proteinu GFP, ale v druhém experimentu se vyrovitdizita minoritnim proteifiv MPyV (Obr. 16).
Proto pro weni toxicity BKV proteiri v tomoto ¢ase bude nutné experiment opakovat. Nicgmén
vysledky uvedené v Obr. 16 nazod, Ze v porovnani s GFP transfekovanymiikami jevi minoritni
proteiny obou polyomawirvy3si miru cytotoxicity a mira cytotoxicity ma 8ech sledovanych vzark
stoupajici tendenci s nestajicimcasem. Zaroue vysledky naznéuji, Ze minoritni proteiny MPyV

N e

vykazuji vy8Si miru toxicity, nez minoritni protgiBKV polyomaviru.
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M 24h 81,87 66,22 82,62 98,37 37,47

Obr. 16 Grafické znazornéni porovnani miry cytotoxicity minoritnich protein polyomavira MPyV a
BKV piijejich samostatné produkci v sa¥ich bunikach. Vysledky dvou nezavislych opakovani experimentu
uvedené v grafech vychazeji ze stanoveni mnozseyneaticky aktivni LDH v supernatantech odebranych
z jednotlivych vzork v ¢asovych intervalech 7, 12 a 24 hodin po transfé&nym vektorem. Mnozstvi enzymu
LDH uvolnéného do supernatantu je &mé mnozstvi mrtvych bék ve vzorku. Mira cytotoxicity byla
upravena nadinnost transfekce a je vyjéeha v procentecttiselné hodnoty miry cytotoxicity jsou uvedeny
pro prehlednost v tabulkach pod grafy. Primarni datapoity jsou uvedeny vifloze S1.
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5.3. Studium interakci minoritnich protein @« MPyV a BKV

Doposud nebylo popsano mnoho proteige kterymi minoritni proteiny interaguji. Z kignych
proteirni byla potvrzena jejich interakce riag rodinou tzv. protein disulfid izomeraz nebaateiny
ERAD drahy (kap. 3.5.2). U viropotinbylo prokdzano, Ze t¥bhomo nebo heterooligomerni pory
v lipidickych membranach a protoZze se minoritnitgiroy polyomaviéi svou predikovanou terciarni

strukturou viroporiim velmi podobaji, rozhodli jsme se prozkoumat Jeyeajemné interakce.

5.3.1. Detekce minoritnich proteini v makromolekularnich komplexech po

chemickém zegfovani proteini

Pro owteni, jestli minoritni proteiny po individuaini exgsi ibec tvdi makromolekularni
komplexy, jsme se rozhodli vyuzit metodu chemickétrosslinku“ (kap. 4.14.11). Po chemickém
zestfovani proteif v lyzatech transfekovanych 293T kknbyly komplexy obsahujici minoritni
proteiny sledovany pomoci metody SDS-PAGE a naslddnunodetekce na NC membéackap.
4.14.4,4.14.7 a 4.14.8). V tomto experimentu IpdyZzity dva typy kontrol ozganych NK a DMSO.
Oba vzorky reprezentuji lyzat bélntransfekovanych vekotrem kédujicim dany minorjindtein, od
ostatnich vzork se liSi pouze néfiomnosti zesbvacihctinidla DSS. Ve vzorku DMSO je pro konrolu
vlivu na tvorbu komplek navic gidan pouze dimethyl sulfoxid, wmZ je zesiovaci ¢inidlo DSS
redno. Ritomnost komplek ve vzorcich zesbvanych DSS byla porovnavana pféa/gmito dwma
kontrolnimi vzorky, ve kterych by se komplexy (ozeaé v obrazcickervenymi Sipkami) nety
objevit. Vysledky tohoto experimentu jsou uvederay abr. 17. U vSeclityt vzorki sledovanych
minoritnich proteif se po detekci na NC memb#dkrone prouzku odpovidajicimu jejichiipozené
velikosti (ozn&eno zelenou Sipkou) objevily také prouzky s vySsiakulovou hmotnosti (ozdano
cervenymi Sipkami). Ty mohou reprezentovat protetn@@emplexy, v nichZ jsou minoritni proteiny

pritomny, nap. interakce minoritnich proteirs bugénymi proteinyéi vzajemné interakce minoritnich

proteini.
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Obr. 17 Sledovani tvorby komplexi minoritnich protein viri MPyV a BKV po chemickém zesfovani
proteini. Lyzaty bugk 293T produkujicich po transfekci minoritni protgibyly chemicky zegbvany
opasobenim DSS (disukcinimidyl suberat) ©izmé koncentraci. Zp@étku se vaistajici koncentraci DSS
vzrasta i mnozstvi prouzkreprezentujici komplexy proteiricervené Sipky), pofekraseni koncentrace 2mM
DSS vS8ak prouZk opst ubyva. Zelené Sipky reprezentuji monomery miméch proteii. A) Buiiky 293T
produkujici po transfekci vektorem ph2p MPyV VPtein. B) Buitky 293T produkujici po transfekci
vektorem ph3p MPyV VP3 proteirC) Buiky 293T produkujici po transfekci vektorem ph2b BKAP2
protein. D) Buiky 293T produkujici po transfekci vektorem ph3b BKWP3 protein. NK — lyzat
transfekovanych 293T bgk, DMSO - lyzat transfekovanych 293T kilropisobeny pouze DMSO, ¥mz je
feddno zesfovaci ¢inidlo DSS. Pouzité protilatky: priméarni protilatkeMPyV C-term VP2/3 (1:5000),
primarni protilatkau-BKV C-term VP2/3 (1:1000); sekundarni protilatkaRb — HRP (1:1000).

5.3.2. Sledovani nativnich proteinovych kompled metodou BN-PAGE

Vzhledem k tomu, Ze jsme detekovali makromolekil&omplexy tvdené minoritnimi proteiny,
rozhodli jsme se tyto komplexy dale charakterizov@to separaci a naslednou charakterizaci
proteinovych komplek jsme zvolili modrou nativni proteinovou elektradau, tzv. Blue Native —
PAGE Tato metoda umditije rozdleni proteinovych komplax v nativnim stavu bez nutnosti
predchozi denaturace vzorkuaplikace chemickych latek #ipobujicich vzajemné provazani profein
Detekce komplek pomoci protilatek probiha padeneseni proteinz gelu na PVDF membranu. Mira
podminkou celé metody. Abychom mohli tuto metodwzity bylo teba nejprve zjistit, za jakych
podminek je rozpustnost minoritnich protedPyV i BKV nejlep3i. Spathrozpustné proteiny totiz

po naneseni do jamek putuji gelem arteficiglabo nemusiipelektroforéze do geluibec vstoupit.

5.3.2.1.Testovani rozpustnosti minoritnich proteini
Nejdrive byla testovana rozpustnost minoritnich prdteinmodifikovaném RIPA pufru (mRIPA,

kap. 4.14.1.2), ktery byl pro tento experiment &bna zaklagl vysledki testu rozpustnosti proteinu
VP1 MPyV v fiznych lyz&nich pufrech (Hornikovéa, 2012). Bky transfekované vektory ph2p, ph3p,
ph2b nebo ph3b byly lyzovany v mRIPA pufru na I¢kiap. 4.14.1.2). ftomnost proteifi v solubilni
frakci a mnoZstvi proteinv nerozpustné frakci bylo analyzovdno metodou $IA&E a naslednym

barvenim PAA geldi imunodetekci minoritnich proteirspecifickymi protilatkami na NC membré&n
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(4.14.8). \ktSina proteid se v obou fipadech nachazela v solubilni frakci (Obr. 18. A, sZejrE jako
minoritni proteiny BKV viru (Obr. 18 B). Naopak, nuritni proteiny MPyV byly velmi Spatn

rozpustné, nachazely sgedevsim v nerozpustné frakci (Obr. 18 D).

A) BKV — Celkové proteiny B) BKV — Imunodetekce minoritnich potein
M VP2p VP2s VP3pVP3s NKp NKs M VP2p VP2s VP3p VP3s NKp NKs
260 — P 260 ——
140 — ' 140 —wum
100 — — 100 -
t
50 — — E 50 —
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C) MPyV — Celkoveé proteiny D) MPyV — Imunodetekce minoritnich potéin
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Obr. 18 Rozpustnost minoritnich proteini MPyV a BKV vir @ v mRIPA pufru. Rozpustnost minoritnich
proteini polyomaviru BKV a MPyV v mRIPA pufru byla stanovepomoci SDS-PAGE a naslednym barvenim
PAA gelu Coomassie Brilliant Blue G-250 nebo imuetadkci minoritnich proteinimobilizovanych na NC
membrag. Rozpustnost minoritnich protéiviru BKV je dost&ujici pro pouziti p BN-PAGE. Z obrazku je
patrné, Ze jald) celkové proteiny, talB) minoritni proteiny BKV jsou vice zastoupeny v supgantu, nez
v peletu. Rozpustnost minoritnich protieiMPyV polyomaviru je v mRIPA pufru nizka a pro paupii BN-
PAGE nevhodn&C) Celkové proteiny jsou sice&ipomny jak v peletu, tak v supernatantu vZgiR) minoritni
proteiny MPyV jsou vSak vyra#mvice nerozpustné a vyskytuji se spiSe v peletuyrsipernatantu. Oz&eni
vzorki: s = supernatant, p = pelet, NK = negativni kdatrmetransfekované bBky HEK 293T). Pouzité
protilatky: primérni protilatkan-MPyV C-term VP2/3 (1:5000), primarni protilatkeBKV C-term VP2/3
(1:1000); sekundarni protilatkao®b — HRP (1:1000).
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Bylo tedy pgipraveno gkolik dalSich lyzénich roztok s tiznym obsahem detergént LP
(neobsahuje zadny detergent), LM (obsahuje DDMXa(dbsahujici Triton X-100) (kap. 4.14.2) a
transfekované hiky produkujici MPyV VP2 a VP3 proteiny v nich byR4 hodin po transfekci
lyzovany. Ritomnost proteii v solubilni frakci a mnoZstvi proteinv nerozpustné frakci bylo
analyzovdno metodou SDS-PAGE a naslednym barveith @elu ¢i imunodetekci minoritnich
proteiri specifickymi protilatkami na NC membré&nlak je patrné z obr. 19, anigehto pufrech nebyl
protein MPyV VP2 dot®e rozpustny, nachazi s&$inou v nerozpustné frakci, i kdy#tgina bugenych
proteini se nachazi v supernatantu (rozpustna frakce).slédifi testu rozpustnosti vyplyva, Ze
minoritni proteiny MPyV jsou insolubilni ve vSeakstovanych lyzanich pufrech, proto se BN-PAGE
nehodi pro studium jejich interakci. Nicndénozpustnost minoritnich proteéiBKYV viru je dost&ujici
a takto pipravené lyzaty mohou byt separovany metodou BN-BAG

LPp LPs 'I:Xp TXs LMp LMs M LPp LPs TXp TXs LMp LMs

180 — _
- 260
116 T - - v 140—
96 —T .. 100—
65 T ?’ =1 70—
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Obr. 19 Rozpustnost minoritnich proteini MPyV v raznych lyzaénich pufrech. Rozpustnost minoritnich
proteini polyomaviru MPyV byla stanovena pomoci SDS-PAGEaslednym barvenim PAA gelu Coomassie
Brilliant Blue G-250 nebo imunodetekci minoritniphoteini imobilizovanych na NC membrénPrestoze
rozpustnost celkovych proteife ve vSech pufrech dobré a vice praigeobsazeno ve vzorcich supernatantu,
nez ve vzorcich peletu (vlevo, Coomassie), minoptoteiny MPyV jsou ve vSeclieich pufrech velmi mélo
rozpustné a jejich velk&st Zistava v peletu (vpravo, Imunodetekce). Gaméd vzorki: s = supernatant, p =
pelet, NK = negativni kontrola (netransfekovandéikyuHEK 293T), zkratky LP, TX a LM ozraji rizné
lyzaéni pufry (slozeni viz kap. 4.14.2). Pouzité prdakia primarni protilatkai-MPyV C-term VP2/3 (1:5000),
primarni protilatkau-BKV C-term VP2/3 (1:1000); sekundarni protilatkaRb — HRP (1:1000).

5.3.2.2.BN-PAGE
Pro pipravu bugénych lyzafi jsme pouzili mRIPA pufr, vémz byly minoritni proteiny
polyomaviru BKV dolbe rozpustné. Lyzaty byly naneseny na 3-12% natpeli ve 3 fiznych
koncentracich, separované komplexy byigneseny na membranu a minoritni proteiny byly ¢deng
protilatkou a-BKV C-term VP2/3. | kdyZ minoritni proteiny nebylyetekovany ve své monomerni
podol&, pozorovali jsme velmi slabé prouzky s vysokou ekalovou hmotnosti (obr. 20A), paérn

reprezentujici makromolekularni komplexy obsahuyjicitein VP2 nebo VP3. Bédnymi proteiny,
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které interaguji tést se vSemi proteinyipjejich skladani do spravné konformace, jsou chape
Interakce konstitutivea produkovaného saiho chaperonu Hsc70 z chaperonové rodiny Hsp70
s hlavnim kapsidovym proteinem VP1 MPyV jiZz bylakézana (Cripet al., 1995; Hornikova, 2012),
stejrg tak jako interakce Hsc 70 s minoritnimi proteinyPW (Cripeet al., 1995),¢i Hsp 70 s VP2
proteinem viru SV40 (Geigeat al., 2011; Giordeet al., 2013). Proto jsmeipdpokladali, Ze jednim
Z moznych proteiin interagujicim s minoritnimi proteiny BKV viru by ahly byt pra¥ chaperony z
rodiny Hsp70. Bvodre navazana protilatkaBKYV C-term VP2/3 byla proto z membrany odmyta godl|
postupu popsaného v kap. 4.14.9 a pro detekci ohape proteinové rodiny Hsp70 byla pouzita
specifickd mysi polyklondlni protilatkeeHsp70. Protein Hsp70 byl detekovan ve fémmonomeru a
ve vySich molekularnich komplexech jak v lyzateandk exprimujicich BKV VP2/3 tak i v lyzatech
kontrolnich bugk (obr. 20B,cerné Sipky). Nicméav lyzatech buék exprimujicich BKV VP2/3 byly
nalezeny i makromolekularni komplexy, které byleafické pouze pro hiky exprimujici minoritni
proteiny a nevyskytovaly se v lyzatu kontrolnichndlu (Obr. 20B, zelené Sipky). Navic byl
identifikovan i jeden komplex detekovany protilatke-Hsp70, ktery by svou molekulovou hmotnosti
mohl odpovidat komplexu specificky ozmes@mému i protilatkow-BKV C-term VP2/3 (obr. 20A a B,
¢ervena Sipka). Tyto vysledky nazigi, Ze minoritni proteiny BKV viru by potenci@mohly vytv&et

komplexy s chaperonem Hsp70. Tuto hypotézu vSak buthé jest owetit.

A) a-BKV C-term VP2/3
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B) a-HSP70
BKV VP2 [ng] BKV VP3 [ng] NK [ng]
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Obr. 20 Detekce nativnich proteinovych komplett na PVDF membrarg po separaci metodou BN-PAGE.
Vzorky lyzati 3T3 burk po nukleofekci vektory ph2b (BKV VP2) a ph3b (BKVP3) byly naneseny
v mnozstvi 30, 60 a 120 ng celkového proteinu, ja&gativni kontrola (NK) slouzi lyzat netransfekoyah
3T3 burgk. A) Detekce makromolekularnich komptes minoritnimi proteiny pomoci specifické protilgitk
proti minoritnim proteidm BKV (a-BKV C-term VP2/3). Komplexy obsahujici minoritni proteiny jsou
ozna&eny Sipkami. B) Detekce makromolekularnich kompiexspecifickou protilatkou a-Hsp70.
Makromolekularni komplexy obsahujici ,heat shockdtein rodiny 70 jsou oztany Sipkami, spodni
nejvyrazijSi prouzek reprezentuje monomerni ,heat shock“tgino Hsp70. Zelené Sipky reprezentuji
komplexy vyskytujici se pouze v lyzatu knprodukujicich BKV VP2 nebo VP3 proteitiervena Sipka
znézotiuje potencialni komplex minoritnich proté&iBKYV viru a proteinu Hsp70. Pouzité protilatky: mrni
protilatka a-Hsp70 (1:1000), primarni protilatka-BKV C-term VP2/3 (1:100); sekundarni protilatka
GoRb — HRP (1:1000), sekundarni protilatkaN6— HRP (1:1000).

5.3.3. Piriprava expresnich vektoii pro studium interakci minoritnich protein

Metodou BN-PAGE jsme detekovakkolik makromolekularnich kompléxminoritnich protein,
ale touto metodou jsme nebyli schopni komplexyebtiharakterizovat. Proto jsme se rozhodli vyuzit
metodu tandemové afinitni purifikace. Tato metotiadné pro studium proteinovych kompiejpe
zaloZené na izolaci proteinovych komplepomoci faznich zrgk ungle pripojenych k proteinu
naseho z4jmu. Diky vzadjemné interakci proidak pomoci této metodyimeme ziskat cely interaki
komplex a naslednjeho sloZeni analyzovat napomoci nativni elektroforéz§i SDS-PAGE. Aby
bylo mozné studovat tvorbu homooligoriagninoritnich proteif, je poteba mit k dispozici minoritni
proteiny se d&ma riznymi flznimi znakami. Vektory nesouci geny pro minoritni proteidgdvané
s GFP proteinem jiz byly v naSi laboratpripraveny dive, mym Ukolem bylo fpravit expresni
vektory kodujici sekvence minoritnich protiis C-koncovou znkou capTEV, ktera je sdasti
systému ,Native pure purification system” (Thermisdher Scientific). Bpojeni zngky k C-konci
proteinu bylo zvoleno za#gmé; jiz drive bylo v naSi laboratboveéreno, Zze minoritni proteiny MPyV
s C-koncovou znigkou se na rozdil od N-koncovych faznich proteaiovaji podob# jako proteiny
divokého typu (Huerfanet al., 2010). Sodasti znaky capTEV jsou sekvence ozemé jako ,BioEase
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Tag," dw sekvence rozpoznavané TEV protedzou, sekvenckliprbag a V5 epitop. Tzv. ,BioEase
Tag"“ je sekvence ziskana z genomu bakt&tighsiella pneumoniae kodujici peptid o velikosti 72
aminokyselinovych zbytk Tento peptid je v bakterii mistentifpzené biotinylace a po uitém
pripojeni k proteinu jen vivo také biotinylovan. ,BioEase Tag" pdipojeni ke studovanému proteinu
slouzi k jeho snadné purifikaci afinitni chromatfgrdiky interakci biotin — avidin/streptavidin EV
sekvence jsou mista proteolytickéhép&ni rozezndvana TEV protedzou (Tobacco Etch Vieus)
slouzici k uvolgni proteinového komplexu navazaného na mattivafinitni chromatografii. His Tag
Ize vyuZzit pro purifikaci proteinu afinitni chronagrafii nebo, steghjako V5 epitop, k imunodetekci
proteinu pomoci specifickych protilatek. V naSidedidi jiZ byly ptipraveny expresni vektory kddujici
minoritni proteiny MPyV i BKV vii fuzované na C-konci s capTEV zkau (Fraiberk, nepublikovana

data), ale nebyla é¥ena produkce fuzniho proteinu v &ah buikach.

Vektory byly izolovany a pouZity k nukleofekci biin3T3 pro detekci proteinpomoci metody
Western blot. Pro imunodetekci proteibyly pouZity specifické protilatky jak proti spélee casti
minoritnich proteif (a-MPyV C-term VP2/3 a-BKV C-term VP2/3), tak proti biotinuatbiotin).

BohuzZel, ani jeden protein se nepiidav burgéném lyzatu detekovat (vysledky neuvedeny).

Rozhodli jsme se tedy pragklonovani getn rekombinantnich minoritnich protéirs capTEV
znakou do jiného expresniho vektoru, vhédmpraveného pro expresi v &h buikach. Tento postup
byl jiz drive s Gspchem aplikovan na expresni vektor kdédujici gengoodein VP1 MPyV (Hornikova,
2012). zvolili jsme vektor phGf, ktery je kostrounkenich expresnich vektorph2p, ph3p, ph2b a
ph3b, ze kterych jsou produkovany minoritni progeaoou polyomavik. Byla tedy provedena PCR
reakce pro amplifikaci minoritnich protéins capTEV znékou s pouzitim kombinace ,forward"
primeri ¢. 1 - 4 a ,reverse” primerd. 5 (Obr. 21). Primery ,forward“ byly navrzeny sgdoesni
sekvenci CACC, které nasledomoziuje tzv. TOPO klonovani do vektoru. Jako templa PCR
reakci byl vzdy pouZit odpovidajici neprodukujigpeesni vektor pMPyV VP2-biotin, pMPyV VP3-
biotin, pBKV VP2-biotin nebo pBKV VP3-biotins kostrou pcDNA 3.2capTEV-CT-V5-DEST,
podminky PCR reakce s teplotnim gradienténmasedani primérjsou popsany v kap. 4.12.7.
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Obr. 21 Elektroforetogramy fragmenti geni minoritnich proteini s capTEV kotvou amplifikovanych
pii PCR reakci s teplotnim gradientem.Teplotni gradient byl zvolen od 50 do 56 °C, ¥eah pipadech
byly produkty PCR reakce specifické. VSechny mikiomavky stejného vzorku byly tedy pro dalSi praci
spojeny dohromady.tBdpokladana velikost vzniklych fragménBKYV VP2: 1483 bp, BKV VP3: 1126 bp,
MPyV VP2: 1391 bp, MPyV VP3: 1046 bp. DNA fragmetyly zviditelnsny pomoci GelRed Nucleic Acid
Stain.

K amplifikaci sekvence byla pouzita termostabiliN®polymeraza Pfu, kterd vytiidfragmenty s
tupymi konci. Pedpokladana velikost vzniklych fragméryla 1483 bp pro BKV VP2, 1126 bp pro
BKV VP3, 1391 bp pro MPyV VP2 a 1046 bp pro MPyV 3/FAmplifikované PCR produkty byly
spojeny a fecistény pomoci soupravy High Pure Purification Kit (Reghejich integrita byla asfena
agarozovou elektroforézou (vysledek neuveden) dedésgalo jejich vioZeni do vektoru pENTR
D-TOPO (viz kap. 4.12.10). Taktofipravenymi ,entry“ vektory pojmenovanymi pEDT-B2ehi
pEDT-B3-bio, pEDT-M2-bio a pEDT-M3-bio byly transfoovany elektro-kompetentni bakterie
kmeneE. coli TOP10. V vybranych transformovanych bakterialnfobnokolonii byly alkalickou
metodou izolovany vektory. Uggnost viozeni fragmentu do vektoru byla@i@na restriknim $&penim
enzymem Aflll (BKV) nebo BamHI (MPyV) (Obr. 22) i@dpokladand velikost fragméntzniklych
restrikinim Sg€penim byla 923 a 3140 bp pro vektor pEDT-B2-biof 56 3140 bp pro vektor
pEDT-B3-bio, 1000 a 2977 bp pro vektor pEDT-M2-Bi@000 a 2632 bp pro vektor pEDT-M3-bio.

pEDT-B2-bio + Aflll pPEDT-B3-bio + Aflll
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pEDT-M2-bio + BamHI pEDT-M3-bio + BamHI
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Obr. 22 Elektroforetogramy reprezentujici vektory pEDT-B2-bio a pEDT-B3-bio po restrikénim Stépeni
enzymem Aflll a vektory pEDT-M2-bio a pEDT-M3-bio po restrikénim S&peni enzymem Fast Digest
BamHI. Predpokladana velikost fragméntvzniklych restriknim Sgpenim byla: 923 a 3140 bp
(pEDT-B2-bio), 566 a 3140 bp (pEDT-B3-bio), 10002877 bp (pEDT-M2-bio) a 1000 a 2632 bp
(pPEDT-M3-bio). DNA fragmenty byly zviditekny pomoci EtBr.

Od kazdého konstruktu byly pro dalSi praci vybrdmgkterialni monokolonie oztené
cervenym obdélgkem. V gipadt pouZziti enzymu Aflll nedoslo k uplnémuwpeni vektoru a proto byly
vektory z vybranych monokolonii 8keny znovu $penim (viz Obr. 23). Z vybranych bakterialnich
monokolonii byly opt izolovany vektory. Vzhledem k tomu, Zei prvnim pouZziti enzymu Aflll
nedoslo k uplnému &peni vektoru, byly izolované vektory kddujici miitof proteiny BKV viru znovu
owteny restriknim S&penim enzymem Aflll (Obr. 23).

Nestépeno Stépeno Aflll
B2.3 B24 B3.2 B33

3140 bp

Obr. 23 Elektroforetogram ovéfeni kondice vektori pEDT-B2-bio a pEDT-B3-bio a jejich restrikéniho
ovéfeni enzymem Aflll. Ze &tyt vybranych monokolonii jsou pouze dva vektory (@eme ¢ervenym
ramekem) Stpeny enzymem Aflll podle fiedpokladu, vznikaji prouzky o velikosti 3140, 923%66 bp.
Vektory izolované z&chto dvou monokolonii byly @¥eny také sekvenaci. DNA fragmenty byly zviditaig
pomoci GelRed Nucleic Acid Stain.

Vektory izolované z jedné monokolonie kazdého kaksti byly nasled& owtreny sekvenaci
S pouzitim primek ¢. 6 a 7, které jsou komplementarni k sekvenci wekpENTR D-TOPO v okoli
inzertované sekvence (vysledky neuvedeny). Poi& fdvedena LR rekombinaceédenych ,entry”

vektori s ,destination” vektorem phGf (kap. 4.12.10). Tagly vytvoieny expresni vektory ph2b-bio,
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ph3b-bio, ph2p-bio a ph3p-bio kddujici sekvencearitnich proteii BKV a MPyV s C-koncovou
znakou capTEV vloZzené do kostry vektoru phGf. Genommady pouzitych expresnich vekgsou

na Obr. 24. LR rekombirtai sn&si byly transformovany bakterie kmegecoli DH50, z vybranych
monokolonii byly opt alkalickou metodou izolovany vektory aggny restriknim $&penim enzymem
Notl (Obr. 25A). Pedpokladana velikost vzniklych fragmériyla 906 a 4556 bp pro ph2b-bio, 906 a
4209 bp pro ph3b-bio, 906 a 4480 bp pro ph2p-bd®@& a 4135 bp pro vektor ph3p-bio. Dale byly
vybrany ctyti bakteridlni monokolonie transformované vzdy jedniz expresnich vektor (v
elektroforetogramu ozianycervenym ramékem), vektory byly nasledrizolovany soupravou JetStar
Pasmid Purification Kit (Genomed) a na agar6zovéADNektroforéze byla astena jejich integrita
(Obr. 25B). Sawi buiky 293T byly nasledné transfekovany pomoci katikyit polymeti TurboFect
(kap. 4.13.3.1) expresnimi vektory ph2b-bio, ph&h-ph2p-bio a ph3p- bio pro &keni produkce
minoritnich proteid s capTEV zn&ou.

SV40 poly(A) signal

SV40 poly(A) signal
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Obr. 24 Genomové mapy vytvéenych expresnich vektoii ph2b-bio, ph3b-bio, ph2p-bio a ph3p-bio.
Mapy byly vytvaeny pomoci péitatového softwaru Snap Gene.
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Obr. 25 Elektroforetogram reprezentujici restrikéni Stépeni expresnich vektoé ph2b-bio, ph3b-bio,
ph2p-bio a ph3p-bio enzymem Notl a kontrolu integriy vektori izolovanych z vybranych monokolonii.
A) Predpokladana velikost fragmént906 a 4556 bp — ph2b-bio, 906 a 4209 bp — ph8b916 a 4480 bp —
ph2p-bio a 906 a 4135 bp — ph3p-bio. Pro dalSiifndly vybranyctyii monokolonie obsahujici pozadované
vektory (ozndeny cerverg). B) Kontrola integrity expresnich vektoph2b-bio (B2-1), ph3b-bio (B3-2),
ph2p-bio (M2-1) a ph3p-bio (M3-2). DNA fragmentylpyviditelnény pomoci GelRed Nucleic Acid Stain.
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Produkce rekombinantnich minoritnich proteipo transfekci savch burgk pripravenymi
expresnimi vektory byla eévovana metodou SDS-PAGE, Western Blot a naslednaunaonetekci
minoritnich proteid imobilizovanych na NC membrérpomoci specifickych protilatek proti biotinu
(o-biotin) (Obr. 26). Eipojenim znaky capTEV k C-konci minoritnich proteirse jejich velikost z&tSi
0 15 kDa; na NC membrétychom tedy réi vidét prouzky odpovidajici jednotlivym biotinylovanym
rekombinantnim proteitm o nésledujicich velikostech: BKV VP2 — 53,3 kB&V VP3 — 41,7 kDa,
MPyV VP2 — 50 kDa a MPyV VP3 — 38 kDa.
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Obr. 26 Owéfeni exprese minoritnich proteini s C-koncovou capTEV zn#ékou. Detekce rekombinantnich
proteini v lyzatu savich burgk po transfekci expresnimi vektory ph2b-bio, ph3t-ph2p-bio a ph3p-bio byla
provedena na NC membrapomoci specifické protilatky proti biotinu-piotin, fedni 1:1000) a specifické
sekundarni protilatky konjugované i&kovou peroxidazou @ERb — HRP, fedni 1:1000). K expresi
biotinylovanych minoritnich proteinziejmé nedochazi nebo je velmi slabd, jediny prouzekiykby mohl
reprezentovat MPyV VP2 s biotinovou kotvou je a@ra Sipkou. Redpokladana velikost rekombinantnich
proteini: BKV VP2 — 53,3 kDa, BKV VP3 — 41,7 kDa, MPyV VR250 kDa a MPyV VP3 — 38 kDa.

ProtoZe pipravené expresni vektory nesou keogeni minoritnich proteid také gen pro GFP
protein, bylo mozZné a¥it Ucinnost transfekce pozorovanim transfekovanych ékumpod
fluorescerinim mikroskopem. Bkoliv transfekce pro&hla dle naSeho pozorovani é5ps, bohuzel se
zda, Ze i po feklonovani do jiného expresniho vektoru nedochézawich buikach k produkci
minoritnich proteil, anebo je jejich produkce velmi nizka. Specifickwatilatkou proti biotinu jsme
detekovali pouze velmi slaby prouzek, ktery by maprezentovat rekombinantni minoritni protein
VP2 MPyV (Obr 26, oznsen Sipkou). Ostatni detekované prouzky reprezengmjfogenni

biotinylované proteiny.

| presto, Ze tzv. ,entry vektory” byly v pbéhu klonovani o¥ieny sekvenaci, provedli jsme jest
PCR o¥feni gitomnosti genu minoritniho proteinu s capTEV kotveal vytvdeenych expresnich
vektorech (Obr. 27). Jako primery ,forward" bylyysgty primery¢. 1, 2, 3 a 4, primer ,reverse¢: 5
komplementéarni k Useku s capTEV kotvou byl pro hsgctyii reakce stejny. PCR byla provedena
podle postupu popsaného v kap. 4.12.7, pouze tepkdedani primérbyla zvolena na jednotnych
54 °C. Pro vizualizaci namnoZenych Usellylo naneseno 5 pl z kazdé PCR reakce do jamek
agar6zového gelu a byla provedena DNA elektroforézag/sledku uvedeného na Obr. 27 vyplyva, Ze
vSechny vytveéené expresni vektory koduji sekvenci minoritnihot@nu s capTEV kotvou. Vektory
vSak neprodukuji minoritni proteiny v saeh buikach v dostatém mnoZstvi a pro studium interakci

nejsou pilis vhodné.

76



Obr. 27 Elektroforetogram owvéreni piitomnosti sekvence minoritnich proteii s capTEV kotvou

v expresnich vektorech ph2b-bio (B2), ph3b-bio (B3)h2p-bio (M2) a ph3p-bio (M3). Predpokladana
velikost fragment odpovida vysledku; ph2b-bio: 1483 bp, ph3b-bic2@ bp, ph2p-bio: 1391 bp, ph3p-bio:
1046 bp. DNA fragmenty byly zviditetmy pomoci GelRed Nucleic Acid Stain.

5.3.4. Priprava vektori pro sledovani lokalizace minoritnich proteini BKV

Pro sledovani lokalizace a studium interakci minéch proteih v buikach pomoci metody
imunofluorescence bylo nutnéigravit varianty vektak ph2b a ph3b s deleci genu pro GFP protein.
Vektory ve svém fvodnim stavu jsou sice vhodné pro transfekce, peotdizeme s vyhodou vyuZit
sledovani exprese GFP proteinu kami mnozstvi transfekovanych kilin Nejsou vSak {ilis vhodné

pro sledovani lokalizace minoritnich protigim to z gkolika davodi.

Zaprvé, nadprodukce kazdého proteinu viitanormalni progedi v buikach atim vice takovych
protein je produkovano, tim vice se vzdalujeme didogzeného stavu bék a lokalizace minoritnich
proteiri v buikach by tim mohla byt ovlivma. Zadruhé, exprese proteinu GFP je prigkipuoxicka.
Vzhledem k cytotoxicit polyomavirovych minoritnich proteinHuerfancet al., 2010) tak neni vhodné
produkovat GFP a minoritni proteiny najednou. Aett gfitomnost GFP proteinu znemuaie vyuZziti
sekundarnich protilatek se zelenym fluoroforem pledovani lokalizace minoritnich protéinv
buinkach. Vektory ph2p a ph3p nesouci geny pro miniopitateiny MPyV s deleci genu pro GFP byly
v nasi laborati jiz diive pripraveny, lokalizace minoritnich protéiwviru BKV (variant neflzovanych
s GFP) v3ak nebyla v nasi labotaidosud sledovana. Pro sledovani lokalizace miniatit proteir

BKV bylo tedy nutné vektory ph2b a ph3b s deleciwgpro GFP fipravit.

Vektory ph2b a ph3b izolované pomoci soupravy aetBasmid Purification Kit (Genomed) byly
Stépeny restrikni endonukledzou BamHI. Restfik mista enzymu BamHI lezi ve vektorechésre
blizkosti genu pro GFP, vw&ieny fragment o velikosti 986 nukleaiidbsahuje gen pro GFP a jeho
okoli. Restrikni enzym byl teplot# inaktivovan a vysledek resttikiho S¢peni vektoit byl owien

pomoci agarézové DNA elektroforézy (Obr. 28). P&reni vystpeni fragmentu s genem pro GFP byly
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oba vektory pecistény (viz kap. 4.12.1). Nasledrbyl vektor po vy&tpeni GFP fragmentu &p
zaligovan do cirkularni podoby.
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Obr. 28 Restrikéni Stépeni vektoni ph2b a ph3b enzymem BamHIVysStpeny fragment o velikosti 986
nukleotidh (Sipka u elektroforetogramu; mied zvyrazgna oblast vektoru) obsahuje gen pro GFP a jeho
nejblizsi okoli. Fragmenty o velikosti okolo 4000 bdpovidaji zbytku vektdrpo vySEpeni genu pro GFP
enzymem BamHI. DNA fragmenty byly zviditéimy pomoci GelRed Nucleic Acid Stain. Genomova mapa

s vyobrazenym mistemégeni byla vytvéena v péitacovém softwaru SnapGene.

Zaligované vektory ph2hGFP a ph3MAGFP byly elektroporovany do kompetentnich bakterii
kmeneE. coli TOP10 selektovany na agarovyh plotnach se zeocidembranych monokolonii byly
izolovany vektory alkalickou metodou (kap. 4.12a2)sgsnost vy&tpeni genu pro GFP byla &fena
restrikinim S€penim enzymem BamHI. \fjpad obou vektoi byla aiekavana jejich linearizace.
Vektory byly S€peny 3 hodiny v termostatugpeni ovSem nepréhlo Uplné a ve vSech vzorcich jsou
patrné i nedogpené vektory (Obr. 29). Bakteridlni monokologie3 a 5 transformované vektorem
ph2bAGFP a bakterialni monokolonée 1 transformované vektorem ph8GFP byly tedy vybrany a
zaa:kovany pro dal3i praci (Obr. 29, ozeaycervers).
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Obr. 29 Vektory izolované z vybranych monokolonii kmpetentnich bakterii E. coli TOP10
transformovanych vektory A) ph2b AGFP a B) ph3bAGFP S&pené enzymem BamHIUvnitt vektoru je
jen jedno restri&ni misto pro enzym BamHI, proto bylgéekavana linearizace vekfgrS€peni vSak nebylo
Uplné a ve vzorcich jeffpomen i prouzek reprezentujici nggny vektor. Monokolonie oztienécerverg byly
vybrany a zatkovany pro dalSi pouziti. DNA fragmenty byly zvelittny pomoci GelRed Nucleic Acid Stain.
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Vektory ze zadkovanych monokolonii byly izolovany pomoci koréeir soupravy GenElute HP
Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) a pro jistoznovu o¥teny restriknim SEpenim enzymy
BamHI a Hindlll. Enzym BamHI byl vybran pro potvrdelinearizace a v jiné reakci byly vektory
Stpeny enzymem Hindlll, ktery &i oba vektory na 8asti. V gipad vektoru ph2lAGFPvznikaji
fragmenty o velikosti 2050 bp, 1686 bp a 325 bpiipad vektoru ph3MAGFP vznikaji dva fragmenty
o0 velikosti 1686 bp viditelné jako jeden prouzekagment o velikosti 325 bp. Nejmensi prouzek je na
elektroforetogramu Spatnviditelny, pi pozorovani agar6zového gelu obarveného barvolR&ikl

Nucleic Acid Stain pod UV-transiluminatorem byl «Sae vSechitch vzorcich patrny (Obr. 30).

Byly zaatkovany bakteridlni monokolonie produkujici ob&ppavené vektory ph2hGFP a
ph3bAGFP a vektory byly izolovany pomoci soupravy Jat&asmid Purification Kit (Genomed).
Genomové mapyifpravenych vektar jsou uvedeny na Obr. 31. Vektory byly pouzity mansfekci
sawich burgk NIH 3T3 pomoci pistroje Amaxa Nucleofetd¥. Produkce minoritnich proteinbyla
ovétena rozdlenim lyzafi transfekovanych buwk pomoci metody SDS-PAGE a néaslednou
imunodetekci na NC membr&rZ Obr. 32 je patrné, Ze oba vyteoé vektory ph2BGFP i ph3BMGFP
po transfekci do s&ich burgk uspsre produkuji minoritni proteiny viru BKV a jsou takipraveny
pro sledovéani lokalizace minoritnich proteimiru BKV v buikach. Samotné sledovéani lokalizace

minoritnich proteid MPyV a BKV v sa¥ich buikach nebylo zatim Zasovych dvodi provedeno.
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Obr. 30 Ovéreni vektoni z vybranych monokolonii restrikénim Stépenim enzymy BamHI a Hindlll.
Velikost prouzk odpovidad pedpoklddané velikosti. Enzym BamHI vektor ve vSqifpadech pouze
linearizoval, enzym Hindlll na&pil vektor ph2bAGFP na Xasti o velikosti 2050, 1686 a 325 bp. Enzym
Hindlll nasgpil vektor ph3bAGFP také nait ¢asti a to na dvshodi velké o velikosti 1686 bp a merist o
velikosti 325 bp. Nejmensi prouzek je na elektrefogramu Spatnviditelny, pod UV-transiluminatorem byl
vSak ve vSechi¢ch vzorcich patrny. DNA fragmenty byly zviditshy pomoci GelRed Nucleic Acid Stain.
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Obr. 31 Genomové mapy vytvéenych expresnich vektoi ph2b AGFP a ph3bAGFP. Mapy byly
vytvoreny v p@itatovém softwaru SnapGene.
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Obr. 32 Owéreni produkce minoritnich proteini BKV po transfekci pripravenymi vektory ph2b AGFP a
ph3b AGFP. Imunodetekce minoritnich protdirv lyzatu bugk 3T3 transfekovanych vyt¥enymi vektory.
BKV VP2 (38,3 kDa) — draha 1, BKV VP3 (26,7 kDa)drdha 2, NK — negativni kontrola, RIPA lyzat
netransfekovanych bgk NIH 3T3, PK — pozitivni kontrola, RIPA lyzat NIBBT3 burgk transfekovanych
vektorem ph2b nesoucim gen pro BKV VP2 protein. ®@pvorené vektory UsgSre produkuji minoritni

proteiny viru BKV. Pouzité protilatky: primarni pihtka o-BKV C-term VP2/3 (1:1000); sekundarni
protilatka GiRb — HRP (1:1000).
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6. Diskuze

| presto, Ze jsou polyomaviry studovany jiZkolik dekad, stale chybi zakladni poznatky o
minoritnich proteinech, zejména o jejich moZnycHicto v Zivotnim cyklu viru, potenciélnich
interakénich burénych partnerech a povaze interakci sddogmi strukturami. Je to dano tim, Ze
minoritni kapsidové proteiny polyomatijsou pormdrné nesnadnym objektem zkoumani. Problémy
zpasobuje jejich cytotoxicitaipexpresi, a to jak v bakteriich (Daniedsal., 2006b), tak i v tkéovych
kulturach (Huerfancet al., 2010) a také jejich nerozpustnost. Diky tomudgch vyzkum znané
komplikovan a vyuZziti &kterych klasickych nastrojpro studium naip protein-proteinovych interakci
je zn&né¢ problematické. VSechny tyto komplikace jsouspbené jen viastnostmi minoritnich protgin
pii praci se k nim pdavaji i dalSi technické problémy, jako je nedtetdunicnich protilateksi velmi
omezené informace o minoritnich proteinech jinyotypmavirii, nez modelovych vir SV40 a MPyV.
Jejich vyzkum je vSakidezZitou sowdsti porozurni zivotnimu cyklu polyomavir a g'es v3echny
obtiZe se i v nasi labordt@oddilo béhem let pozorovani a experimentovani na modelu MiRy&st
do studia struktury a funkce minoritnich proteimové poznatky. Tato diplomova prace navazuje na
vysledky gedchoziho studia minoritnich protéipolyomavifi v naSi laborat® a zangiuje se na
studium cytotoxicity a interakci minoritnich prat&@ipolyomavif BKV a MPyV. Sodasti této prace
byla také piprava a testovani specifickych polyklonalnich itk proti minoritnim proteitim obou
polyomavifi, které by v budoucnu mohlyippét k vylep3eni technického zazemi studia polyontavir

v nasi laborati.

6.1. Piriprava specifickych protilatek proti minoritnim pro teinam MPyV a
BKV

Ke studiu minoritnich proteinje nezbytné disponovat fuétkimi specifickymi protilatkami. Bnem
let vyzkumu se i vnaSi labordtouskute&nilo mnoho pokus o pripravu polyklonélnichgi
monoklonalnich protilatek proti protéim polyomavitfi. Zatimco piprava protilatek proti hlavnimu
kapsidovému proteinu VP1 polyomavije téng& bezproblémova (Moravkova, 2001; Kozmanova,
2011; Sauerova, 2013), pokusyitppavu protilatek proti minoritnim kapsidovym privtém se potykaji
s mnoha problémy. JiZz nad@dku fipravy protilatkyCini potize nizka rozpustnost minoritnich protein
kvili niz se v paibéhu prace minoritni proteiny ,ztraceji“ a ¥gky jejich izolace jsou velmi malé.
Priprava monoklonalnich protilatek je veliéaso¥ nar@&na a nezartuje pozitivni vysledek; v nasi
laboratdi se pes velké Usili dosud nepdda ziskat hybridom stabith produkujici specifickou
protilatku proti minoritnimu proteinu \irBKV nebo MCPyV (Podolska, 2008; Vochyanova, 2013;
Kojzarova, nepublikovana data). V jednotipad se i pripraw protilatky proti minoritnimu proteinu
poddilo ziskat hybridom stabith produkujici monoklonalni protilatku, tato protkat vSak byla

specifickd proti hlavnimu kapsidovému proteinu VRP#&nto zvIlastni jev byl Zsoben kontaminaci
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antigenu pro imunizace. Minoritni protein pro inzade byl v tomto fdpad pripraven vyiznutim
z PAA gelu, na &mz byly separovany VLPs obsahuijici hlavni i mimdrkapsidovy protein BKV viru.
| presto, Ze prouzky obou protéifoyly po separaci v PAA gelu od sebe velmi vzdaldng VP2
prouzek ejm¢ kontaminovan malym mnozZstvim degradovaného protéil. Ten je velice
imunogenni a po imunizaci timto materialem byl arskybridom produkujici protilatku proti hlavnimu
kapsidovému proteinu. Hybridomy produkujici prafa proti minoritnimu proteinu se sice také
poddilo selektovat, ale byly iffliS nestabilni a po dkolika pasazich uhynuly (Podolska, 2008).

Abychom se vSenginto problénim vyhnuli, zvolili jsme jiny pistup.

Nejdiive jsme vytipovali dva peptidy ve spote C-koncové oblasti minoritnich protéiMPyV
nebo BKV viru, nechali jsme je nasyntetizovat aleds jimi byli imunizovani kralici. Takto ziskané

krali¢i protilatky proti C-koncovému peptidu minoritniphoteini MPyV (a-MPyV C-term VP2/3) a

BKV (a-BKV C-term VP2/3) jsou sice polyklonalni, ale vetlem k délce peptidpouZitych pro

imunizace (13, resp. 14 aminokyselinovych zliytko MPyV, resp. BKV) se chovaji spiSe jako
protilatky monoklondlni. Specificita obou protilktbyla testovanadkolika metodami. Bylo zjigho,
Ze ol protilatky lIze vyuzit pro imunodetekci jak natiehj tak i denaturovanych protéin
imobilizovanych na nitrocelul6zové memb#&amBohuZel, pi pouZiti pro imunofluoresceni detekci
proteini v bunkach nebyl detekovan specificky signél. Navi¢ photilatky nespecificky interagovaly
s burgcnymi strukturami, nejsou tudiz pro tuto metodu ptlé. MoZnym vysgtlenim tohoto jevu by
mohlo byt préd¢ to, Ze @i samostatné produkci minoritnich proteinv buikdch se tvti
makromolekularni struktury, uvitkterych je C-terminélni oblast minoritnich protiskryta a
protilatka s ni nefiize interagovat. Zarovieexistuje moznost, Ze uvhibuiky se nachazidpaky protein,
jehoz sekvence s&ast&né shoduje se sekvenci pegitidouZzitych pro fipravu obou protilatek. V tomto
piipads by ale také musel vznikat nespecificky signalti pouZiti protilatek pro imunodetekci
minoritnich proteift z burgénych lyzafi na nitrocelulézové membrénNejspiSe se tedy jedna o
nespecifickou interakci protilatky s nahodnymi BEmymi strukturamigemuz napovida i skuteost,
Ze pi imunofluorescetni analyze vytvieji obs protilatky v buikach velké nespecifické pozadi
(neuvedené vysledky). MoZnosti jak tyto interakiimiaovat je vysyceni polyklonalni protilatky proti
nespecifickym antigeim, to ale v pipack této protilatky, pipravené proti kratkym peptidn, bohuzel

neni vhodnynteSenim.

Pro sledovani minoritnich protéirobou polyomavit uvnitt burgk metodou imunofluorescence
bylo tedy nutné fipravit nové specifické protilatky. Rezignovali jsma izolace minoritnich protein
z virovych ¢astic, které jiz Hive nebyly Usgdné (Podolska, 2008) a antigen jsniignavili separaci
proteiri denaturovaného lyzatu saeh burgk, jez byly transfekovany vektory kédujicimi sekeen
minoritnich proteif polyomavifi MPyV nebo BKV. Tim jsme eliminovali kontaminacitagenu pro
imunizace hlavnim kapsidovym proteinem VPiitdMnost PAA gelu zaroveslouZila @i imunizaci
kralikd jako adjuvans. iipravené polyklonalni protilatky-MPyV VP2/3 ao-BKV VP2/3 byly
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primarre testovany pro pouziti kimunofluores¢endetekci lokalizace minoritnich protéim buikach.
Bylo zjisteno, Ze protilatka--MPyV VP2/3 interaguje specificky s minoritnim pegotem VP2 MPyV
samostat& produkovanym v saich buikach. Protilatkar-BKV VP2/3 v8ak ma nespecificky signal a
pro sledovani lokalizaci minoritnich prot@iBKV v buice je nevhodna. Zda bude tyto protilatky mozné

pouZit pro imunodetekci protginmobilizovanych na nitrocelulézové membgdmude dale testovano.

V ramci této prace byly navrzeny a otestovany aalkgyti protilatky proti minoritnim proteifim
polyomavifi BKV a MPyV. Dw protilatky @-MPyV C-term VP2/3 an-BKV C-term VP2/3) maji
specificky signal i imunodetekci proteiin na nitrocelul6zové membrdnpouze jedna protilatka
(a-MPyV VP2/3) je vhodna pro imunofluoreséan detekci proteitn v buikach. O& protilatky
a-MPyV VP2/3 an-BKV VP2/3 viak jedt vyZaduji dikladné o¥ieni.

6.2. Porovnani miry cytotoxicity minoritnich proteina MPyV a BKV

Cytotoxicita minoritnich proteiin MPyV pii jejich samostatné produkci vikach jiz byla
potvrzena #ive (Huerfanoet al., 2010), cytotoxicita minoritnich proteinpolyomaviru BKV vSak
nebyla dosud v literate popsana, a proto jsme se rozhodli ji studovatdiRce sekundarni struktury
minoritnich proteid VP2 obou polyomavir naznéuje jistou podobnost v rozloZeni hydrofébnich
domeén a fedpovida tvorbu amfipatickéhiehelixu, ktery je typickym rysem viropotinMartinez-Gil
& Mingarro, 2015; Nieva & Carrasco, 2015). Vlasttip&terd spojuje viroporiny s cytotoxickym
efektem, je pravschopnost amfipatickych hetixoligomerizovat a tvist péry v membranach bk,
jako je tomu nap u agnoproteinu lidského polyomaviru JCV (Suzekal., 2010). Vysoka afinita
viroporini k buréénym membranam také sniZuje jejich rozpustnost esrambuje jejich izolaci,
pravdpodobrg je i jednou z ficin jejich cytotoxickych viastnosti. Oligomerni pdmoiené minoritnimi
proteiny polyomavilt by mohly napomahat préchveni buréénych membran, tauz v p&atesnich
fazich virového Zivotniho cyklu {pvstupu viru do biiky ¢i uvolnéni virioni z endozom) nebo
v pozdnich fazich virového Zivotniho cyklii gniku virového potomstva z kily. Predpokladali jsme,
Ze by minoritni proteiny viru BKV mohly vykazovaitZ8i miru cytotoxicity, neZ minoritni proteiny viru
MPyV. Fri¢inou podrcujici tuto nasi mySlenku jeripomnost agnoproteinu ve viru BKV, pozdniho
nestrukturniho proteinu kddovaného virem BKYV, nikalSak virem MPyV. Pokud by se agnoprotein
viru BKV choval podob#, jako agnoprotein lidského polyomaviru JCV (Suzetkal., 2010), mohl by
zajistit tvorbu pdit v burecné membra& v kongné fazi virového Zivotniho cyklu. V takovéniipack
by minoritni proteiny BKV viru mohly primaghslouzit pouze Kasténému naruSeni bednych
membran fi vstupu viru do bugk a mira jejich cytotoxicity by tak mohla byt v menani s minoritnimi
proteiny viru MPyV niZsi. Virus MPyV totiz Zadny agprotein ve svém genomu nekdoduje a jeho
minoritni proteiny tak pravibodobr musi zastavat @ovySe zmigné funkce. Podokinse chovaji i
minoritni proteiny viru SV40, jimZ i lyzi burék napomaha je&tdalSi pozdni protein VP4
(Danielset al., 2007).
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Abychom mohli porovnavat miru cytotoxicity minofitt proteirii obou polyomavik mezi sebou,
transfekovali jsme hiky 3T3 vektory nesoucimi sekvenci vZzdy jednoho marinich proteid a
zarover sekvenci proteinu GFP acasovych intervalech 7, 12 a 24 hodin po transfgkoie n&fili
mnoZzstvi mrtvych butk. Pro posouzeni toxicity samotného GFP proteimejtsaké provedli transfekci
burgk vektorem kédujicim pouze gen pro GFP protein. I&flsy dvou nezavislych opakovani
experimentu naziaiji, Ze minoritni proteiny obou polyomatrifsou i samostatné produkci v hik&ch
cytotoxické. V porovnani s minoritnimi proteiny BKXtu a také s GFP proteinem, ktery je sam @sob
cytotoxicky (Liu et al., 1999), vykazuji minoritni proteiny MPyV vy3Si mircytotoxicity. Mira
cytotoxicity vSech sledovanych minoritnich proteirproteinu GFP gasem naltsta. Vysledek naseho
pozorovani minoritnich protein MPyV se shoduje s pozorovanim Huerfano a kolektivu
(Huerfanoet al., 2010). Aby se potvrdila statistickd vyznamnodhoto trendu, bude ale feba
experiment je§tzopakovat. Idealni by také bylo sledovat souvisieazi produkci minoritnich protein
a mnoZzstvim mrtvych bk ve vzorku v delSimlase. Pedpokladame, Zerfipsledovani miry cytotoxicity

od transfekce po 48 nebo 72 hodin po transfekchyte jeji zvySujici se tendenceifazrtjsi.

Metoda detekce aktivni LDH uvainé z mrtvych bugk, kterou jsme pro sledovani cytotoxicity
zvolili, vSak neni pro dlouhodef$i experiment vhodna. Vysledky by totiz v pogich fazich
experimentu mohly byt zkreslenyimnosti dlicich se buik, které touto metodou nejsme schopni
odliSit od burk pivodnich. Hlavnim nedostatkem této metody je tak&yveliv transfekce na jeji
vysledek. Transfekce samotna je prailbuvelkou zatZi a oproti informacim uva@&tym vyrobcem
(viabilita burek po transfekci cca 90 %), byla v naSem experimeizthilita burtk mnohem nizsi (viz
ptiloha S1). FestoZe 4 hodiny po transfekci byktdina bugk zabitych transfekci ze vzarlodstragna
spolu s vyninou média, nefizeme vylodit ovlivnéni vysledku zbytkovym mnozstvim mrtvych kn
ve vzorku. Dalsim problémem je nestejna efektitidasfekce P pouziti iznych vektod a take jeji
zavislost na v&Sich podminkach, jako je napst&i a celkovy stav transfekovanych kkn Tento
problém jsme vieSili zahrnutim efektivity transfekce do 2éatného vypdtu miry cytotoxicity. Je to
v8akieSeni pouzeijblizné, protoZze ve vzorku vzdy zbyva velké mnokgsistransfekovanych bk,
které mohou ghem experimentu umirat a ouliovat tak primarni naétené hodnoty. festoZze jsme
vZdy pouZzivali biiky v nizké pasazi a podminky pokusu jsme se srmaiiliovat, procentualni hodnoty

dvou opakovani experimentu jsou i tak ndiouliSné, obecny trend v3akstava zachovan.

Pro sledovani cytotoxicity minoritnich protéinr delSichéasovych intervalech navrhujeme vyuzit
metodu piitokové cytometrie. Rtokova cytometrie je metoda uningici jak odliSeni #kolika
generaci bukk (Lyons & Parish, 1994; Lyons, 2000), coZ dosavanetoda neumditije, tak sledovani
nékolika raiznych markek najednou. Bylo by tak moZné z kazdého vzorku wWylp@uze skupinu
transfekovanych buk a teprve v této skupdrburgk uréovat porndr mrtvych a Zivych bugk v riznych
¢asovych intervalech po transfekci. V litei@ise nam vSak nepdila najit protokol pro stanoveni

miry cytotoxicity v transfekovanych hkdch a metoda tak jisbude vyZadovat mnohé optimalizace.
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IdedlnimieSenim celé situace by bylo sai@ae vytvoreni stabilni buginé linie s vloZenymi geny po
kapsidové proteiny sledovanych polyomayijejichz produkce by byla regulovana inducibilnimi
promotory. V takovém ifpack by ke studiu cytotoxicity minoritnich protdéinstailo ,vypnout*
produkci hlavniho kapsidového proteinu derlim inducibilnino promotoru a dale jen sledovat
umrtnost busk v ¢ase pi samostatné produkci minoritnich proteimakovouto linii jsme se pokusili

v nasi laborati pripravit, bohuZel zatim neusgns.

6.3. Studium tvorby komplexi a interakci a minoritnich proteina MPyV a BKV

VySe zmigné vysledky nsfeni miry cytotoxicity nazrauji mozné z#azeni minoritnich protein
mezi viroporiny, podob®jako je tomu nap u proteinu VP4 polyomaviru SV40 nebo agnoproteinu
polyomaviru JCV (Suzulet al., 2010; Raghavet al., 2011; Royleet al., 2015). Proto jsme stfovali
nds dalSi vyzkum na studium oligomerizaci, jejichgskyt je pro viroporiny typicky
(Saribaset al., 2011, 2013; Raghavet al., 2013). Interakce minoritnich protéirMPyV s hlavnim
kapsidovym proteinem VP1 zesiluje jadernou lokalizeirovych kapsidovych protein zatimco
produkovany samostatnjsou minoritni proteiny lokalizovany jak v jég tak v cytoplazm
(Forstovéet al., 1993; Huerfaneat al., 2010). Vychazeli jsme tedy ¥qupokladu, Ze hlavni kapsidovy
protein ihned po syntéze v cytoplaziinteraguje s minoritnimi proteiny (Cei al., 1994), brani tak
jejich interakci s membranami a také mezi seboudjaw. Interakce minoritnich protéis pentamery
proteinu VP1 je vSak pro virus zcela esencialnbotieaji¥’uje spravnou stechiometrii strukturnich
proteiri v now vznikajici kapsid. Z tohoto dvodu jsme se rozhodli sledovat interakce minorfinic
proteiri v buikach za nefitomnosti hlavniho kapsidového proteinu VPXkdliv se tento stav jevi
jako vysoce nefyziologicky, u polyomaviru SV40 bylakazano, Ze v pozdnich fazich Zivotniho cyklu
viru se v buice vyskytuje nadbytek minoritnich protéjrkteré se shlukuji do utvias vysokou afinitou
k burg¢nym membranam (Daniett al., 2007). Sledovani oligomerizaci minoritnich pnodein vivo
pii infekci virem je bohuZzel technicky Spétproveditelné vzhledem ke \mtajici umrtnosti butk
S postupujicim Zivotnim cyklem viru. Domnivame 3e,pra¥ oligomerni pory tvéené minoritnimi

proteiny vii MPyV a BKV by se mohly podilet na deregulaci &kin pozdnich fazich infekce.

Vzhledem ktomu, Ze existence oligofineminoritnich proteia MPyV a BK viru je pouze
hypoteticka, doposud nebyla experimentdwiena, nejprve jsme testovali, zda minoritni protgifiy
samostatné expresiivec tvai néjaké makromolekularni Gvary. K tomutéalu nam doke poslouZzila
metoda chemického z&evani proteid pomoci DSS¢inidla v buikach transfekovanych vektory
kodujicimi jednotlivé minoritni proteiny. Pokus dvrzen podle publikace Suzukiho a kolektivuiikte
podobny experiment provéld s agnoproteinem polyomaviru JCV (Suzekial., 2010). Ireverzibilni
zestovani proteii umoziuje naslednou separaci kompledenaturéni metodou SDS-PAGE. Z naSich
vysledki po imunodetekci minoritnich protéima nitrocelul6zové membrérvyplyva, Ze se uvnit

burgk po chemickém ze&vani opravdu nachazeji makromolekularni Gtvarpsabem minoritnich
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proteirti. Tyto Utvary maji ¥tSi molekulovou hmotnost nez monomerni minoritrit@iny. Neni vSak
jasné, zda se jedna o oligomerni komplexy minatitipiroteiri ¢i jde o komplexy minoritnich protein

interagujicich s &kterymi burgénymi strukturami.

Abychom se fiblizZili ptirozenému stavu proteinovych komplexbuikach, ch&li jsme se vyhnout
vyuZziti chemického ze&ivacihodinidla DSS. Z toho @lvodu jsme se rozhodli pouzit pro separaci
proteiri modrou nativni elektroforézu BN-PAGE, ktera umigjiz separaci proteirza nedenaturujicich
podminek. Proteiny, které sdinpzeré nachazeji v bice v komplexech, diky tomuigtavaji i
separaci spojeny a putuji gelem jako jeden celefvdtEim uskalim pouZiti BN-PAGE je nezbytnost
dobré rozpustnosti analyzovanych proteinovych kaxiple zvoleném lyzenim pufru. Pokud neni
tento redpoklad splén, protein naseho z4jmu néie z bugéného lyzatu efektivvstoupit do PAA
gelu a metodu BN-PAGE nelze pro jeho separaci poRdizpustnost minoritnich protdifako vstupni
podminka celé metody se pro nasiippE MPyV stala ngeSitelnym problémem. | kdyZz jsme na
zaklad¢ nasSeho fedeslého vyzkumu minoritnich protéiroéekavali komplikace, doufali jsme, Ze
pouZziti tiznych detergeidt by mohlo zajistit alespp ¢ast&nou rozpustnost minoritnich protéin
V rdmci optimalizace metody byla testovana rozpasttrminoritnich proteiln obou polyomavik
v riznych lyz&nich pufrech, které jiz bylyitlze pro tuto metodu Ugpre pouZzity ¥ analyze komplek
hlavniho kapsidového proteinu VP1 (Hornikova, 20V2piipact minoritnich proteifi BKV viru byla
rozpustnost v mRIPA pufru uspokojiva, minoritni fgiay MPyV vSak #staly ténét nerozpustné ve
vSech testovanych pufrech. Chovafuhto proteiri je podobné minoritnim proteim viru SV40, jez
se [ nedostaténé produkci proteinu VP1 v pozdni fazi virového ativiho cyklu shlukuji do
oligomef, které se integruji do bwatnych membrdn a jsou prakticky nerozpustné
(Danielset al., 2006a). Pouziti metody BN-PAGE tim bylo omezgrmuze pro separaci a detekci

komplexi tvorenych minoritnimi proteiny polyomaviru BKV.

Po separaci lyzatburgk produkujicich VP2 nebo VP3 protein BKV viru pom@&N-PAGE jsme
detekovali specifickou protilatkoa-BKV C-term VP2/3 makromolekularni komplexy minaiith
proteini BKV viru. Jako jeden z budnych proteiri interagujici s minoritnimi proteiny polyomaviru
MPyV byl popsan chaperon Hsc 70 (Crigieal., 1995), proto jsme se rozhodli &it, jestli nami
pozorované komplexy minoritnich prot@iBKV viru také neobsahuji tento protein. PomocicHpeké
protilatky (rozeznavajici jak Hsp 70 tak i Hsc f8ye detekovali monomer proteinu Hsp 70 katik
makromolekularnich kompléx s vy8§i molekulovou hmotnosti. Makromolekularnimigbex o
molekulové hmotnosti fiblizneé 750 kDa byl ozngéen olEma specifickymi protilatkami a
pravdpodobré by mohl gedstavovat komplexXthto proteii. Bohuzel, pomoci této metody se nam
nepodailo uréit blizsi sloZeni identifikovanych kompléx Pro dalSi charakterizaci by bylo vhodné
separované komplexy dale rglid v druhém roznaru pomoci SDS-PAGE
(Camacho-Carvajat al., 2004). Vzhledem k tomu, Ze tento postup zahrdejeaturaci komplek a

jejich naslednou separaci, uniofe hlubsi detekci vSech jejich sloZek. Také by hudhalit dalSi
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komplexy, které nebyly protilatkowrBKV C-term VP2/3 detekovany. C-koncova oblast nitmich
proteirti, proti které je protilatka naif@na, nfize byt v proteinovych komplexech skryta Sgatn
prfistupna pro navazani protilatky. Tento postup vBaknohl byt pouZzit, protoZze se komplexy
vyskytovaly v lyzatech ve velmi malém mnozstvi. Rjcch blizsi charakterizaci by tedy byl#iposem
je ,zakoncentrovat®, pokud mozZno bez vyuZiti spek#d protilatky, kdy mohly by nastat stejné

problémy s nefistupnosti epitof

Metodou volby se proto pro nas stal modifikovanyl-down systém, tzv. ,Native pure affinity
purification system.” Tento systém slouzi kizolawtivnich proteinovych kompléxs vyuzitim
tandemové afinitni purifikace. Aby bylo mozné koml izolovat, musi byt ozgany zngkami. Jako
znaku jsme zvolili capTEV, kterd se v Zivych systémédattinyluje a je sokasti systému pro afinitni
purifikace proteif. Vektory nesouci sekvenci minoritnich proteis touto zné&kou byly v naSi
laboratdi jiZ piipraveny (Fraiberk, nepublikovana data), ale byltmg otestovat jejich expresi v s&ch
bunkéach. BohuZel se ukazalo, Ze tyto vektory po trkwsf sadich burgk minoritni proteiny

neprodukuji.

Sekvence minoritnich proteirs capTEV znékou byly tedy z&chto vektoi preneseny do vektoru
phGf, ktery je vhod& upraven pro produkci protainv sawich buikach. Gekavali jsme, Ze v tomto
uspdgadani jiz bude produkce minoritnich protemcapTEV znékou bezproblémova. Kostra vektoru
phGf je totiZ identickd s kostrou expresnich vekioin2p, ph3p, ph2b a ph3b, které &8p produku;ji
minoritni proteiny polyomavir MPyV a BKV po transfekci do sa&ich burgk. Obdobny postup byl také
s usgchem aplikovdn na hlavni kapsidovy protein VP1 imgSpolyomaviru (Hornikova, 2012).
BohuZel, z ppravenych expresnich vekforse nepodd@o minoritni proteiny s capTEV zgkou
v sa¥ich buikach vyprodukovat. Jednou z dalSich moZnosti Upiahto expresnich vektbje delece
genu pro GFP protein.i€stoZze je fitomnost GFP proteinu v transfekovanychilkéach pro nas
ptinosem pi sledovani efektivity transfekce, je mozné, Zedoilae proteinu GFP&akym zpisobem
koliduje s produkci daného minoritniho proteinuyoohavirtt MPyV nebo BKV. Odstratnim genu pro
GFP protein by také mohlo dojit ke zvySeni mirpsiaipce genu pro minoritni protein MPYVBKYV.
Davodem tohoto jevu by mohlo bytipliZeni promotorové oblasti SV40 do blizkosti ggma minoritni
protein MPyV¢i BKV viru, jeZz ve vektoru fivodrg podporovala transkripci genu pro GFP protein.
Pokud by ani delece genu pro GFP protein nepom@htarySeni produkce minoritnich protéiMPyV
¢i BKV v sawich buikach, existuje jedtdalSi moZnost, jak tyto expresni vektory upra¥iolili
bychom postup, ktery aplikoval édecky tym laborat® dr. Bucka (Pastran&t al., 2009;
Schowalteet al., 2011). Pestoze MPyV i BKV infikuji savce a z eva@lniho hlediska by #ly byt na
svého hostitele adaptovany, jejich tripletové k@tvaminokyselin neni patrmplné optimalizovano
pro sa¥i buiky. Védci z tymu dr. Bucka totiz v expresnich vektorebBmm ph3p, ph2b a ph3b provedli

.pirekédovani“ triplet kddujicich jednotlivé aminokyseliny minoritnichopeind polyomavifi MPyV a
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BKV na optimalizovany sa¥¥ kodénovy systém¢imz docilili Usgsné produkce polyomavirovych
minoritnich proteif v sawich buikach (Pastrane al., 2009; Schowaltest al., 2011).

Pres neusgch pi produkci minoritnich proteiin s capTEV zn&ou nemusime na systém
tandemové afinitni purifikace proteinovych kompglezanevit. V nasi laborati byl jiz dfive zaveden
tento systém pro studium interakci proteinu VP1 MgSpolyomaviru (Hornikova, 2012) a je
pripravovan i pro BKV virus. Nkteré interakce minoritnich protdirby tak bylo mozné sledovat
v komplexech vznikajicichipko-expresi minoritniho proteinu z vektoph2p, ph3p, ph2b nebo ph3b
a hlavniho kapsidového proteinu VP1 fuzovanéh@3 E¥ znakou. Ritomnost hlavniho kapsidového
proteinu zvySuje rozpustnost minoritnich protejbeloset al., 1993) a naviciitomnost obou protein
v jedné biice @iblizuje podminky experimentu realnym podminkémvivo pri viroveé infekci. Tento
systém by tak mohl byt efektignvyuZzit pro vyhledavani bwinych proteiii interagujicich
s kapsidovymi proteiny polyomaniir
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7. Zavér

Vysledky gedstavené v této diplomové pradideme shrnout doékolika nasledujicich bad

Prvnim cilem prace bylo gFipravit protilatky specificky rozpoznavajici minori tni proteiny MPyV

a BKV, které by byly vhodné pro studium jejich vzdemnych interakci a také interakci

s bunéénymi strukturami.

» Byly ptipraveny specifické polyklonalni protilatkyBKV C-term VP2/3 ax--MPyV C-term VP2/3
vhodné pro imunodetekce protéiimobilizovanych na membrén

» Pripravili jsme specifické polyklonalni protilatky-BKY VP2/3 a o-MPyV VP2/3, gicemz
protilatka a-MPyV VP2/3 je pouZitelnd pro imunofluores¢en detekci minoritnich protein
MPyV.

Druhym cilem prace bylo zjistit, zda minoritni proteiny BKV vykazuji stejnou miru cytotoxicity,

jako minoritni proteiny MPyV.

* Vysledky experimentu nazdtaii, Ze minoritni proteiny viru BKV nedosahuji stéj miry

cytotoxicity jako minoritnimi proteiny viru MPyV.

Tretim cilem této prace bylo charakterizovat potenciai komplexy minoritnich proteini MPyV
a BKV vznikajici jak interakci s bunéénymi proteiny tak i schopnost oligomerizace mezi
monomery minoritnich proteint navzajem.

* Metodou chemického ze&'sivani proteif bylo owieno, Ze po individualni expresi minoritnich
protein vira MPyV a BKV dochazi v bitkéch ke tvort makromolekularnich kompléx

* Byla testovana rozpustnost minoritnich prolieird MPyV a BKV v miznych lyz&nich pufrech.
Pufr mRIPA byl vybran jako optimalni pro studiunofeini viru BKV metodou BN-PAGE.

* Minoritni proteiny viru MPyV byly ve vSech testowarh pufrech nerozpustné.

* Po separaci lyzaturek transfekovanych vektory kddujicimi minoritni peoty BKV viru metodou
BN-PAGE jsme detekovaligkolik makromolekularnich kompléxtvorenych minoritnimi proteiny
BKV viru. Pro blizsi charakterizaci kompléxSak neni tato metoda vhodna.

 Pro bliz§i charakterizaci nalezenych makromolekiitdr komplex a vyhledani novych
interakénich partnek minoritnich proteid metodou tandemové afinitni purifikace bylygraveny
expresni vektory ph2p-bio, ph3p-bio, ph2b-bio a lph®. Po transfekci saich burgk

pripravenymi vektory vSak nedochazi k produkci fianianoritnich proteifi se zngkou capTEV.

* Byly pripraveny expresni vektory ph2A6FP a ph3lAGFP pro studium lokalizace minoritnich
protein v buice imunofluorescemi detekci. Produkce minoritnich proteipo transfekci sasich
burgk t¢émito vektory byla o¥fena imunodetekci minoritnich protéispecifickou protilatkou po

jejich separaci SDS-PAGE a imobilizaci na membran
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9. Prilohy

. o bez ] mrtvé upraveno na
. experimentalni bez S . s tritonem = P
€as | vzorek e . - tritonu P bunky uéinnost
duplikat tritonu | tritonem pramér prameér pramér [%] | transfekce [%]
BKV VP2 0,075 0,341
1 0,068 0,345
BKV VP2 0,061 0,349
16,05 11,16
BKV VP2 0,148 0,820
2 0,151 0,815
BKV VP2 0,154 0,809
BKV VP3 0,237 1,702
1 0,233 1,657
BKV VP3 0,228 1,611 1326 565
BKV VP3 0,212 1,267
2 0,210 1,266
BKV VP3 0,207 1,264
MPyV VP2 0,208 0,899
1 0,204 0,865
MPyV VP2 0,200 0,830
17,42 16,25
MPyV VP2 0,213 1,104
2 0,208 1,111
7h MPyV VP2 0,202 1,117
MPyV VP3 0,268 1,078
1 0,269 1,045
MPyV VP3 0,269 | 1,011
19,87 24,11
MPyV VP3 0,251 1,053
2 0,255 1,068
MPyV VP3 0,259 1,082
GFP 0,198 1,344
1 0,195 1,295
GFP 0,191 1,246 1427 -
GFP 2 0,262 1,442 0263 1434
GFP 0,263 1,425
Mock 0,113 1,290
1 0,113 1,275
Mock 0,113 1,260
11,81
Mock 0,229 1,271
2 0,232 1,264
Mock 0,234 1,256
BKV VP2 0,242 0,793
1 0,238 0,711
BKV VP2 0,234 0,629
24,71 18,78
BKV VP2 0,400 1,232
2 0,396 1,231
BKV VP2 0,392 1,229
BKV VP3 0,354 1,396
1 0,348 1,309
BKV VP3 0,342 1,222 2150 05
BKV VP3 5 0,344 1,217 0335 1188
BKV VP3 0,326 1,158
MPyV VP2 0,346 0,959
1 0,353 0,887
MPyV VP2 0,360 0,814
28,58 31,89
MPyV VP2 0,394 0,921
2 0,370 0,919
12 h MPyV VP2 0,345 0,917
MPyV VP3 0,359 1,155
1 0,356 1,064
MPyV VP3 0,352 0,973
28,48 32,65
MPyV VP3 0,431 0,898
2 0,413 0,881
MPyV VP3 0,395 0,864
GFP 1 0,410 1,314 0.403 1338
GFP 0,396 1,161 2051 RUE
GFP 0,410 1,281
2 0,410 1,267
GFP 0,410 1,252
Mock 0,183 1,275
1 0,206 1,229
Mock 0,229 1,183
17,58
Mock 0,304 1,188
2 0,306 1,164
Mock 0,307 1,139
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. L. bez . mrtvé upraveno na
€as | vzorek expgﬂnritle(r;ttalnl tri?grfu tritozem tritonu s tr'!tc(l)rr:]%rp bunky ucinnost
P pramér P prumér [%] | transfekce [%)]
BKV VP2 0,310 0,638
1 0,312 0,654
BKV VP2 0,313 0,670
31,09 31,22
BKV VP2 0,607 1,404
2 0,591 1,385
BKV VP2 0,575 1,365
BKV VP3 0,531 1,406
1 0,527 1,391
BKV VP3 0,522 1,375
28,91 26,52
BKV VP3 0,545 1,257
2 0,531 1,218
BKV VP3 0,516 1,178
MPyV VP2 0,476 0,693
Y 1 0,460 0,737
MPyV VP2 0,444 | 0,781
37,87 54,05
MPyV VP2 0,473 0,800
2 0,472 0,792
54 1 [MPYV VP2 0,470 | 0,784
MPyV VP3 0,511 0,947
Y 1 0,486 0,957
MPyV VP3 0,461 0,966
37,56 54,90
MPyV VP3 0,571 | 0,835
2 0,583 0,824
MPyV VP3 0,594 | 0,812
GFP 0,548 1,210
1 0,539 1,196
GFP 0,530 | 1,182
31,32 28,67
GFP 5 0,548 1,214 0,558 1.300
GFP 0,568 | 1,204 ' '
Mock 1 0,310 1,316 0,299 1321
Mock 0,288 1,326 ’ ’
19,23
Mock 0,345 1,404
2 0,347 1,387
Mock 0,348 1,369
S1A)
Vzorek Uéinnost transfekce [%]
BKV VP2 38
BKV VP3 36,5
MPyV VP2 34,5
MPyV VP3 334
GFP 42,2
S1B)
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mrtvé

upraveno na

. P bez s 5 e
. experimentalni bez S . . bunky ucéinnost
cas VAR duplikat tritonu | tritonem mt,,o nu trltonner'n pramér transfekce
pramér | prumeér (%] [%]
BKV VP2 0,203 0,749
1 0,209 0,772
BKV VP2 0,214 0,794 2213 610
BKV VP2 0,253 0,815 ’ ’
2 0,248 0,829
BKV VP2 0,242 0,843
BKV VP3 0,209 0,863
1 0,198 0,887
BKV VP3 0,187 0,91 50,07 0.00
BKV VP3 0,283 0,996 ’ !
2 0,284 1,012
BKV VP3 0,284 1,028
MPyV VP2 0,231 0,709
1 0,237 0,724
MPyV VP2 0,242 0,738
24,79 15,94
MPyV VP2 0,258 0,765
2 0,256 0,771
7h MPyV VP2 0,254 0,776
MPyV VP3 0,257 0,808
1 0,262 0,834
MPyV VP3 0,267 0,86 2494 1259
MPyV VP3 0,276 0,828 ’ ’
2 0,293 0,834
MPyV VP3 0,309 0,839
GFP 0,303 0,744
1 0,305 0,775
GFP 0,306 0,805 25 96 969
GFP ) 0,26 0,815 0.261 0.840 ’ ’
GFP 0,262 0,865 ’ ’
Mock 0,259 0,914
1 0,256 0,933
Mock 0,252 0,951
20,13
Mock 0,225 0,967
2 0,219 0,949
Mock 0,213 0,93
BKV VP2 0,572 0,623
1 0,537 0,617
BKV VP2 0,502 0,611 16.37 47 65
BKV VP2 2 0,529 0,59 0.500 0582 ’ ’
BKV VP2 0,471 0,574 ’ ’
BKV VP3 1 0,537 0,802 0525 0.799
BKV VP3 0,513 0,796 ’ ’ 38 67 35 39
BKV VP3 0,519 0,869 ’ ’
2 0,521 0,862
BKV VP3 0,523 0,854
MPyV VP2 0,505 0,59
1 0,475 0,618
MPyV VP2 0,444 0,646 4340 4335
MPyV VP2 9 0,473 0,622 0.468 0611 ’ ’
12h MPyV VP2 0,462 0,599 ’ ’
MP 0,566 0,567
YV VP3 1 0,560 0,572
MPyV VP3 0,553 0,576 5054 SL6E
MPyV VP3 2 0,603 0,56 0,615 0576 ’ ’
MPyV VP3 0,626 0,592 ’ ’
GFP 1 0,482 0,636 0.485 0639
GFP 0,488 0,642 ’ ’ 4263 1974
GFP 5 0,452 0,615 0452 0622 ’ ’
GFP 0,452 0,628 ’ '
Mock 0,366 0,854
1 0,372 0,857
Mock 0,377 0,859 30,7
Mock ) 0,419 0,852 0.389 0.857 ’
Mock 0,359 0,861 ’ ’
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b mrtvé upraveno na
. 1. ez S - s
gas |vzorek | SXPermentaint | bez - s tritonu tritonem buiky ucinnost
duplikat tritonu | tritonem P ot prameér transfekce
prumer prumer [%] [%]
0,723 | 0,466
sg X:Z 1 0.731 052 0,727 0,493
: : 59,88 81,57
BKV VP2 0,639 0,42
2 0,626 0,414
BKV VP2 0,612 0,408
BKV VP3 0,678 | 0,706
1 0,669 0,722
BKV VP3 0,659 | 0,737
BKV VP3 0,643 | 0,681 47,96 214,10
2 : . 0,621 0,678
BKV VP3 0,599 0,674
MPyV VP2 0,62 0,479
1 0,612 0,479
MPyV VP2 0,604 | 0,479
57,25 82,62
MPyV VP2 0,596 | 0,428
2 0,598 0,426
54 |MPYV VP2 0,599 | 0,423
0,839 | 0,348
myx xz ! 0831 | 0352 | % 0,350
; ' ' 70,70 98,37
MPyV VP3 0,769 | 0,312
2 0,807 0,331
MPyV VP3 0,845 | 0,349
GFP 0,614 | 0,494
1 0,621 0,496
GFP 0,627 | 0,497
55,69 37,47
GFP 0,581 | 0,497
2 0,592 0,470
GFP 0,603 0,442
Mock 0,444 0,803
1 0,419 0,824
Mock 0,394 0,844
33,13
Mock 0,383 | 0,779
2 0,379 0,785
Mock 0,374 | 0,791
S1C)
Vzorek Ucinnost transfekce [%]
BKV VP2 32,8
BKV VP3 22,4
MPyV VP2 29,2
MPyV VP3 38,2
GFP 60,2
S1D)

S1: Tabulky vypotti a vysledki porovnani miry cytotoxicity minoritnich protein G polyomavira MPyV a
BKV pri jejich samostatné produkci v sa¥ich buiikach.

A) Experiment 1 — vysledky a vypty

B) Experiment 1 —&innost transfekce

C) Experiment 2 — vysledky a vypty

D) Experiment 2 —&innost transfekce
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