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Abstrakt

Virion mysiho polyomaviru (MPyV) je slozen zhlavniho kapsidového proteinu VP1 a
minoritnich kapsidovych proteinti VP2 a VP3. Minoritni proteiny nejsou nutné pro sestaveni
kapsidy, jsou ale klicové pro infektivita virovych castic. Tato prace se v prvni ¢asti zabyva
modifikacemi VP2 a VP3, deamidaci Asn na pozici 253 VP2 (137 VP3) a N-koncovou acetylaci
Ala VP3, které by mohly byt divodem dvojitych prouzki VP2 a VP3 na SDS-PAGE. V
minulosti byly pfipraveny mutantni genomy MPyV N253D (Asn nahrazen Asp) a N253E (Asn
nahrazen Glu) simulujici deamidaci a A117V (Ala nahrazen Val) se snizenou acetylaci.
Pipravili jsme mutantni viry ve tfech izolacich a potvrdili jsme, ze deamidace je pficinou
dvojitych prouzkii. Mutantni viry byly porovnany s divokym typem z hlediska efektivity
infekce, vliv deamidace se ale nepodafilo prokazat. Virus s mutaci A117V je neinfekéni,
divodem muze byt sniZeni acetylace nebo aminokyselina na této pozici. Déle se tato prace
zabyva vlivem acetylace a-tubulinu na pribéh infekce MPyV. Acetylace o-tubulinu je
studovana z hlediska virové infekce z diivodu vyvoje novych antivirovych strategii. Po infekci
MPyV se acetylace zvysuje, neni to ale disledek zmény exprese mRNA acetyla¢niho (aTAT1)
nebo deacetylacniho enzymu tubulinu (HDAC6). Inhibice HDAC6 pomoci tubacinu,
specifického inhibitoru tubulin deacetylacni aktivity, vede ke zvySeni efektivity infekce jak

v Casné tak pozdni fazi infekce.

Klic¢ova slova: mysi polyomavirus, minoritni proteiny, acetylace mikrotubulli, posttranslacni

modifikace, deamidace, acetylace, VP2, VP3, HDAC6



Abstract

Mouse polyomavirus (MPyV) capsid is composed of the main capsid protein VP1 and minor
capsid proteins VP2 and VP3. Minor proteins are not essential capsid assembly, but they are
key for efficient viral infection. The first part of this thesis studies the modifications of VP2
and VP3, the deamidation of Asn at 253 of VP2 (137 of VP3) and N-terminal acetylation of
Ala of VP3, which could be the cause of double bands for VP2 and VP3 on SDS-PAGE.
Mutated genomes of MPyV N253D (Asn to Asp) and N253E (Asn to Glu) simulating
deamidation and A117V (Ala to Val) with reduced acetylation were prepared previously. We
prepared three isolations of the mutant viruses and we confirmed that the deamidation is the
cause of the double bands. Mutant viruses were compared to the wild type in terms of efficiency
of infection, but the role of deamidation could not be proven. Virus A117V is noninfectious
either due to lowered acetylation or the substitution of amino acid at this position. This thesis
also studies the role of a-tubulin acetylation in the infection of MPyV. The role of a-tubulin
acetylation in viral infection is being investigated to find new antiviral strategies. Acetylation
rises after MPyV infection, but this is not due to a change in mRNA expression of tubulin
acetylating (oaTAT1) or deacetylating enzyme (HDAC6). Inhibition of HDAC6 by tubacin,
specific inhibitor of tubulin deacetylating activity, leads to higher efficiency of infection in

early and late phase of MPyV infection.

Key words: mouse polyomavirus, minor proteins, microtubule acetylation, posttranslational

modification, deamidation, acetylation, VP2, VP3, HDAC6
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1 Uvod

Polyomaviry jsou malé neobalené¢ DNA viry, jejichz studium ndm od jejich objeveni ptineslo
fadu objevil na poli virologie i molekularni biologie. V minulosti napomohly naptiklad odhalit
princip alternativniho sestfihu, jaderného lokaliza¢niho signalu, slozeni komplexii replikacni
bunécné masinerie a piispély také k naSemu pochopeni mechanismti nadorové transformace.
Mysi polyomavirus (MPyV) je spolecné s virem SV40 (Simian virus 40) nejprozkoumangjSim
zastupcem cCeledi Polyomaviridae a dodnes je intenzivné studovan jako modelovy virus

tumorogennich DNA vird.

I kdyz probiha infekce hostiteld témito viry vétSinou asymptomaticky, u
imunokompromitovanych jedinci mohou zpisobovat zdvazna onemocnéni. Polyomaviry se
dnes dostavaji do popfedi zajmu diky neddvnym objeviim patogennich zastupct infikujicich
cloveka. Je proto velmi dilezité zjistit co nejvice o tom, jak tyto viry vstupuji do bunék,
dopravuji sviij genom do jadra, reguluji expresi svych gent a jakym zpiisobem vznika virové

potomstvo a opousti buriku.

JelikoZ maji polyomaviry velmi maly genom a koduji pouze maly pocet proteind, jsou jejich
proteiny do velké miry multifunkéni a béhem Zivotniho cyklu viru interaguji s fadou bunéénych
komponent. Zkoumdani té€chto interakci je kli€ové pro pochopeni kritickych okamziki
v zivotnich cyklech virli, na které je poté mozné soustfedit naSe snahy o cilenou antivirovou

terapii.

Poznatky ziskané studiem polyomaviri jsou vyuzivany i v biomedicinském inzenyrstvi.
Hlavniho kapsidovy protein VP1 mé schopnost samouspotfadani do viru podobnych ¢astic,
jejichz povrchové struktury 1ze modifikovat a ménit tak tkdniovou a bunécnou specifitu téchto
struktur. I kdyZ se vyuZiti polyomavirovych viru podobnych ¢astic neukazalo jako vhodné pro
dopravu extrachromozomalni DNA do jadra bunék, jejich potencial pro specifické rozeznavani

naptiklad rakovinnych bunék a cilenou dopravu terapeutik do mista jejich vyuziti je velky.

Z téchto a dalsich diivodl je MPyV v nasi laboratofi studovan a zabyva se jim i tato diplomova
prace. Klademe si za cil pfispét k objasnéni dosud nepopsané role n€kterych posttranslacnich
modifikaci minoritnich proteini MPyV a také vliv acetylovanych mikrotubuli na prabéh

infekce MPyV a pfispét tak k prohloubeni poznani o tomto modelovém viru.



2 Prehled literatury

2.1 Polyomaviry

Viry z ¢eledi Polyomaviridae jsou malé (prumér kapsidy okolo 45 nm) neobalené viry a jejich
genom je tvofen kruhovou dvouvlaknovou DNA (cca 5 kbp). Jiz od objevu prvnich
polyomavirt, tedy MPyV v roce 1953 (Gross, 1953) a zahy na to viru SV40 v roce 1960 (Sweet
a Hilleman, 1960) byly tyto viry intenzivné studovany, coz vedlo k celé¢ fadé¢ novych poznatki
nejen v oboru virologie. Ukazalo se, ze tyto viry mohou vést k rapidni tvorbé mnohacetnych
nadortt ve studovanych zvifecich modelech, a proto byly studovany zejména z hlediska
mechanism karcinogeneze (shrnuto v Atkin et al., 2009). Diky jejich studiu byly ale také
objeveny dilezit¢ bunéné mechanismy eukaryotickych bun¢k. Byl diky nim naptiklad
identifikovan jeden z hlavnich tumor supresorovych gent p53 (Linzer a Levine, 1979) nebo

fenomén fosforylace tyrosinu (Eckhart et al., 1979), ze kterého se pozdéji stal jeden

vvvvvv

Velky z4jem o studium polyomavir vzbudilo zjisténi, ze vakcina proti obrné ptfipravovana na
opicich ledvinnych bunkéch byla pravdépodobné kontaminovana virem SV40. Dodnes neni
jasné, zda infekce lidskych bun¢k virem SV40 muze vést k tvorbé lidskych malignit (shrnuto v

Jasani a Butel, 2013; Poulin a DeCaprio, 2006).

Polyomaviry infikuji zejména savce a ptaky, ale v poslednich letech byla objeven celéd fada
novych polyomaviri zejména diky obrovskym pokrokim v rychlosti a zpracovani dat novych
molekularné biologickych pfistupii. Byly objeveny polyomaviry infikujici také ryby (Peretti et
al., 2015) a ¢lenovce (Buck et al., 2016) a neustéle se objevuji nové savcéi (Dela Cruz Jr. et al.,
2017) a lidské polyomaviry (Gheit et al., 2017). Je tedy znamo jiz vice nez 70 polyomavirt a
ty jsou fazeny podle International Comittee on Taxonomy of Viruses do ¢tyt rodl (Alpha-,
Beta-, Gamma- a Deltapolyomavirus) na zékladé podobnosti sekvence kodujici jeden z

polyomavirovych ¢asnych proteind, velky T antigen (LT) (Viruses et al., 2016).

Polyomaviry zplsobuji asymptomatickou infekci u fady rtiznych hostiteli a také jejich
prevalence v lidské populaci je pomérné vysoka (Sroller et al., 2014). Klinické onemocnéni
zpusobuji pouze v malém mnozstvi pfipadl a to zeyména pokud je virova ndloz velmi vysoka,
a nebo pokud je imunita hostitele kompromitovana naptiklad imunosupresi (shrnuto v Gottlieb
a Villarreal, 2001). Z tohoto diivodu jsou lidské polyomaviry zkoumany a je zndma spojitost
nekterych z nich s klinickym onemocnénim. Virus BK (BKPyV) muze naptiklad zplisobovat

nefropatii u pacienti po transplantaci ledvin a je v této souvislosti dlouhodobé studovan



(Einollahi a Lotfian, 2016). Dalsi klinicky vyznamnou infekci lidskym polyomavirem je také
prokazana spojitost viru JC (JCPyV) a progresivni multifokalni leukoencefalopatie (Takahashi
etal., 2017). Virus karcinomu Merkelovych bunék byl dokonce identifikovan v buiikach tohoto
onemocnéni (Feng et al., 2008). Dnes se dale spekuluje i o dalSich polyomavirech a jejich roli
v patogenezi lidskych onemocnéni, jako naptiklad o roli virat WU a KI v onemocnénich

respiracniho traktu (Rao et al., 2016).
2.2 Mysi polyomavirus

Tato prace se vénuje jednomu z nejprostudovanéjSich polyomaviri, mySimu polyomaviru
(MPyV). Po svém objevu v 50. letech minulého stoleti byl ozna¢ovan jako polyomavirus, poté
jako mysi polyomavirus (tak je také pro jednoduchost ozna¢ovan v této praci) a dnes se nazyva
na zéklad¢ nové klasifikace Mus musculus polyomavirus 1 (Viruses et al., 2016). Nejen v nasi
laboratofi je dnes studovan zejména jako model malych DNA vird. Jeho zkouméani ptinasi
poznatky o tom, jak se tyto viry dostdvaji do bunécného jadra (Zila et al., 2014) nebo jakym
zpusobem probihd rozeznévani jejich infekce imunitnim systémem (You et al., 2015). MPyV
je také peclivé zkouman z hlediska pouziti viru podobnych ¢astic v biomedicinskych védach

(Zackova Suchanova et al., 2017).
2.2.1 Struktura virionu

Virova ¢astice MPyV je velkd pfiblizné€ 45 nm s ikosahedralni symetrii a neni obalen4 bunéénou
membranou. Kapsida je tvofend hlavnim kapsidovym proteinem VPI a minoritnimi
kapsidovymi proteiny VP2 a VP3. Protein VPI asociuje do pentamerii spolecné s jednim
z proteini VP2 nebo VP3. Ty jsou umistény v centralni dutiné pentameru, kde pomoci
hydrofobnich interakeci a vodikovych mustkd asociuji s proteinem VP1 (Chen et al., 1998)
(Obrazek 1a). Cela kapsida je tedy tvofena 72 pentamery, to znamena, Ze virion obsahuje 360
kopii proteinu VP1 a 72 kopii minoritnich kapsidovych proteini (Obrazek 1b), i kdyz se
objevuji i diikazy, Ze by zastoupeni minoritnich proteint v kapsidé mohlo byt vyssi a v jednom
pentameru by se tak mohly nachazet az dv€ molekuly minoritnich proteinii najednou
(Schowalter a Buck, 2013). C-koncové ¢asti proteinu VP1 jednoho pentameru interaguji se
sousedicim pentamerem, coZ umoziiuje vazbu pentamert mezi sebou (Stehle a Harrison, 1997).
Stabilita virionu je dale umocnéna vapenatymi ionty a disulfidickymi vazbami (Brady et al.,
1977; Stehle a Harrison, 1997). Uvnitt kapsidy se nachazi virovy minichromozom — virova

DNA je asociovana s bunéénymi histony H2A, H2B, H3 a H4. N-koncova ¢ast proteinu VP1



interaguje s virovym genomem (Chang et al., 1993a) a minoritni proteiny VP2 a VP3 interaguji
s bunéénymi histony (Cai et al., 1994).

a) 5-fold

Obr. 1 — Struktura pentameru a virionu MPyV. (a) Model proteinu VP1 a minoritniho proteinu tak, jak jsou spolu
uspofadany v pentameru. Protein VP1 je modfe, minoritni proteiny VP2 a VP3 jsou Cervené, prerusovana cast
ukazuje ¢ast unikatni pro protein VP2 (pfevzato z Chen et al., 1998). (b) Model virionu MPyV, kapsida se sklada
z 72 pentamert (pfevzato a upraveno z Stehle a Harrison, 1997).

2.2.2 QOrganizace genomu

Genom MPyV tvoti malé kruhova dvouvlaknova DNA velka ptiblizné 5,3 kbp. Koduje sedm
proteind, jejichz geny jsou zorganizovany v ramci genomu tak, zZe ho dé€li na oblast ¢asné a
pozdni exprese a regulacni oblast (Obrazek 2). Transkripce v ¢asné a pozdni oblast probiha
z okoli regulacni oblasti opacnymi sméry a vSechny transkripty jsou ukonceny ve spoleéném
polyadenylacnim misté. Primarni pre-mRNA pro casnou a pozdni oblast podléhaji
alternativnimu sestiihu. Casna oblast genomu MPyV kéduje velky (LT — 88 kDa), stfedni
(MT — 49 kDa) a maly T antigen (ST — 22 kDa) a také malo znamy ,tiny*“ T antigen
(TT — 10 kDa) tvoteny N-terminalni doménou vSech T antigent s pfipojenymi Sesti unikatnimi
aminokyselinami, ktery je exprimovan pouze ve velmi malé mife (Garren et al., 2015; Riley et
al., 1997). Pozdni ¢ast genomu koduje kapsidové proteiny MPyV, hlavni strukturni protein VP1
(45 kDa) a minoritni strukturni proteiny VP2 (35 kDa) a VP3 (23 kDa). Protein VPI je
translatovan z jiného Ctectho ramce nez minoritni proteiny, a proto s nimi nesdili shodnou
aminokyselinovou sekvenci. Sekvence, ktera koduje otevieny Cteci ramec pro protein VP1
ptesahuje asi o 30 nukleotidl otevieny ¢teci ramec pro minoritni proteiny. Proteiny VP2 a VP3
jsou translatovany ze stejného Cteciho ramce a to tak, ze protein VP3 tvoii C-koncovou cast

proteinu VP2. Konce ¢asnych a pozdnich primérnich transkriptl se piekryvaji, coz je klicové



pro regulaci exprese casnych a pozdnich mRNA a pfechod do pozdni faze infekce (Gu et al.,
2009). LT véze genom MPyV v regulacni oblasti (Dilworth et al., 1984), iniciuje replikaci
genomu a podili se na piepnuti transkripce z ¢asnych gent na pozdni (Liu a Carmichael, 1993).
Ostatni casné geny nejsou potiebné pro lytickou infekci, ale podileji se na tumorogenezi (Cheng
et al., 2009). Protein LT déle interaguje s proteiny regulujicimi bunécny cyklus a proteiny

bunécné replikacni masinerie, coz je nezbytné pro replikaci virového genomu.

Regulacni oblast

LT
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VP3

Mysi | miRNA
polyomavirus
(MPyV)
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Pozdni
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Obrazek 2 — Organizace genomu MPyV. Genom je rozdélen na ¢asnou, pozdni a regulacni oblast. V regulacni
oblasti se nachézi replikaéni po¢atek, promotory a enhancerové sekvence pro ¢asné a pozdni geny. Casné (modie)
a pozdni geny (Cerven€) jsou prepisovany v jiné orientaci, v§echny transkripty jsou zakonceny poly(A) sekvenci.
V casné oblasti jsou také kodovany dvé miRNA. PIné linie piedstavuji transkripty, obdélniky jsou oteviené Cteci
ramce, preruSovana linie jsou introny. LT je velky, MT stfedni, ST maly a TT ,tiny”“ T antigen. Pfevzato a
upraveno z prehledového ¢lanku Carmichael, 2016.

2.2.3 Hlavni strukturni protein VP1

Kapsidovy protein VP1 je hlavni stavebni komponentou virionu MPyV. Samovolné tvofi
pentamery (kapsomery) spolu s jednou molekulou minoritniho proteinu VP2 nebo VP3,
zékladni jednotky, které dale asociuji a vytvari virovou kapsidu. Protein VP1 je také schopen
tvofit pentamery a kapsidy bez pfitomnosti minoritnich proteintt VP2 a VP3 (Montross et al.,
1991) a toho je vyuzivano pro pfipravu viru podobnych ¢astic pro rtizné ucely (shrnuto v

Tegerstedt et al., 2005).

Krystalografické studie ukazaly, ze terciarni struktura proteinu VP1 miize byt rozd€lena na tii

¢asti — N-koncovou, stiedni a C-koncovou cast (Liddington et al., 1991) (Obrazek 3a).



N-koncova ¢ast obsahuje DNA vazebnou doménu, ktera nespecificky interaguje s DNA uvnitt
kapsidy (Chang et al., 1993a), a jaderny lokaliza¢ni signal (Chang et al., 1992). Stiedni ¢ast je
tvofend prevazné alfa helixy a beta listy a nestrukturované oblasti mezi nimi vytvari Sest
smycek (BC, DE, EF, FG, G2, HI). Smycky BC, DE a HI jsou umistény na povrchu virionu a
tvoti tak hlavni antigenni determinanty virové ¢astice MPyV, smycka EF se nachézi po strané
a je zodpovédnd za vazbu vépenatého kationtu stabilizujiciho kapsidu (Obrazek 3b).
C-koncova cast tvoii flexibilni raménko zodpovédné za interakci stabilizujici asociaci

pentamerti mezi sebou (Stehle a Harrison, 1997).
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Obrazek 3 — Struktura hlavniho strukturniho proteinu MPyV VP1. (a) Schéma primarni struktury a uspotadani
proteinu. (b) Terciarni struktura proteinu. Pfevzato a upraveno z Liddington et al., 1991 podle Hornikova, 2012.

Protein VP1 je hlavni strukturou interagujicim s bunéénym povrchem a zprosttedkovava vazbu
virionu a receptoru. Timto receptorem jsou gangliosidy GD1a, GT1b (Tsai et al., 2003) a GT1a
(Buch et al., 2015) na povrchu buiiky. Protein VP1 interaguje s kyselinou sialovou na jejich
povrchu zejména diky BC a HI smyckam (Stehle a Harrison, 1997), dale se u€astni i vazby na

ko-receptor a481 integrin (Caruso et al., 2003).

Protein VP1 je hojné€ posttranslaéné¢ modifikovan. Popsany byly fosforylace, sulfonylace,
acetylace, hydroxylace a methylace (Bolen et al., 1981). Fosforylace serint a threoninti proteinu

VP1 je pravdépodobné nejvyznamnéjsi, jelikoz hraje roli pfi morfogenezi viriond a ve vazbé



na receptor (Li a Garcea, 1994). Pro spravnou fosforylaci je dilezitd pfitomnost minoritnich
proteind (Forstova et al., 1993), ale samotné posttranslaéni modifikace proteinu VP1 nejsou

nezbytné pro tvorbu viru podobnych ¢astic (Salunke et al., 1986).

Lze ptedpokladat, ze protein VPI interaguje s fadou bunécnych proteini. Byly popsany
interakce s chaperonem Hsp70 (protein teplotniho Soku 70) (Chromy et al., 2003),
transkripcnim faktorem YY1 (Palkova et al., 2000), polymerazou poly(ADP) ribézy 1 (Carbone
et al., 2006) a karyoferiny (Bird et al., 2008) Ucastnici se virové transkripce, replikace a
morfogeneze virionti. Nedavno byla také popsana interakce proteinu VP1 s mikrotubuly a
chaperonem Hsp90 (protein teplotniho Soku 90) v pozdni fazi infekce MPyV, diky které dokaze

virus zablokovat bunéény cyklus (Hornikova et al., 2017).
2.2.4 Minoritni strukturni proteiny VP2 a VP3

Oba minoritni proteiny MPyV VP2 a VP3 jsou kédovany ve stejné ¢asti genomu a ve stejném
¢tecim ramci tak, Ze protein VP3 je N-termindln€¢ zkrdcenou variantou proteinu VP2
(Obrazek 4). Minoritni proteiny MPyV nejsou exponovany na povrchu kapsidy, ale nachazeji
se uvnitf, v prohlubni pentameru, kde jsou ukotveny pomoci jejich C-koncového hydrofobniho
alfa helixu (Obrazek 1a) (Chen et al., 1998), pti¢emz poslednich 12 aminokyselin C-terminalni
¢asti minoritnich proteinti neni potiebnych pro tuto asociaci (Cai et al., 1994). U zbylé Casti
minoritnich proteinii prozatim nebyly odhaleny zadné dalSi sekundarni struktury, lze tedy

predpokladat, Ze jsou tyto proteiny pravdépodobné& nestrukturované.
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Obrazek 4 — Protein VP3 je N-terminalné zkracenou variantou proteinu VP2. Cisla ukazuji pozice po&ateénich a
koncovych aminokyselin, pocatek proteinu VP3 v kontextu proteinu VP2 a zacatek a konec C-terminalni vazebné
domény (Cern¢), ktera protein ukotvuje v pentameru VP1 pomoci hydrofobnich interakci. Pfevzato a upraveno z
Barouch a Harrison, 1994.

Oba minoritni proteiny maji na svém spolecném C-konci jaderny lokalizacni signal (Chang et
al., 1993b). Ten neni dostatecny pro jadernou lokalizaci téchto proteinti, pokud jsou

exprimovany samostatné v hmyzich buiikach (Forstova et al., 1993). Asociace s proteinem VP1



(i bez vlastniho jaderného lokaliza¢niho signalu) usnadiuje translokaci minoritnich proteinti do

jadra (Cai et al., 1994).

Z posttranslacnich modifikaci byla u minoritnich proteini MPyV popsana fosforylace (Ponder
et al., 1977). Minoritni protein VP2 je na svém N-konci myristylovan (Obrazek 4) (Streuli a
Griffin, 1987) a ztrata této modifikace snizuje infektivitu zejména pii reinfekei. I kdyz je tato
modifikace u polyomavirt velmi konzervovana, neni zcela objasnén jeji vyznam pro virovou
infekci. Je pravdépodobné dulezita pro uvoliiovani virionl z buiiky a pii reinfekci (Mannova et
al., 2002). Predpoklad, ze myristylace by mohla proteinu VP2 umoziovat interakci s bunécnou
membranou, nebyl nikdy potvrzen, myristylace by také mohla pomahat pti interakci s dalSimi
proteiny a ovliviiovat konformaci téchto komplexti. To potvrzuje i fakt, Ze mutantni viry
s chybé&jici myristylaci nejsou rozezndvany nékterymi protilatkami proti povrchovym epitopiim
kapsidy. Je tedy mozné Ze je ovlivnéna morfogeneze novych viriond a ty nasledné nejsou
schopny dopravit genom do jadra, coz by vysvétlovalo snizenou efektivitu reinfekce. Virové
mutanty bez myristylace jsou méné stabilni v kyselém pH (Krauzewicz et al., 1990), které je
vyzadovano pro doruceni virového genomu do jadra (viz nize). Déle byla popsdna N-koncova
acetylace alaninu proteinu VP3 (Vit, 2010) a analyza pomoci hmotnostni spektrometrie odhalila
deamidaci argininu na pozici 253 proteinu VP2 (137 proteinu VP3) (Bilkova, 2014). Vyznam

téchto modifikaci neni doposud znam.

I kdyZ samotny protein VP1 dokéaZe tvofit virové kapsidy, minoritni proteiny jsou velmi
dilezité pro pribéh Zivotniho cyklu MPyV. U virl exprimujicich pouze jeden z minoritnich
proteinll byla pozorovana sniZena efektivita infekce zejména pii reinfekci, tato efektivita
infekce byla niz$i nez u mutantnich virti bez chybéjici myristylace (Mannova et al., 2002).
Viriony bez obou minoritnich proteinii nejsou infekéni (Mannova et al., 2002). Bylo zjisténo,
Ze minoritni proteiny vaZi membrany a pfi samostatné expresi v butikach zpiisobuji bunéénou
smrt. AvSak v pozdni fazi infekce je tato jejich vlastnost postradatelnd a pfispivaji k bunécné
smrti pouze mirné (Huerfano et al., 2010). U minoritniho proteinu VP2 byly predikovany tfi
(dve pro protein VP3) hydrofobni domény (HD), které mohou asociovat s membranami — HD1
(pozice 60—101 proteinu VP2), HD2 (126-165) a HD3 (287-307) (Obrazek 5) (Huérfano et al.,
2017; Rainey-Barger et al., 2007). Huérfano et al., 2017 ukazali, ze HD2 spole¢na pro oba
minoritni proteiny je pravdépodobné zodpovédna za vazbu membran minoritnimi proteiny a
HDI1, unikatni pro VP2, pravdépodobné stabilizuje tuto interakci a napomahd uniku virionu
z endoplasmatického retikula. HD3 je kli¢ova pro interakci minoritnich proteind s proteinem

VPI (Rainey-Barger et al., 2007).



Je zajimavé, ze MPyV kdduje dva minoritni proteiny, z ¢ehoz jeden je pouze zkracenou verzi
druhého. Existuje domnénka, ze by tomu tak mohlo byt kviili prostorovym restrikcim uvnit
kapsidy a Ze by tak nebylo potieba, aby virova kapsida obsahovala velky pocet ,,plné

funk¢nich® minoritnich proteint (Barouch a Harrison, 1994).
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Obrazek 5 — Predikované hydrofobni domény minoritnich proteini VP2 a VP3. Pfevzato a upraveno z
(Rainey-Barger et al., 2007).

2.2.5 Zivotni cyklus

Vzhledem k tomu, ze je MPyV maly DNA virus a koduje pouze sedm proteinti, musi tyto
proteiny byt multifunkéni a interagovat s celou fadou bunéénych proteind, které virus vyuziva
ve svém Zivotnim cyklu. Zejména interakce s proteiny bunécné replikacni masSinerie jsou pro
jeho replikaci a tvorbu novych virovych ¢astic kli¢ové. Z toho plyne i fakt, Ze byla ke dnesnimu
dni popséana cela fada interakci viru s bunéénymi komponentami a neni pfili§ snadné odhalit,
které interakce jsou pro zivotni cyklus kli¢ové a jaka je jejich souslednost. Stale tak zlstava

fada nezodpovézenych otdzek ohledné Zivotniho cyklu MPyV, nasledujici odstavce shrnuji

vvvvvv

2.2.5.1 Vstup viru do bunky

Replikaéni cyklus MPyV zac¢ina vazbou na bunéény povrch a naslednym vstupem do bunky
diky receptorem zprostiedkované endocytoze. K navazdni MPyV na buniku dochézi pomoci
interakce hlavniho kapsidového proteinu VP1 s receptory na bunééném povrchu. Specifické

receptory, na které se vaze protein VP1 MPyV jsou gangliosidy GD1a, GT1b (Tsai et al., 2003)



a GTla (Buch et al., 2015), jako ko-receptor slouzi a4B1 integrin (Caruso et al., 2003). Virus
je ale také schopen vazat se na celou fadu dalSich molekul na bunécném povrchu (Bauer et al.,
1999). MPyV je schopen vstupovat do velké skaly savéich bunék, k produktivni expresi ale
dochazi jen v bunikach jeho ptirozeného hostitele, ve kterych je velky T antigen schopen vazat
bunécné proteiny ucastnici se replikace. I v buiikach, ve kterych dochazi k abortivni infekci

muzeme detekovat expresi ¢asnych virovych antigentl.

Po vazbé¢ virionu na bunécny receptor dochazi pravdépodobné ke zméné konformace, jelikoz
bylo prokazano in vitro, ze vazba virionu s fragmenty receptort zvysSuje odolnost kapsidovych
proteind vuci protedzdm (Cavaldesi et al., 2004). Zména konformace proteinu VP1 by také
mohla vést ke zméné konformace minoritnich proteint. Existuje hypotéza, ze konformacéni
zmeéna by také mohla vést ke zvétSeni poru ve vrcholu pentameru (Obrazek 1a) a to by mohlo
vést k interakci minoritniho proteinu s bunéénym povrchem (Chen et al., 1998). Slozeni
kapsidy z hlediska obsahu minoritnich proteinli také hraje roli v dostupnosti epitoptt VP1 na

povrchu kapsidy pro protilatky (Delos et al., 1995).

MPyV vstupuje do buiiky pomoci monopinocytickych vackl, asociuje pifi vstupu
s membranovymi rafty a byla také popsana jeho kolokalizace s kaveolinem (Richterova et al.,
2001), ale nepfitomnost kaveolinu nebo klatrinovych vackt nehraje roli v infekci MPyV (Liebl
et al., 2006). Adsorpce a vstup viru probiha pomérné rychle, jiz po 30 minutach po infekci je
internalizovédna vétSina virovych castic (Richterova et al., 2001). Kratce po vstupu je pro virus
dilezita destabilizace aktinové sité, naopak destabilizace mikrotubulti nevede k produktivni

infekci (Gilbert et al., 2003; Zila et al., 2014).
2.2.5.2 Transport genomu do jadra

Po internalizaci v monopinocytickych vacécich je virus pravdépodobné diky asociaci se
specifickym receptorem, transportovan do casného endozomu, ktery néasledné maturuje, coz
potvrzuje kolokalizace s markery téchto bunéénych kompartmenti Rab5 a Rab 7 (Obrézek 6)
(Liebl et al., 2006; Qian et al., 2009). Postupna acidifikace téchto kompartmentt je kli¢ova pro
dopraveni genomu do jadra a produktivni infekci (Liebl et al., 2006) a pravdépodobné indukuje

pocatek konformacéni zmény kapsidy, ktera je poté umocnéna v endoplasmatickém retikulu.

Nasledné byla pozorovana i kolokalizace virionl s recyklujicim endozomem (marker Rab 11)
(Liebl et al., 2006), inhibice této drahy ale nevedla ke snizeni efektivity, takze 1ze predpokladat,
ze jde o neproduktivni vétev (Zila et al., 2014). Vazba na specificky receptor GDla

pravdépodobné cili virovou ¢astici do endoplasmatického retikula, coz je piredpokladem pro
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produktivni infekci a tento pfesun je zavisly na molekuldrnim motoru dyneinu (Qian et al.,
2009; Zila et al., 2014). Role retrogradniho transportu nebyla pIn€ objasnéna. Zatimco jednou
skupinou bylo pozorovédno, Ze inhibice drahy COP I vacki infektivitu vyrazné nesniZuje
(Mannova a Forstova, 2003), jina studie ukazala, Ze inhibice této drahy infekci inhibuje (Gilbert
a Benjamin, 2004). Nebyla pozorovana kolokalizace MPyV s Golgiho aparatem, ale existuji

naznaky o jeho mozné asociaci s COP I va¢ky a trans-Golgi sitovinou (Stach, 2016).
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Obrazek 6 — Schéma transportu virionu MPyV do endoplasmatického retikula. Virus vstupuje receptroem
zprostiedkovanou endocyt6zou v monopinocytickych vaceich do buiiky, poté kolokalizuje s ¢asnym endozomem,
nasledné¢ s pozdnim endozomem az se dostava do endoplasmatického retikula. PferuSovanymi liniemi jsou
naznadeny mozné cesty. Pievzato z Stach, 2016.

Poté, co se virus dostane do endoplasmatického retikula jiz okolo 3 hodin po infekci (Mannova
a Forstova, 2003), je dalSim klicovym krokem v jeho Zivotnim cyklu transport genomu do
cytoplasmy. V endoplasmatickém retikulu dochdzi pomoci enzymi z rodiny PDI k rozvolnéni
kapsidy diky rozruseni stabilizujicich disulfidickych vazeb (Walczak a Tsai, 2011). To je
kli¢ovy krok, bez kterého virus neni schopen opustit endoplasmatické retikulum (Gilbert et al.,
2006). Rozvolnéni kapsidy a stim asociovand vyssi hydrofobicita virové Castice

pravdépodobné umoziiuje minoritnim proteinim uplatnit svou afinitu k bunééné membrang,
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destabilizovat ji a uvolnit tak virion do cytoplasmy (Magnuson et al., 2005). Byla popsana
interakce kapsidy s Derlinem-2, faktorem ERAD (proteinova degradace asociovana
s endoplasmatickym retikulem) drahy, ktery je klicovy pro infekci (Lilley et al., 2006). Je tedy
mozné, Ze rozvolnéna kapsida je rozpoznana témito faktory a je jako nespravné sloZzeny protein

transportovana z endoplasmatického retikula do cytosolu (Liebl et al., 2006).

Jakmile se virus dostane do cytoplasmy, dochazi pravdépodobné k dal§imu rozvolnéni diky
interakci se chaperonem Hsp70 (Chromy et al., 2006). Virus se nasledn¢ musi dostat do jadra,
coz se podaii jen malé ¢asti virioni (Mannova a Forstova, 2003). Ke kontaktu jadra s okolni
cytoplasmou dochazi pomoci komplexu jaderného poru, nicméné odhaduje se, ze limitni
rozmér pro prechod jadernym pérem je 39 nm, ktery samoziejmé intaktni kapsida MPyV
ptesahuje. Pfedpoklada se, ze ale po rozvolnéni kapsidy by mohl virovy genom vstupovat do
jédra asociovany s minoritnimi proteiny a proteinem VP1. Dal§i moznosti je, Ze je virovy
genom dopraven do jadra diky kontinuité jaderného obalu s membranami endoplasmatického
retikula. Virus by se tedy nemusel byt translokovan z endoplasmatického retikula do cytosolu,
putoval by az do perinukle4drniho prostoru, kde by piekonal membranu a dostal se pfimo do

jadra (Mackay a Consigli, 1976).
2.2.5.3 Exprese ¢asnych gent a replikace

Po vstupu do jadra je pro virus klicova aktivita enzymu polymerazy poly(ADP) ribézy 1, ktera
interaguje s proteinem VP1 v misté jeho DNA vazebné domény a vyvazuje ho tak z komplexu
rozvolnéného virionu (Carbone et al., 2006). Nasledné¢ muaze dojit k transkripci v oblasti
¢asnych gent, ke které dochazi pomoci bunécné RNA polymerazy II a alternativniho sestfihu
k expresi virovych T antigenid. Poté jsou produkovany proteiny, antigen LT je detekovatelny

uz 8 hodin po infekci, dalsi casné geny az pozdéji (Chen a Fluck, 2001).

LT antigen je diky své schopnosti vazat DNA nepostradatelny v replikaci virového genomu.
LT véaze sekvenci GA(G)GGC vregulatni oblasti virového genomu, vytvaii dva
homohexamery a za spotfeby ATP funguje jako helikaza. Dale interaguje s proteiny bunécné
replika¢ni maSinerie, zejména s o-primdzou a replikaénim proteinem A a tato interakce urcuje,
zda dojde k produktivni infekci. Je tedy nezbytné, aby tyto proteiny byly v buiice dostupné,
k Cemuz dochdzi zhruba 18 hodin po infekci synchronizovanych bunék béhem S-faze
bunécného cyklu, kterou virus pro svou replikaci vyzaduje (Chen a Fluck, 2001). Nasledn¢
probihd replikace genomu v obou smérech od mista pocatku replikace (ori) stejnym

mechanismem jako pfi replikaci bunééné DNA. K replikaci dochdzi zejména v mistech
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,»virovych replikacnich tovaren™ (Erickson et al., 2012). Virové antigeny MT a ST se podileji
na deregulaci bunééného cyklu a mitogennich signélnich drah, ¢imz mohou bunku

transformovat (Courtneidge a Smith, 1983; Pallas et al., 1990).
2.2.5.4 Exprese pozdnich gent a morfogeneze virion(

Po zac¢atku replikace virové DNA dochazi ke snizeni efektivity ¢teni polyadenylacniho signalu
a vznikaji dlouhé molekuly mRNA obsahujici n¢kolik kopii virového genomu za sebou, které
umoziuji umocnit syntézu pozdnich gent v pozd€jsi fazi infekce (Acheson, 1978).
Alternativnim sestfihem jsou primarni transkripty opét upravovany tak, ze vznikaji v§echny tfi

strukturni proteiny, z nichz protein VP1 tvoii asi 80% (Kamen a Shure, 1976).

K ptfed¢asnému slozeni virové kapsidy v cytoplasmé moznd brani interakce jadernych
importinil s proteinem VP1 (Bird et al., 2008). Po translaci minoritni proteiny pravdépodobné
asociuji s proteinem VP1 v cytoplasmé a jsou spole¢né transportovany do jadra, kde dochazi
k morfogenezi novych virovych ¢astic (Barouch a Harrison, 1994), které se ucastni bunécné
chaperony a virovy LT antigen (Chromy et al., 2003). Funkce minoritnich proteini pii
morfogenezi virionl neni jasnd, i v jejich nepfitomnosti dochazi k zabaleni DNA (Mannova et

al., 2002).

Nedavno byl navrZzen novy model ohledné jaderné lokalizace procesu morfogeneze novych
virion (Erickson et al., 2012). Byly pozorovany tubularni ttvary tvofené pravdépodobné
pentamery proteinu VP1 koncentrované v mistech ,,virovych replikacnich tovaren®, okolo
kterych se nachazely klastry novych viriontl, které se odpojuji z konct téchto tubularnich
utvard. Nutnost takového procesu by podporoval i fakt, Ze DNA je do virovych castic balena
nespecificky, nebot’ nebyla nalezena sekvence, ktera by slouzila jako enkapsidac¢ni signal, a zda
se, ze koncentrace DNA je jedinym kli¢ovym faktorem (Spanielova et al., 2014). Protein VP1
vyvazuje z virového genomu histon H1 a vaze tak genom v regulacni oblasti (Carbone et al.,

2004).

Studie virovych proteinovych komplext v pozdnich fazich infekce ukazaly, Ze pti morfogenezi
virionu pravdépodobné dochazi ke konformacni zméné, kterda méni sedimentacni koeficient
virové ¢astice (Yuen a Consigli, 1985). Mnozstvi minoritnich proteinii bylo stejné ve vSech
komplexech, ale bylo pozorovano, ze nezralé viriony obsahovaly vice proteinu VP1 nez viriony

zralé.

MPyV je neobaleny virus a aby se nové vzniklé ¢astice dostaly z infikované buiiky ven, je

potieba naruSit bunéénou membranu. Pii infekci bunécné kultury MPyV je pozorovan
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cytopaticky efekt zhruba 48 hodin po infekci v disledku masivni exprese strukturnich proteini.
V malé mife dochazi k apoptoéze bun€k, ale pozorovat miizeme prevazné nekroézu (An et al.,
2000), pti které dochézi ke ztrat¢ intaktnosti bunéénych membran, coz umoziuje virovym
Casticim dostat se ven z bunky. K bunécné smrti nedochazi pii produkci viru podobnych castic
slozenych pouze z proteinu VP1, coz naznacuje roli minoritnich proteini v uvoliiovani
virovych ¢astic z bun€k. Pokud jsou minoritni proteiny exprimovany samostatng, mira jejich
afinity k membranam definuje jejich cytotoxické vlastnosti. Pti infekci bunék MPyV se vSak
prili§ na bunécné smrti nepodileji pravdépodobné proto, ze jsou z velké ¢asti vyvazovany
proteinem VP1, ktery jim brani v zabudovani do membran (Huerfano et al., 2010). Bylo také
pozorovano, Ze pro uspéSnou pozdni fazi infekce je potieba intaktni mikrotubularni sit’ a viriony
tak mozna putuji po mikrotubulech od jadra smérem k bunéénému povrchu (Sanjuan et al.,

2003).

2.3 Acetylace mikrotubull

Mikrotubuly podléhaji fad¢ posttransla¢nich modifikaci, které jim dodavaji moznost vytvaret
strukturné a funkéné rozriznéné podmnoziny. K nejcastéjSim posttranslaénim modifikacim
mikrotubull patfi detyrozinace, odstépeni glutamatu, polyglutamylace a polyglycylace, ke
kterym dochazi na volnych C-koncich a- 1 B-tubulinu, a také acetylace lysinu na pozici 40

a-tubulinu, ktery se nachazi v lumen polymerovaného vldkna (Obrazek 7).

s, .
u-tubulh-:\_a 0 L 5

Obrazek 7 — Schématické znazornéni posttranslacnich modifikaci mikrotubull v kontextu tubulinového dimeru.
Volné C-konce o- a B-tubulinu jsou modifikovany odstépenim koncového tyrozinu, piipadné i glutamatu,
polyglycylaci a polyglutamylaci, lysin 40 o-tubulinu nachézejici se v lumen polymerovaného vlakna je acetylovan.
Prevzato a upraveno z prehledového ¢lanku Janke a Bulinski, 2011.

Jiz od objeveni acetylovanych mikrotubult v 80. letech (LeDizet a Piperno, 1987) se o nich
uvazovalo jako o funkéné odliSené podmnoZiné stabilngjSich mikrotubull (Black a Keyser,

1987). Dlouhou dobu nicmén¢ nebylo jasné, zda jsou tyto mikrotubuly stabilni diky acetylaci
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nebo zda je stabilni podmnoZina mikrotubulll preferencné acetylovana (Gaertig a Wloga, 2012;
Webster a Borisy, 1989). Pozice acetylatniho mista uvniti mikrotubularniho vlakna a fakt, ze
k acetylaci dochazi az na polymerovanych vldknech (Maruta et al., 1986) také vzbuzoval fadu
otazek zejména o tom, jak se modifikacni enzymy dostavaji k acetylaénimu mistu (Howes et
al., 2014; Soppina et al., 2012). Také nebylo donedavna vyteseno, jak pfesné je stability této

podmnoziny mikrotubulti strukturné dosazeno (Howes et al., 2014).

Na vSechny tyto otazky byla schopnéa odpovédét recentni studie, kde autoii ukazali za pomoci
pokrocilych biofyzikalnich a zobrazovacich metod, Zze acetylace mikrotubulti je skutecné
stabilizacnim faktorem a tato podmnozina je tak stabilnéjsi v dtisledku acetylace (Portran et al.,
2017). Dale také vysvétluji, ze acetylace vede k oslabeni vazeb mezi sousednimi protofilamenty
v mikrotubularnim vlakne€, a to vede k vétsi flexibilit€ a nasledné odolnosti mikrotubularniho
vldkna proti mechanickému stresu. Toto pozorovani také osvétluje, jak se modifika¢ni enzymy

dostavaji do lumen mikrotubulu.

Role acetylovanych mikrotubuli byla identifikovana v bunééné adhezi, migraci, transportu
vackli pomoci molekuldrnich motori a mechanorecepci. Z tohoto divodu je intenzivné
studovana zejména z hlediska patogeneze a potencidlni terapie neurodegenerativnich

onemocnéni, rakoviny a také imunitni odpovédi a infekce bunck patogeny (Li a Yang, 2015).
2.3.1 Proteiny modifikujici acetylaci mikrotubuld

Navzdory letitému zkoumani acetylovanych mikrotubulli byly konkrétni enzymy zodpovédné
za acetylaci a deacetylaci objeveny teprve nedavno. Objeveni acetylatniho enzymu
predchézelo nalezeni n€kolika nespecifickych enzymi s tubulin acetyltransferazovou aktivitou,
které jsou bud’ tkanové specifické, nebo se podileji na acetylaci mikrotubulli pouze nepitimo

(Conacci-Sorrell et al., 2010; Ohkawa et al., 2008; Shen et al., 2009).

Pozdé&ji byla soucasné dvéma skupinami objevena a-tubulin acetyltransferaza 1 («TAT1) a jeji
paralog a TAT?2 ptibuzné histon acetyltransferaze GCNS5 (Akella et al., 2010; Shida et al., 2010).
Bylo prokéazano, Zze aTAT1 je hlavnim a jedinym acetylaénim enzymem mikrotubulil u savct
a vypnuti jeho exprese ma stejny fenotyp jako tubulin, ktery neni mozné acetylovat. Enzym
aTATI je také schopen acetylovat sam sebe a je schopen destabilizovat mikrotubuly nezavisle
na své acetyltransferazové aktivité, coz naznacuje, ze v buiice zastava i jiné¢ funkce (Kalebic et

al., 2013).

O néco diive byla nalezena tubulin deacetyla¢ni aktivita u histon deacetyldzy 6 (HDACS6),
proteinu z rodiny histon deacetylaz tidy Il (Hubbert et al., 2002), a bylo potvrzeno, Zze zmény

15



exprese tohoto enzymu se projevuji v hladin€ acetylace mikrotubuldl in vivo (Zhang et al.,
2003). Na rozdil od histon deacetyldz se nachazi vyhradné v cytoplasmé (Obréazek 8) (Verdel
et al., 2000), kde se ucastni celé fady bunécnych funkci jako regulace ubikvitinace, formace
agrezomu, autofagie a regulace odpovédi na patologickou agregaci proteini (shrnuto v
Aldana-Masangkay a Sakamoto, 2011). DalSimi cili deacetyla¢ni aktivity enzymu HDACG6 jsou
kortaktin (Zhang et al., 2007) a také chaperon Hsp90 (Bali et al., 2005), ktery kolokalizuje

s acetylovanymi mikrotubuly (Giustiniani et al., 2009).

NES DDI DD2 SE14 ZnF-UBP

— i
]

Jaderny Katalyticka aktivita pro:

exportni a-tubulin Ukotvent Vazbe
signil Hsp90 v cytoplazmé  ubikvitinu
kortaktin

Obrazek 8 — Schématické znazornéni domén enzymu HDACG a jejich funkci. Pfevzato a upraveno z piehledového
¢lanku Aldana-Masangkay a Sakamoto, 2011.

Enzym HDAC6 ma dvé¢ katalytické domény (Obrazek 8), z nichZ obé nebo pouze druhd jsou
potiebné pro deacetylaci tubulinu (Miyake et al., 2016; Zhang et al., 2006; Zou et al., 2006).
Tubulin deacetyla¢ni aktivita enzymu je specificky inhibovana inhibitorem tubacinem, zatimco

na jiné biologické aktivity nema tento inhibitor vliv (Haggarty et al., 2003).

Byly identifikovan i dal$i enzymy deacetylujici mikrotubuly. Jednim je lidsky sirtuin typu 2
(SIRT2), enzym zrodiny histon deacetylaz tiidy III, ktery je ale schopen deacetylovat
mikrotubuly pouze v komplexu s enzymem HDAC6 a inhibice exprese jednoho z nich pomoci
siRNA staci k pozorovani hyperacetylace mikrotubulli (North et al., 2003). Dale byla
identifikovana deacetyldza HDACS z rodiny histon deacetylaz tfidy 11, ktera je specifické pro
periferni neurony (Cho a Cavalli, 2012).
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3 Cile prace

Pfi separaci virovych proteini MPyV na SDS-PAGE byly za urcitych podminek v nasi
laboratoii pozorovany dvojité prouzky ve velikosti odpovidajici minoritnim proteinim VP2 i
VP3 a bylo zjisténo, ze se jedna o dvé€ izoformy minoritnich proteind. Dfive bylo zjisténo, ze
se tyto izoformy nelisi délkou polypeptidového fetézce (Vit, 2010) a komplikovana analyza
pomoci hmotnostni spektrometrie nakonec odhalila deamidaci asparaginu na pozici 253 VP2
(137 VP3) (Bilkova, 2014). Dale bylo zjisténo, ze N-koncovy methionin VP3 je odstépen a
nasledujici alanin (117A VP2) je acetylovan (Vit, 2010). Za tucelem studia téchto
posttranslacnich modifikaci a jejich vlivu na zivotni cyklus viru byly vytvofeny substitucni
mutanty VP2 a VP3 v téchto pozicich (Bilkova, 2014). Asparagin 253 proteinu VP2 byl
nahrazen kyselinou asparagovou (N253A) nebo glutamovou (N253E) a alanin 117 byl nahrazen
valinem (A117V). Tato diplomova prace navazuje ve své prvni ¢asti na prace Ondieje Vita a

Evy Bilkové, v této ¢asti tedy cilem prace bylo:

e Pripravit virova inokula mutantnich viri N253D, N253E a A117V a divokého typu
MPyV.

e Jednoznacné ukazat, Ze deamidace na pozici 253 proteinu VP2 (137 proteinu VP3) je
divodem pozorovanych dvojitych prouzki pro minoritni proteiny na SDS-PAGE.

e Porovnat efektivitu infekce mutantnich viri s divokym typem MPyV.

Nase skupina se déle zabyva studiem vlivu virové infekce na hostitelskou buiiku. Ukazali jsme,
ze infekce MPyV vede v permisivnich bunkach k nartstu acetylace mikrotubulti (Hornikova et
al., 2017). Ve druhé casti této diplomové prace na toto zjisténi navazujeme a ndmi vytycené

cile jsou:

e Charakterizovat miru acetylace mikrotubuli v priabéhu ¢asné i pozdni fiaze infekce
MPyV v buiikach 3T6.

e Urdit, zda je za zmény v acetylaci mikrotubuli béhem infekce zodpovédna zména
exprese mRNA enzymu acetylujiciho (aTAT1) nebo deacetylujiciho tubulin
(HDACS6).

e Ovérit, zda indukované zvySeni acetylace mikrotubuli ma vliv na efektivitu infekce

MPyV.
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4  Material a metody

4.1 Bakterialni kmen

Escherichia coli TOP10:
F- mcrd A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 -

Byli pouzity tfi monokolonie tohoto kmene nesouci plasmid pMJG s nasledujicimi

substitucemi (Bilkova, 2014):

MPyV VP2 N253D
MPyV VP2 N253E
MPyV VP2 A117V

4.2 Virus

Mysi polyomavirus — kmen BG

4.3  Bunécné linie

Bunécnd linie mysich fibroblasti 3T6 (ATCC; CCL-96) — Senzitivni a permisivni linie pro
MPyV

Bunéc¢na linie mysich fibroblasti NIH 3T3 (ATCC; CRL-1658) — Tato linie neni senzitivni pro
MPyV, ale je pro tento virus permisivni

4.4 Plasmid

pMJG — plasmid pMJ1 nesouci kompletni genom MPyV (Krauzewicz et al., 1990)

4.5 DNA primery

MPyV LT — absolutni kvantifikace genomovych ekvivalenti
MPYV LT F — 5~ GCTGACAAAGAAAGGCTGCT - 3¢
MPyV LT R - 5° —= AGCCGGTTCCTCCTAGATTC - 3°

HDACS6 — relativni kvantifikace genové exprese — transkripéni varianta 1 a 2
HDAC6 F -5 — CGGCTGGTAGATGCACTCAT - 3¢
HDAC6 R — 5 - TGAGAACCCTCTGAATGCGG — 3°

oTATI1 — relativni kvantifikace genové exprese — transkripéni varianta 1 a 2
oTAT1 F -5 - TTTGAGGATGCAAAGCAACCG - 3°
oTATI R -5 - AGTCCAGAATGCAAAGGGGTT - 3°
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GAPDH - relativni kvantifikace genové exprese (referencni gen)
GAPDH F - 5 — ATGACATCAAGAAGGTGGTG - 3°
GAPDHR -5 — CATACCAGGAAATGAGCTTG — 3¢

4.6 Markery molekulovych hmotnosti

DNA marker molekulovych vah SDS-PAGE  marker = molekulovych  vah
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder Spectra’” Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Thermo Fischer Scientific) (Thermo Fischer Scientific)
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SDS-PAGE marker molekulovych vah — Prestained Molecular Weight Marker SDS7B2, M.W.
27,000-180,000 (Sigma-Aldrich) — jednotlivé slozky markeru a jejich molekulové hmotnosti

(jednotlivé hodnoty se mohou liSit disledkem konjugace s barvou):

o-makroglobulin 173 kDa
3-galaktosidaza 114 kDa
fruktoza-6-fosfatkinaza 96 kDa
pyruvatkinaza 66 kDa
fumaraza 59 kDa
laktatdehydrogenaza 38 kDa
triozafosfatizomeraza 32 kDa
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4.7 Protilatky

4.7.1 Primarni protilatky

a-MPyV LT — krysi monoklonalni protilatka proti LT antigenu MPyV — pro imunofluorescenci
fedéno 50% (S. Dilworth — Imperial College School of Medicine, London)

o-MPyV VPI D4 — mys8i monoklonélni protilatka proti VP1 proteinu MPyV — pro dot blot
fedéno 50% (Moravkova, 2001)

o-MPyV VPI A5 — mySi monoklonélni protilatka proti VP1 proteinu MPyV — pro dot blot
fedéno 10x (Moravkova, 2001)

o-MPyV VPl A — mysSi monoklondlni protilatka proti denaturovanému VP1 proteinu

MPyV — pro western blot fedéno 100 (Forstova et al., 1993)

o-MPyV VP2/3 2C8 — mysi monoklonalni protilatka proti denaturované spolecné ¢asti VP2 a
VP3 proteintt MPyV — pro western blot fedéno 5x (Forstova et al., 1993)

a-acetyl a-tubulin — myS$i monoklondlni protilatka proti acetylovanému o-tubulinu — pro

western blot fedéno 1000x (Sigma-Aldrich)

o-GAPDH — krali¢i polyklonalni protilatka proti GAPDH — pro western blot fedéno 500x
(Santa Cruz Biotechnology)

4.7.2 Sekundarni protilatky

DaR AF488 — osli protilatka proti krysim imunoglobulinim konjugovand s Alexa Fluor

488 — pro imunofluorescenci fedéno 1000x (Thermo Fisher Scientific)

GoaM HRP - kozi protiladtka proti mySim imunoglobulinim konjugovanéd s kienovou

peroxiddzou (HRP) — pro western blot a dot blot fedéno 1000x (Bio-Rad)

GoRb HRP — kozi protilatka proti kralicim imunoglobulinim konjugovand s HRP — pro
western blot fedéno 1000x (Bio-Rad)

4.8 Kultivacni média

4.8.1 Bakteridlni médium

LB (Lurita-Bertani) médium — 1% (w/V) pepton (Imuna), 0,5% (w/V) kvasni¢ni autolyzat
(Imuna), 1% (w/V) NaCl
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4.8.2 Média pro tkanové kultury

DMEM bez séra — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich), 2 mM glutamax
(Thermo Fisher Scientific)

DMEM s 10% sérem — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich),
2 mM glutamax (Thermo Fisher Scientific), 10% (V/V) fetalni bovinni sérum (Thermo Fisher

Scientific)

RPMI médium — RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
4.9 Antibiotika

Ampicilin — 100 pg na ml média (Biomedika)

Smés antibiotik pro tkanové kultury — 100x koncentrovany roztok (I1ml obsahuje:

10000 jednotek penicilinu, 10 mg streptomycinu, 25 mg amphoptericinu B) (Sigma-Aldrich)
4.10 Enzymy a inhibitory

EcoRI (Fermentas)

T4 DNA ligaza (Fermentas)

DNaza I (Roche)

Proteinaza K (Roche)

Neuraminidaza z Vibria cholerae (Sigma-Aldrich)

Aprotinin (Sigma-Aldrich)

Trypsin (Sigma-Aldrich)

4.11 Nejcasteji pouzivané roztoky

PBS (fosfatovy pufr) — 0,137 M NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4-12 H>O,
1,8 mM KH>POs, pH 7,4

Versen — 0,25% kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA) v PBS
Trypsin — 0,25% Trypsin (Sigma) v PBS

Pufr B — 10 mM Tris-HCI (pH 7.,4), 150 mM NacCl, 0,01 mM CaCl,
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4.12 Sterilizace

Spi¢ky k mikropipetam, mikrozkumavky a roztoky byly sterilizovany 30 minut v autoklavu pii
120 °C a 120 kPa. Alternativné byly nékteré roztoky sterilizovany pomoci filtrace pies sterilni
filtr s pory o pruméru 0,22 pm. Laboratorni sklo bylo sterilizovano horkym vzduchem v susarné
3 hodiny pii 160 °C. Pinzety a dalsi nastroje byly sterilizovany namocenim do 96% (V/V)

ethanolu a vyzihanim nad plamenem kahanu.

4.13 Kultivace bakterii v suspenzi

Zmrazené kolonie bakterialniho kmene TOP10 byli zaockovany do doporuc¢ené¢ho objemu LB
média s ampicilinem pomoci sterilniho paratka v laminarnim boxu a suspenze byla inkubovéana

12—16 hodin pii 200 rpm a 37 °C v orbitalnim inkubéatoru.

4.14 Prace s nukleovymi kyselinami

4.14.1 Izolace plasmidd

Pro izolaci plasmidii bez bakteridlnich endotoxintl pro naslednou transfekci sav¢ich bunék byla
pouzita komeréni souprava JetStar® Endotoxin-free Plasmid Purification Kit (Genomed).
Bakterie byly inkubovany ve vyrobcem doporu¢eném objemu LB média ve 37 °C pti 200 rpm
pres noc. Bylo postupovéano podle navodu vyrobce s nasledujicimi odchylkami: vzorky byly po
precipitaci v precipitaénim pufru (E3) centrifugovany pii 15000xg (piivodné 12000xg) a po
precipitaci v isopropanolu a promyti 70% ethanolem byly centrifugovany pii 20000xg
(ptivodné 12000xg). DNA byla rozpusténa ve 100 pl TE pufru.

4.14.2 Agarozova DNA elektroforéza

Rozdéleni DNA molekul ve vzorcich probihalo v 1% (w/V) agar6zovém gelu. Agardza
(Amresco) byla rozpusténa povafenim v 0,5x koncentrovaném Tris-boratovém pufru (TBE;
45 mM Tris, 45 mM kyselina borita, | mM EDTA-NaOH, pH 8) nebo v 1x koncentrovaném
Tris-acetatovém pufru (TAE; 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, | mM EDTA-NaOH, pH 8).
Po zchladnuti roztoku na zhruba 50-60 °C byl pfidan ethydium bromid (vysledna koncentrace
1 pg EtBr na 1 ml gelu) nebo GelRed Nucleic Acid Stain (fedéno 10000%, Biotinum), gel byl
nalit do pfipravené formy a nasledné byl vloZen hieben pro vytvofeni jamek pro nanaSeni
vzorkl. Po ztuhnuti gelu byl vyjmut hieben, gel byl pfenesen do aparatury a ptelit piislusSnym
pufrem (0,5x TBE nebo 1x TAE). Vzorky byly smiseny s nanaseci barvou DNA Gel Loading
Dye 6% (Thermo Fisher Scientific) nebo roztokem bromfenolové modii [40% sacharoza (V/V),

0,12% bromfenolovd modi (w/V)] a spolecné¢ s DNA markerem molekulovych vah
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(GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder — Thermo Fisher Scientific) naneseny do jamek gelu.
Rozd€leni probihalo pii napéti 56 V/em gelu po dobu 45-90 minut, vysledky byly

vizualizovany pomoci UV transiluminatoru.

Pokud byla separovdna pomoci agarézové elektroforézy RNA, byl pouzit misto 1% (w/V)

agarozového gelu 0,8% (w/V) gel v 0,5XTBE nebo 1XTAE.
4.14.3 Restrikéni Stépeni

Restrikéni smés obsahovala 100 pug plasmidu izolovaného pomoci komeréni soupravy,
30 jednotek restrikéniho enzymu EcoRI (Fermentas), pufr EcoRI (Fermentas) v koncentraci
doporucené vyrobcem a byla doplnéna ddH20 do objemu 400 pl. Reakce probihala po dobu
2—-16 hodin pti 37 °C a byla nésledn€ ukonc¢ena inaktivaci enzymu pii 65 °C po dobu 20 minut.

Vysledek §tépeni byl ovéfen pomoci elektroforézy.
4.14.4 Srazeni DNA

Linearizovand DNA byla srdzena ptfidanim 0,1nasobku objemu 3 M octanu sodného a
2,5nasobkem objemu 96% (V/V) ethanolu pii —20 °C pfes noc. Nasledujici den byla smés
centrifugovana pifi 15000%g pii 4 °C po dobu 30 minut, poté byl pelet precistén 70% (V/V)

ethanolem a po vyschnuti na vzduchu rozpustén ve 100 ul H>O bez nukleaz.
4.14.5 Ligace (self-cirkularizace virového genomu)

70 pg linearizované DNA bylo pouzito pro liga¢ni reakci pomoci T4 DNA ligazy (14 jednotek,
Fermentas), sm¢s dale obsahovala ligacni pufr (Fermentas) v koncentraci doporucené

vyrobcem a H>O bez nukleaz do konecného objemu 14 ml. Reakce probihala pies noc pii 16 °C.

Virovy genom byl po ligaci srdzen pfiddnim 0,1ndsobku objemu 3 M octanu sodného a
2,5nasobkem objemu 96% (V/V) ethanolu pii —20 °C ptes noc. Nasledujici den byla smés
centrifugovana pii 4000xg pii 4 °C po dobu 2 hodin, poté byl pelet precisten 70% (V/V)
ethanolem, smés byla centrifugovana 20 minut pii 20000xg a 20 °C a pelet byl rozpustén

ve 100 ul H>O bez nukleaz.
4.14.6 lIzolace RNA

Celkova bunééna RNA byla izolovana z bunéénych peletti (5%10° bunék) pomoci komeréni
soupravy High Pure RNA Isolation Kit (Roche) podle pokynli vyrobce. V poslednim kroku
byla RNA rozpusténa v 50 pl elu¢niho pufru a byla zmétfena koncentrace. Integrita RNA byla

ovétena pomoci 0,8% agardzové elektroforézy.
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4.14.7 Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA pomoci komer¢ni soupravy iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) bylo
pouzito 1000 ng izolované RNA na jednu reakci a postup probihal podle pokyntli vyrobce.

Reakce probihala za pouziti ptistroje GenePro Thermal Cycler (Bioer).
4.14.8 lIzolace DNA z virové suspenze

Pozadované mnozstvi virové suspenze (10-20 ul) bylo doplnéno do 50 pl sterilnim pufrem B,
byl pfidan MgCl» (kone¢na koncentrace 10 mM) a DNaza I (Roche, konecnad koncentrace
0,4 U/ul) a smés byla inkubovana 1 hodinu pti 37 °C. Reakce byla zastavena ptidanim EDTA
(kone¢na koncentrace 10 mM) a DN4za I byla inaktivovana inkubaci smési pti 80 °C 10 minut.
Byl pfidan Tris (pH 8, konecnd koncentrace 10 mM) a proteindza K (Roche, konecna
koncentrace 50 pg/ml) a smés byla inkubovéana 1 hodinu pfi 60 °C. Poté byl piiddn DTT

(kone¢na koncentrace 25 mM) a smés byla inkubovana 30 minut pii 60 °C.

Nasledné byla smés piecisténa fenol-chloroformovou extrakci. Smés byla nafedéna H>O
(4nasobek objemu) HO a poté byl piidan Snasobek smési fenolu, chloroformu a
isoamylalkoholu (v poméru 25:24:1), smés byla diikladn¢ promisena a centrifugovana 5 minut
ptfi 16000xg a 20 °C. Byla odebrana vrchni vodné fdze a DNA v této fazi byla precipitovana
pfidanim 2,5n4sobku objemu 96% (V/V) ethanolu a 0,1ndsobku objemu 3M octanu sodného
(pH 5) pies noc pii —20 °C. Dalsi den byla smés centrifugovana 45 minut pfi 16000xg a 4 °C,
pelet byl promyt 70% (V/V) ethanolem a smés centrifugovana 10 minut pii 16000xg a 4 °C.
Pelet byl po dostatecném vysuSeni na vzduchu rozpustén v 15 ul H,O. Koncentrace izolované
DNA byla zmétfena pomoci pfistroje NanoDrop a piesny pocet molekul genomu byl zméfen

qPCR.
4.14.9 Kvantitativni polymerdazova retézova reakce (qPCR)

Relativni exprese mRNA pro HDAC6 a aTAT1 vici referenénimu genu a pocet kopii virového
genomu ve virovych izolacich byly ur€eny pomoci qPCR. Byla pouzita komeréni souprava
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) a slozeni reakéni smési na 10ul reakci bylo

nasledujici:

24



Forward primer (10 uM) 0,3 pul

Reverse primer (10 uM) 0,3 ul
Templatova DNA 0,5 ul
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (2x) Sul

PCR HxO 3,9 ul

Detekce probihala pomoci piistroje LightCycler® 480 Instrument II (Roche) podle protokolu

doporuc¢eného vyrobcem s nasledujicimi upravami:

Preinkubace 95 °C 5 minut 1x
Amplifikace 40x
95 °C 10 sekund
58 °C 20 sekund
72 °C 30 sekund
Kitivka tani Ix
95 °C 5 sekund
65 °C 1 minuta
97 °C
Chladnuti 37°C 10 sekund 1x

Data z méfeni relativni exprese mRNA byla zpracovana pomoci komparativni Cr metody v

originalnim software doddvaném k pfistroji.

Absolutni kvantifikace kopii virového genomu ve virové suspenzi byla zjiSténa pomoci zméfeni
signalu pro fedici fadu plasmidu pMJG 10-0,00001 ng/ul, vytvofeni regresni kiivky a

interpolaci pro naméteny signal pro virovou suspenzi.
4.14.10 Méreni koncentrace nukleovych kyselin

Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin bylo provadéno spektrofotometricky pomoci
ptistroje NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).
4.15 Prace s bunécnymi kulturami

4.15.1 Pasazovani savcich bunék 3T6 a NIH 3T3

Bunééné kultury byly inkubovany ptfi 37 °C v 5% CO> atmosféfe v humidifikovaném
termostatu. Kultury byly pasazovany dvakrat tydné v poméru bunécné suspenze k médiu 1:6 az
1:20 podle stupné konfluence narostlé bunécné kultury. Bylo odsato médium a buiiky byly

oplachnuty pfiméfenym mnozstvim Versenu. Nésledné byly pomoci inkubace v roztoku
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trypsinu (Petriho miska o priméru 60 mm — 300 pl, 100 mm — 500 pl, 150 mm — 1000 pl) po
dobu 5 minut ve 37 °C a 5% CO; atmosféie uvolnény buiiky z povrchu a resuspendovany ve
vhodném mnozstvi DMEM s 10% sérem. Ve vySe uvedeném pomeéru nebo podle potieby byla

bunécnd suspenze rozdélena na nové misky s predehfatym DMEM s 10% sérem (37 °C).

Pro pasdz bunc¢k na imunofluorescencni znaceni proteind bylo odsito médium, miska byla
oplachnuta Versenem a byl pfidan trypsin, ve kterém byly bunky inkubovany 5 min pti 37 °C
a 5% COaz. Nasledné byly buiiky resuspendovéany a spocitdny pomoci Biirkerovy komurky.
Kruhova mikroskopicka skli¢ka byla sterilizovana pomoci namoceni do 96% (V/V) ethanolu a
opaleni nad kahanem a nésledn¢ vlozena do jamek 24jamkové kultivaéni desticky. Do takto

piipravenych jamek s predehiatym 1 ml DMEM s 10% sérem (37 °C) bylo vyseto 5x10* bungk.
4.15.2 Transfekce bunék elektroporaci (nukleofekce)

Transfekce sav¢ich bunék virovym genomem za u¢elem produkce viru byla provedena pomoci
komeréni soupravy Amaxa™ Cell Line Nucleofector™ Kit V (Lonza). Den pied transfekci
byly pasaZovany buitky NIH 3T3 tak, aby v den transfekce doséhla konfluence pfiblizné 70 %.
Dalsi den bylo odsato médium, miska byla oplachnuta Versenem a byl pfidan trypsin, ve kterém
byly buiiky inkubovany 5 min pii 37 °C a 5% CO». Nasledné byly buiiky resuspendovany,
spo&itany pomoci Biirkerovy komirky a alikvoty o 4x10° bun&k byly centrifugovany pii
1500xg 6 minut pii 20 °C. Pelet byl resuspendovan ve 100 ul Nucleofector solution V, bylo
pfidano 6 pg DNA, smés byla pfesunuta do elektroporacni kyvety a buiiky byly porovany
pomoci programu U-030 optimalizovaného pro buinky NIH 3T3 pfistrojem Amaxa
Nucleofector® II. K bunkam bylo okamzité ptidano 0,5 ml pfedehiatého RPMI média (37 °C),
buniky byly pfeneseny do mikrozkumavky a inkubovany 15 minut pii 37 °C. Poté byl kazdy
alikvot bunék vyset na Petriho misky (primér 100 mm) s prfedehfatym DMEM s 10% sérem
(37 °C).

4.15.3 Infekce bunék MPyV

Bunky 3T6 byly zpasdzovany den pied infekci tak, aby v den infekce doséhla konfluence
zhruba 50%. V den infekce byly buiiky oplachnuty pfedehiatym DMEM bez séra (37 °C) a
infikovany virovou suspenzi fedénou v DMEM bez séra (Petriho miska o priméru
60 mm — 500 pl, 100 mm — 1000 pl, jamka 24jamkové desticky — 200 pl). Buiiky byly takto
inkubovany po dobu 1 h v 37 °C a 5% CO: a byly kazdych 20 minut zakyvany. Nasledné bylo
pfidano pfedehiaté DMEM s 10% sérem (37 °C) a infikované buniky byly dale inkubovany
podle potieby.
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4.15.4 Testovani cytotoxicity inhibitoru tubacinu

Buiiky 3T6 byly vysety v duplikatech do 24jamkové desticky v hustoté 5x10* bunék na jamku,
druhy den byly oplachnuty DMEM s 10% sérem (37 °C) a byl pfidén tubacin (Sigma-Aldrich,
rozpustén v DMSO). Buiiky byly inkubovany 24 hodin v 37 °C a 5% COx a poté bylo z jedné
jamky duplikdtu odebrano médium (pro zjisténi poctu mrtvych bunék). Ke druhé jamce
duplikétu byl ptidan 0,1nasobek objemu 9% (V/V) Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich), buiiky byly
inkubovany 45 minut pti 37 °C a poté bylo odebran médium (pro zjisténi celkového poctu
bun¢k). Média z obou jamek duplikatu byla centrifugovana 300xg 5 minut a 30 pl supernatantu
bylo odebrano pro méfeni poctu mrtvych bunék pomoci komeréni soupravy CytoTox 96®

Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega). Bylo postupovano podle instrukci vyrobce.
4.15.5 Testovani proliferace bunék 3T6

Buiiky 3T6 byly vysety do 96jamkové desti¢ky v hustoté 5x10° a 10* bun&k na jamku, druhy
den byly oplachnuty DMEM s 10% sérem (37 °C) a byl pfidan tubacin (Sigma-Aldrich,
rozpu$tén v DMSO). Buiiky byly inkubovany 24 hodin v 37 °C a 5% CO., poté byl ptidan
0,1nasobek objemu Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche) a bylo postupovano podle

instrukci vyrobce. Méteni bylo provedeno po 2 hodinach.
4.15.6 Priprava bunécnych peletl pro nasledné analyzy

Bunky narostlé na Petriho misce byly bud’ seSkrabany z povrchu silikonovym Skrabatkem
v malém mnozstvi pivodniho média, nebo byly oplachnuty Versenem a nasledné byly pomoci
inkubace v roztoku trypsinu (Petriho miska o priméru 60 mm — 300 ul, 100 mm — 500 pl,
150 mm — 1000 pl) po dobu 5 minut ve 37 °C a 5% CO; atmosféie uvolnény z povrchu a
resuspendovany ve vhodném mnozstvi DMEM s 10% sérem (inaktivuje trypsin). Poté byla
suspenze prenesena do mikrozkumavky nebo centrifugacni zkumavky a centrifugovana 5 minut

pti 700%g a 4 °C. Médium bylo odséto a pelet byl uchovavan pti —80 °C.
4.15.7 Fixace bunék a detekce protein metodou neptfimé imunofluorescence

Bunky narostlé na mikroskopickych sklickach ve 24jamkové desticce byly oplachnuty PBS a
fixovany pomoci 3% (w/V) formaldehydu v PBS po dobu 30 minut. Poté byly oplachnuty PBS
a permeabilizovany ptisobenim 0,5% (V/V) Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich) v PBS po dobu
5 minut. Nasledné byly buiiky 3x proplachnuty PBS (pfi poslednim oplachnuti byly ponechény
v PBS 10 minut). Buiiky byly poté inkubovany 30 minut pti pokojové teploté v bloka¢nim
roztoku 0,25% (w/V) bovinniho sérového albuminu (BSA) a 0,25% (w/V) zelatina v PBS a
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nasledné¢ 60 minut v primarni protilatce fedéné v bloka¢nim roztoku. Poté byly 3x promyty
PBS po dobu 10 minut a inkubovany 30 minut v sekundarni protilatce fedéné v bloka¢nim
roztoku. Nasledovalo promyvani v PBS 3 x 10 minut. Sklicka byla nasledn¢ promyta ddH»O,
vyjmuta z desticky, ponechana vyschnout pti 20 °C a montovéna stranou porostlou buiikami
do kapky 50% (V/V) glycerolu s DAPI na podlozni sklicko. Bunky byly vizualizovany pomoci

invertovaného fluorescenéniho mikroskopu Olympus IX71.

4.16 Prace s virem

4.16.1 Izolace viru (upraveno podle Hornikova et al., 2015)

Bunky transfekované virovym genomem nebo infikované virovou suspenzi byly zmraZeny na
—80 °C poté, co alesponr 80 % bunck vykazovalo cytopaticky efekt (5—7 dni po infekei). Buiiky
byly lyzovany rozmrazenim a naslednym opétovnym zmrazenim na —80 °C (opakovano 2x),
byly seskrabany z misek pomoci silikonového Skrabétka, suspenze bunék v médiu byla
pfenesena do 50ml centrifuga¢ni zkumavky a byla centrifugovéna 10 minut pii 8000%g a 4 °C.
Byl odebran supernatant a skladovan pii 4 °C. Pelet byl resuspendovan v 10 mM Tris-HCI,
pH 7,4 a homogenizovan pomoci Potter-Elvehjemovova homogenizatoru na ledu. Smés byla
pfevedena do 50ml centrifugacni zkumavky, byla pfiddna neuraminidéza (kone¢na koncentrace
0,01 U na 1 ml suspenze, Sigma) a aprotinin (kone¢na koncentrace 2 pg na 1 ml suspenze,

Sigma) a suspenze byla za stalého kyvani inkubovana ptes noc piti pokojové teploté.

Dalsi den byla suspenze centrifugovana 10 minut pii 8000%g a 4 °C, byl odebran supernatant a
byl zkombinovan se supernatantem odebranym piedchozi den a dale skladovan pii 4 °C. Pelet
byl resuspendovan v 1 ml 10 mM Tris-HCI, pH 9 a suspenze byla za stalého kyvani inkubovana
4 hodiny pfi pokojové teploté. Nasledn€ byla smés centrifugovana 10 minut 8000xg a 4 °C a

supernatant byl zkombinovan se supernatanty z pfedchozich krokd.

Spojeny supernatant byl rozdélen do utracentrifugacnich zkumavek a podvrstven 5 ml sterilni
10% (w/V) sachar6zy v pufru B. Zkumavky byly vyvazeny pomoci sterilniho pufru B a vzorky
byly centrifugovany pomoci rotoru Beckman SW32 a ultracentrifugy Optima XE (Beckman
Coulter Life Sciences) 3 hodiny pii 80000x%g a 4 °C. Ziskané pelety byly rozplaveny pies noc
v 200 pl pufru B.

Nasledujici den byly pelety homogenizovany pomoci homogenizatoru, virova suspenze byla
rozdelena do centrifugacnich zkumavek a hmotnost obsahu kazdé zkumavky byla doplnéna do
8 g sterilnim pufrem B. V suspenzi bylo dale rozpusténo 3,69 g CsCl (Sigma-Aldrich) a pomoci

Abbeho refraktometru byl zméfen refraktometricky index. Pokud tato hodnota nebyla
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v rozmezi 1,363—1,365, bylo pfidano 100 pl pufru B (zvyseni o 0,001) nebo malé mnozstvi
CsCl a meéfeni bylo opakovédno, dokud refraktometricky index suspenze nebyl v daném
rozmezi. Suspenze byla prevrstvena parafinovym olejem 2 mm pod okraj a zkumavky byly
vyvazeny. Vzorky byly centrifugovany pomoci rotoru Beckman SW41 a ultracentrifugy
Optima XE (Beckman Coulter Life Sciences) pfi 150000xg a 18 °C po dobu minimalné
20 hodin.

Po ukonceni centrifugace byly jednotlivé gradienty rozd€leny do frakci po zhruba 200—-500 pl
pomoci zafizeni pro rozebirani frakci (Beckman Coulter). Pro kazdou frakci byl zméten
refraktometricky index a byl detekovan hlavni kapsidovy protein VP1 (metodou dot blot).
Frakce byly na zaklad¢ refraktometrickych indexti (plné viriony maji refraktometricky index v
rozmezi 1,365-1,366, prazdné kapsidy 1,362—1,363) a signalu VP1 spojeny do tfi frakci, které
byly dialyzovany pfi 4 °C proti pufru B pies noc.

Dalsi den byly frakce koncentrovany ptes sachardézovy polstar. Frakce byly pievedeny do
ultracentrifugacnich zkumavek, podvrstveny 2 ml sterilni 10% (w/V) sacharozy, vyvazeny
pomoci pufru B a centrifugovany pomoci rotoru Beckman SW41 a ultracentrifugy Optima XE
(Beckman Coulter Life Sciences) 3 hodiny pii 150000xg a 4 °C. Nasledné byly pelety
rozplaveny ve 100 pl sterilniho pufru B pti 4 °C po dobu alespont 48 hodin. Poté byly pelety
homogenizovany pomoci malého homogenizatoru, virovd suspenze byla rozdélena do

silikonovych zkumavek a uloZena v —20 °C.
4.16.2 Hemaglutinacni test

Pocet castic ve virové suspenzi byl uréen hemaglutinacnim testem. Do vSech jamek 96jamkové
mikrotitracni desti¢ky s kulatym dnem bylo naneseno 50 ul PBS pro tkanové kultury s 0,2%
(w/V) BSA. Do prvni jamky fady desticky bylo pfidano 50 pl definované natedéné virové
suspenze a po dikladném promiseni bylo vzdy odebrano 50 pl a pfeneseno do nasledujici
jamky. Poté bylo do vSech jamek piidano 50 ul 0,4% roztoku morcecich krvinek v PBS pro
tkanové kultury s 0,2% (w/V) BSA a desticka byla inkubovana alespoii 1 hodinu pti pokojové
teploté.

Poté byla odectena posledni jamka, kde byla pozorovéana aglutinace krvinek (n), a byl vypocitan

pocet ¢astic na ml virové suspenze podle nasledujiciho vzorce (Hornikova et al., 2015):

Pocet ¢astic/ml = pocateéni fedéni virové suspenze x 271 x 20 x 107
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4.16.3 Urceni infekéniho titru viru

Bunky narostlé na mikroskopickych sklickach ve 24jamkové desticce byly infikovany virovou
suspenzi sériové naiedénou 100x%, 1000x%, 10000%, 100000x a 1000000 v DMEM bez séra
(37 °C) a byly 24 hodin po infekci (hpi) fixovany. Byla provedena nepfimé imunofluorescence
(popsano v kapitole 4.15.7), kdy byl virovy LT antigen znaceny pomoci primarni protilatky a
sekundarni protilatky konjugované s fluoroforem Alexa Fluor 488. Ve vhodném fedéni byly
spocitany LT pozitivni buiikky na celém sklicku (n) a infekéni titr byl vypocitan podle

nasledujiciho ptepoctu (f.f.u — fluorescence forming units):
Titr (f.f.u./ml) = n x (1/fedéni viru) x 5
4.17 Negativni barveni pro elektronovou mikroskopii

Negativni barveni a elektronovd mikroskopie byly pouzity pro vizualni kontrolu virové
suspenze. Na kapku virové suspenze byla polozena médéna sit’ka pro elektronovou mikroskopii
pokrytd uhlikem a po inkubaci 10 minut pfi pokojové teploté byla pfenesena na kapku ddH,O
a promyta 2 X 30 sekund. Poté byla sitka pfenesena na kapku 2% (V/V) roztoku kyseliny
fosfowolframové (pH 7,2) a preparat byl obarven inkubaci 2% 60 sekund. Piebyte¢na kapalina
byla odsata pomoci filtra¢niho papiru a preparat byl ponechan dosusit pifi pokojové teploté.
Sitky byly pozorovany pomoci elektronového mikroskopu JEOL JEM-1011 s CCD kamerou
Veleta.

4.18 Prace s proteiny
4.18.1 Priprava bunécnych lyzat{

Bunécny pelet byl resuspendovan v 150-250 ul RIPA pufru [150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 0,005% (V/V) NP-40 (Sigma-Aldrich), 1% (w/V) deoxycholat
sodny, 1% (V/V) Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 0,1% (w/V) SDS], s inhibitory proteaz
(Complete, Roche) a bunky byly lyzovany na ledu 20 minut. Nasledné byl lyzat centrifugovan
20 minut pii 20000xg a 4 °C, byl odebran supernatant a skladovan pti —20 °C.

4.18.2 Denaturacni proteinova polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

Podle instrukci vyrobce byla sestavena aparatura pro piipravu geld Mighty Small II Deluxe
Mini Vertical Electrophoresis Unit (Hoefer), utésnéni bylo zkontrolovano nalitim malého
mnozstvi ddH>O a aparatura byla vysusena. Byly pfipraven spodni rozdélovaci gel, ktery byl

nasledné nalit do aparatury zhruba 1 cm pod trovei hfebenu pro tvorbu jamek, byl prevrstven

30



isobutanolem sycenym vodou a ponechan polymerovat pii pokojové teploté po dobu 30 minut.
Byl ptfipraven vrchni zaostiovaci gel, nalit do aparatury na spodni gel, byl zasunut hieben a gel
byl ponechan polymerovat pfi pokojové teplot¢ po dobu 30 minut. Gely byly pieneseny do
aparatury pro elektroforézu a byly pielity pufrem pro elektroforézu [250 mM Tris,
1,92 M glycin, 0,1% (w/V) SDS, pH 8,3].

Vzorky (bunécny lyzat nebo virova suspenze) byly smiseny s 5x koncentrovanym Laemmliho
pufrem [5% (w/V) SDS, 50 mM Tris-HCI1 (pH 6,8), 50% (V/V) glycerol, 25% (V/V)
B-merkaptoethanol, 0,005% (w/V) bromfenolova modi] a inkubovéany 5 minut pfi 100 °C. Do
jamek gelu bylo naneseno 5-20 ul vzorku, dale byl nanesen marker molekulovych hmotnosti
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fischer Scientific). Elektroforéza
probihala nejprve 30 minut pti napéti 8 V/cm gelu a poté 2—3 hodiny pfi napéti 14 V/em gelu.
Po probéhnuti elektroforézy byl gel vyjmut z aparatury a zaostfovaci gel byl odstranén.
Rozdélovaci gel byl dale fixovan a barven nebo byly proteiny z gelu pieneseny na

nitrocelul6zovou membranu a vizualizovany pomoci metody western blot.

Slozeni pouzitych gelll bylo nasledujici (slozky s * byly pfidany azZ t€sné pred nalitim gelu):

12% spodni gel 10% spodni gel 5% svrchni gel
30% (w/V) akrylamid 2,4 ml 2 ml 0,5 ml
1 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,255 ml 2,25 ml -
1 M Tris-HCI (pH 6,8) - - 0,375 ml
10% (w/V) SDS 60 pul 60 ul 30 ul
ddH>O 1,225 ml 1,625 ml 2,11 ml
10% (w/V) APS
(amonium persulfat) * 20 ul 45 ul 20 ul
tetramethylethylenediamine
(TEMED) * 4,5 pl 4,25 ul S5ul

30% (w/V) akrylamid = 29% (w/V) akrylamid, 1% (w/V) N,N’-methylenbisakrylamid

4.18.3 Fixace a barveni polyakrylamidovych gel(l

Pro fluorescen¢ni barveni polyakrylamidového gelu byla pouzita SYPRO® Ruby Protein Gel
Stain (Thermo Fischer Scientific). Gel byl inkubovan 2x 30 minut ve fixa¢nim roztoku
[50% (V/V) methanol, 7% (V/V) kyselina octové] a nasledné byl pfes noc barven komerénim

barvicim roztokem. Dal§i den byl gel inkubovdn 30 minut v promyvacim roztoku

[10% (V/V) methanol, 7% (V/V) kyselina octova], dale promyt 2x 5 minut v destilované vodé
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a poté byly proteiny vizualizovany pomoci pfistroje Amersham™ Imager 600 (GE Healthcare

Life Sciences).
4.18.4 Imobilizace proteinl na membrané

Za celem imunodetekce byly proteiny rozdélené pomoci SDS-PAGE z gelu pfeneseny na
nitrocelul6zovou membranu pomoci metody western blot. Rozdélovaci gel byl po odtiznuti
zaostfovaciho gelu vlozen do vychlazeného (4 °C) blotovaciho pufru (25 mM Tris,
195 mM glycin, 20% (V/V) methanol, pH 8,3) a byl sestaven blotovaci sendvi¢ pro aparaturu
TE22 Mighty Small Transfer Tank (Hoefer) pro klasické ,,wet™ blotovani [4% filtrani papir,
I1x Whatman® 3mm filtraéni papir (Sigma-Aldrich), gel, nitrocelulézovd membrana
(Amersham Protran 0,45 NC), 1x Whatman® 3mm filtra¢ni papir (Sigma-Aldrich), 4x filtracni
papir]. Sendvi¢ byl vloZen do aparatury a ta byla naplnéna blotovacim pufrem. Transfer
proteini na membranu probihal za stalého chlazeni na ledu 1,5-3 hodiny za stalého
stejnosmérného proudu 2,5 mA/cm? a po jeho ukondeni byla membrana oplachnuta v PBS a

proteiny byly detekovany pomoci imunologického znaceni.

V ptipadég, ze byl provadén dot blot, byly na nitrocelul6zovou membranu (Amersham Protran
0,45 NC) naneseny proteiny v nativnim stavu, napt. virova suspenze. Vzorky byly nakapany na

membranu a po jejich zaschnuti byla provedena imunodetekce.
4.18.5 Imunodetekce proteinli na membrané

Nitrocelulozovd membrana s nanesenymi proteiny byla blokovana 1 hodinu v
5% (w/V) odtucnéném mléce v PBS a poté inkubovana 1 hodinu v primarni protilatce fedéné
v 5% (w/V) odtuénéném mléce v PBS. Nasledné byla promyta 3% 10 minut v PBS a dale
inkubovdana 30 minut vsekunddrni protilditce konjugované s HRP fedéné v
5% (w/V) odtuénéném mléce v PBS. Membrana byla oplachnuta 3% 10 minut v PBS.
Membrany byly vyvolany pomoci komer¢ni soupravy ,,SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate® (Thermo Fischer Scientific) a exponovany na radiograficky film (Foma)
nebo byla intenzita jednotlivych prouzkii zmétena pomoci piistroje Amersham™ Imager 600

s originalnim software vyrobce (GE Healthcare Life Sciences).

Pokud bylo potteba detekovat také jinou primarni protilatkou, byla membréana oplachnuta
v destilované vod¢ a inkubovana 15 minut pfi 37 °C v 30% (V/V) H20. Nésledné byla
membrana oplachnuta 15 minut v destilované vodé, poté 15 minut v PBS a nakonec inkubovana
45 minut v 5% (w/V) odtu¢néném mléce v PBS. Poté byla provedena imunodetekce dle

postupu uvedeného vyse.
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4.19 Prace se sekvencemi proteind

Pro tucely nalezeni a porovnani proteinovych sekvenci podobnych VP2 MPyV byl pouzit
software vefejné dostupny na internetovych strankach Standard Protein Blast (“BLAST: Basic
Local Alignment Search Tool,” n.d.). Pomoci né¢j bylo vyhledano 250 nejpodobnéjSich
sekvenci k proteinu VP2 MPyV kmen BG z databaze neredundantnich proteinovych sekvenci

(Altschul et al., 1997, 2005).

4.20 Statisticka analyza

Statisticka vyznamnost vysledki experimentli byla testovana pomoci dvouvybérového,
parového nebo jednovybérového t-testu za pouziti software GraphPad Prism. Hladina

vyznamnosti byla pfedem stanovena na 5 %.
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5 Vysledky

5.1 Studium posttransla¢nich modifikaci minoritnich protein VP2 a VP3

Poté, co analyza pomoci hmotnostni spektrometrie ukazala, ze dvojité prouzky VP2 a VP3 na
SDS-PAGE se lisi zastoupenim posttranslacni modifikace na pozici 253 VP2 (137 VP3) bylo
tfeba ukazat, ze substitu¢ni mutanty simulujici deamidovany stav proteini VP2 a VP3 (N253D
a N253E) dva prouzky na SDS-PAGE netvofi. SDS-PAGE bunécnych lyzath transfekovanych
témito mutanty a nasledna analyza pomoci specifickych protilatek tuto skute¢nost nepotvrdila
(Bilkova, 2014). Proto byly pro analyzu pouzity virové izolaty divokého typu MPyV a jeho
mutant N253D, N253E, A117V pftipravené v této praci.

5.1.1 Pfiprava virovych genomd

Bakterialni kolonie kmenu Escherichia coli TOP10 transformované plasmidem pMIG
nesoucim mutované virové genomy (Bilkova, 2014) a genom MPyV kmen BG byly
pomnozeny a plasmidy byly izolovany pomoci komeréni soupravy JetStar® Endotoxin-free
Plasmid Purification Kit. Izolované produkty byly ovéfeny separaci na 1% agar6zové DNA

elektroforéze (Obrazek 9).

M pMiG M N253D ] N253E it AL1TV

5000

5000
5000

1500 1500

500
500

500

Obrazek 9 — Izolované plasmidy pMJG obsahujici genom MPyV kmen BG nebo genom mutovany ve VP2 na
pozici 253 nebo 117 byly ovéteny pomoci 1% agarézové elektroforézy. M — marker (velikosti v bp).

Plasmidy byly nésledné $tépeny pomoci restrikéniho enzymu EcoRI za ucelem vyStépeni

genomu z plasmidu (Obrazek 10a). Efektivita Stépeni byla ovétena na agarézové elektroforéze.
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Na Obrazku 10b mizeme pozorovat fragment odpovidajici velikosti linearizovanému genomu

(5300 bp) a plasmidové kostie (2300 bp).

a} b} i phlG I WN2530 M253E  Al1TY

Genom
Py

5000

EcoRl sl

Ecchl
500
Bakterialnl
vektor

Obrazek 10 — Stépeni plasmidu pMJG pomoci restrikéniho enzymu EcoRI. Schéma mist §tépeni na plasmidu (a)
a produkty S$té€peni (linearizovany genom o velikosti 5300 bp a plasmidova kostra o velikosti 2300 bp) na
1% agarozové elektroforéze pro pMJG nesouci divoky typ MPyV i mutované viry. M — marker (velikosti v bp).

Nésledné byla smés obou fragmentl pouzita v ligacni reakci pomoci T4 DNA ligazy pfi nizké
koncentraci DNA a ve velkém objemu, aby byla preferovana intramolekularni ligace. Produkty
ligace byly srdzeny za pfitomnosti octanu sodného a ethanolu a G¢innost ligace byla ovérena
elektroforetickou separaci (Obréazek 11). Jak jsme ocekévali, elektroforeticka separace ukazuje
fadu produktii ligacni reakce, kromé intramolekularné ligovaného genomu MPyV (fragment o
velikosti cca 5000 bp) miizeme pozorovat také intramolekularné ligovany bakterialni vektor
(velikost cca 1500 bp), pivodni plasmid (genom a vektor) a také Sirokou Skalu nasobné

ligovanych i neligovanych genomt a vektori a jejich kombinaci.
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MPyW N2530 N2Z53E A1l M

1500

Obrazek 11 — Produkty ligace nastépenych plasmidi pMJG nesoucich genom divokého typu MPyV a mutované
genomy na 1% agardzové elektroforéze. Byla pozorovana fada produktli véetné intramolekularné ligovaného
genomu MPyV (5000 bp), intramolekularné ligovaného bakterialniho vektoru (1500 bp), ptivodni plasmid (genom
a vektor) a Sirokou skalu nasobné ligovanych i neligovanych genomt a vektor a jejich kombinaci. M — marker
(velikosti v bp).

Nasledné jsme ovérili GspéSnost piipravy virovych genomu. Byla provedena transfekce NIH
3T3 bunék pomoci Amaxa™ Cell Line Nucleofector™ Kit V. Na kazdou transfekci byly
pouzity 4 pl smési produktl ligaéni reakce. Virova genom je do bakteridlniho plasmidu vlozen
ptes unikatni EcoRI misto, které se nachdzi uprostied kodujici sekvence pro LT antigen. Proto
byly transfekované buiiky 24 hodin po transfekci (hpt) fixovany a byl detekovan LT antigen
metodou nepiimé imunofluorescence. Mezi bunkami transfekovanymi genomem jak

mutantnich virt, tak divokého typu, byla ¢ast bun¢k pozitivni na expresi LT.

Dale jsme ovéfili produkei strukturnich proteint MPyV po transfekci. Bunky NIH 3T3 bun¢k
byly transfekovany ligacni smési a 48 hpt byly lyzovany pomoci RIPA pufru. Bunéény lyzat
byl separovan bunécnych pomoci SDS-PAGE s 10% rozdélovacim gelem a 5% zaostiovacim
gelem. Poté byly proteiny pfeneseny na membranu a pomoci specifickych protilatek byly
detekovany kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3. V bunkéch transfekovanych genomem
divokého typu viru i v§ech mutantnich virt byla potvrzena exprese vSech kapsidovych proteint
VP1, VP2 1 VP3 (Obréazek 12), pti detekci proteinu VP1 jsme pozorovali také pomaleji se

pohybujici prouzky odpovidajici posttranslacné modifikovanym formam proteinu a dimertim.
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Obrazek 12 — Bunky transfekované genomem divokého typu viru i v§emi mutantnimi viry exprimuji vSechny
kapsidové proteiny MPyV. Buiiky transfekované genomem MPyV a mutantnimi viry byly lyzovany a proteiny
byly separovany na 10% SDS-PAGE. Separované proteiny byly pfeneseny na membranu a kapsidové proteiny
VP1 (45 kDa) (a), VP2 (35 kDa) (b) a VP3 (23 kDa) (b) byly detekovany pomoci specifickych protilatek. Prouzky
s mensi elektroforetickou mobilitou (a) jsou posttranslaéné modifikované formy a dimery proteinu VPI.
M — marker (velikosti v kDa).

Tato data ukazuji, Ze se podafilo ziskat genom mutantnich vird a transfekce témito genomy
vedla k expresi Casnych i strukturnich proteini. Tyto genomy byly nasledné pouzity pro

produkeci virovych Castic.
5.1.2 lzolace viru

Pro studium mutantnich virQ byly viry izolovany celkem tfikrat (mutanta A117V pouze
dvakrat). Pro ucely prvni a druhé izolace byly bunky transfekovany virovymi genomy, tteti
izolace probihala z bunék infikovanych virovou suspenzi ziskanou z druhé izolace. VSechny
izolace probihaly, jak je popsano v kapitole 4.16.1, nasledujici podkapitoly dokumentuji prabéh

a vysledky téchto izolaci.
5.1.2.1 Prvniizolace

Transfekované butiky NIH 3T3 (2-3,2x107 bunék pro kazdy virus) byly sklizeny poté, co 80 %
bun¢k vykazovalo cytopaticky efekt. Virus byl nejprve koncentrovan centrifugaci pies
sachar6zovy polstar a poté piecistén pomoci centrifugace v CsCl gradientu. Gradient byl
rozdélen na frakce o 200-500 pl. Pro vSechny frakce byl zméten refraktometricky index (n,
Tabulka 1-4). Dale byla u vSech frakci provedena detekce pfitomnosti hlavniho kapsidového
proteinu VP1 metodou dot blot (Obrazek 13—16). Jednotlivé frakce byly poté spojeny do tii

frakci I, I a III (Tabulka 1-4) podle experimentalné zjisténych rozmezi refraktometrickych
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indexti pro divoky typ viru (viriony maji refraktometricky index v rozmezi 1,365-1,366,
prazdné kapsidy 1,362—-1,363). Tato rozmezi byla upravena tak, aby reflektovala pfitomnost
VP1 zjisténou dot blotem. Ve frakci II jsme tedy ocekdvali pievazné pritomnost virionl

obsahujicich DNA, frakce III by méla obsahovat pfevazné viru podobné ¢astice neobsahujici

DNA.

Tabulka 1 — Refraktometrické indexy (n) frakci divokého typu MPyV rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu. Frakce byly nasledné spojeny na zaklad¢ téchto indext a pfitomnosti VP1 (ur¢eno metodou dot blot)
do 3 frakei, které byly dale zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida pievazné rozpadlym virovym kapsidam,
frakce II jsou plné viriony, frakce III jsou prazdné kapsidy.

MPyV Frakce I

¢. 1 2 3 4 5 6 7 8
n 1,3345 | 1,3725 | 1,3745 | 1,3735 | 1,371 | 1,3695 | 1,368 | 1,367

Frakce II

¢. 9 10 11 12 13
n 1,3665 | 1,3655 | 1,365 | 1,364 | 1,364

Frakce 111 -

[ 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
n 1,3635 | 1,363 | 1,363 | 1,3625 | 1,362 | 1,3615 | 1,3615 | 1,361 | 1,360 | 1,3595

Frakcel Frakcell

| L]
1

l
|
1 2 9 10 it |

3 4 5 & 7 g : 12
¢ c,o o 0 @00 Q00 o
13 14 15 16 17 12 19 20 21 22 23
acel
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] a | |
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Obrazek 13 — Pfitomnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 ve frakcich divokého typu MPyV rozdélenych po
centrifugaci viru v CsCl gradientu byla uréena pomoci metody dot blot. Detekovano pomoci primarni protilatky
proti proteinu VP1 a sekundarni protilatky konjugované s HRP.
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Tabulka 2 — Refraktometrické indexy (n) frakci mutantniho viru N253D rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu. Frakce byly nasledné spojeny na zaklad¢ téchto indexti a pfitomnosti VP1 (uréeno metodou dot blot)
do 3 frakei, které byly dale zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida pfevazné rozpadlym virovym kapsidam,
frakce 11 jsou plné viriony, frakce III jsou prazdné kapsidy.

N253D Frakce |
¢. 1 2 3 4 5
n 1,3745 | 1,373 | 1,370 | 1,368 | 1,367
Frakce 11
¢. 6 7 8 9 10 11
n 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,364 | 1,364
Frakee 111 -
¢. 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
n 1,3635 | 1,363 | 1,363 | 1,3625 | 1,362 | 1,362 | 1,3615 | 1,361 | 1,361 | 1,360 | 1,359 | 1,3585
I Frakcel I | {'_I_:Ik:E ll I B
1 2 3 4 5 & 7 2 b 10 11 12
ve o 0o 0000 0 o
13 14 15 ""ig 17 13 19 20 21 22 23
e @0 90 . O 90 O ¢ 9 o
Frakce Il

Obrazek 14 — Pritomnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 ve frakcich mutantniho viru N253D rozdélenych po

centrifugaci viru v CsCl gradientu byla ur¢ena pomoci metody dot blot. Detekovano pomoci primarni protilatky
proti proteinuVP1 a sekundarni protilatky konjugované s HRP.

Tabulka 3 — Refraktometrické indexy (n) frakci mutantniho viru N253E rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu. Frakce byly nasledné spojeny na zakladé téchto indexti a pfitomnosti VP1 (uréeno metodou dot blot)
do 3 frakei, které byly dale zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida pievazné rozpadlym virovym kapsidam,
frakce 11 jsou plné viriony, frakce III jsou prazdné kapsidy.

N253E Frakce |
¢. 1 2 3 4 5
n 1,3695 | 1,372 | 1,370 | 1,368 | 1,3675
Frakce I1
¢. 6 7 8 9 10 11 12
n 1,3665 | 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,364 | 1,364
Frakce I1I
¢. 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
n 1,3635 | 1,363 | 1,3625 | 1,3625 | 1,362 | 1,3615 | 1,3605 | 1,3605 | 1,3595 | 1,3585 | 1,3575
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Obrazek 15 — Pfitomnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 ve frakcich mutantniho viru N253E rozdélenych po
centrifugaci viru v CsCl gradientu byla ur¢en pomoci metody dot blot. Detekovano pomoci primarni protilatky
proti proteinuVP1 a sekundarni protilatky konjugované s HRP.

Tabulka 4 — Refraktometrické indexy (n) frakei mutantniho viru A117V rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu. Frakce byly nasledné spojeny na zaklad¢ téchto indexti a pfitomnosti VP1 (uréeno metodou dot blot)
do 3 frakei, které byly dale zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida prevazné rozpadlym virovym kapsidam,
frakce II jsou plné viriony, frakce III jsou prazdné kapsidy.

Al117V Frakce I

¢. 1 2 3 4 5 6 7
n 1,371 | 1,373 | 1,372 | 1,370 | 1,369 | 1,368 | 1,3675

Frakce 11

[ 8 9 10 11 12 13

n 1,3665 | 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,364

Frakce 111 -

¢. 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
n 1,3635 | 1,3635 | 1,363 | 1,3625 | 1,3625 | 1,362 | 1,3615 | 1,361 | 1,3605 | 1,3595
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Obrazek 16 — Pfitomnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 ve frakcich mutantniho viru A117V rozdélenych po
centrifugaci viru v CsCl gradientu byla uréena pomoci metody dot blot. Detekovano pomoci primarni protilatky
proti proteinuVP1 a sekundarni protilatky konjugované s HRP.

Spojené frakce jednotlivych viri byly poté dialyzovany proti pufru B a koncentrovany pomoci
dalsi centrifugace pies sachar6zovy polstat. Mnozstvi ¢astic ve frakcich II a III jednotlivych
virovych izolatl byl ur€en pomoci hemaglutinac¢niho testu (Tabulka 5). Integrita izolovanych

plnych virion ve frakci II byla ovéfena pomoci elektronové mikroskopie. Snimky ukazuji pro
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vSechny viry pfevazné viriony, dale také mizeme pozorovat malé mnozstvi prazdnych kapsid

a rozpadlého materidlu (Obrazek 17).

Tabulka 5 — Poéty ¢astic ve frakcich II a III izolovanych vird byly uréeny pomoci hemaglutinaéniho testu.

Frakce MPyV 11 MPyV III N253D II N253D III
Pocet ¢astic/ml 1,02x1012 2,05x10' 1,02x10' 6,4x101°
Frakce N253E1I N253E III Al17V 1l Al17V 1D
Pocet castic/ml 1,3x101 8,2x10"2 1,02x10' 2,05x10'

Obrazek 17 — Snimky frakei II izolovanych virti z transmisniho elektronového mikroskopu. VSechny mutanty i
divoky typ viru obsahuji ve frakci II zejména pIné viriony. Snimky pofidil Mgr. Martin Fraiberk.

Pro porovnani mutantnich vird mezi sebou a s divokym typem MPyV z hlediska efektivity
infekce byl ur¢en pocet virovych genomovych ekvivalentli na pl izolovaného viru. Byla tedy
izolovana virovda DNA z 10 pl virové suspenze podle postupu uvedeného v kapitole 4.14.8,

koncentrace byla zméfena pomoci piistroje NanoDrop a pifesny pocet virovych genomu ve
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vzorcich byl uréen pomoci qPCR. Jako standard pro vytvofeni kalibracni kiivky byl pouzit
definované natfedény plasmid pMJG a koncentrace genomu ve virovych suspenzich byly ureny

interpolaci (Tabulka 6).

Tabulka 6 — Pocet virovych genomovych ekvivalentl ve virové suspenzi. Byla izolovdna DNA z virové suspenze
a pocet genomil byl ur¢en pomoci gPCR.

MPyV N253D N253E Al17V

Pocet genomil/pl 1,5x10° 4x108 1,5x10° 1x107

5.1.2.2 Druhd izolace

Druha izolace vira probihala de stejného schématu jako prvni. V Tabulkach 7—-10 jsou uvedeny
refraktometrické indexy jednotlivych frakei CsCl gradientu. Na zakladé refraktometrickych
indext byly jednotlivé frakce spojeny do frakei I, II a III. Pocet ¢éstic ve frakeich II a III byl
ur¢en pomoci hemaglutinacniho testu (Tabulka 11) a kvalita izolace frakce II byla ovétena
elektronovou mikroskopii (Obrazek 18). Frakce II obsahovaly virové ¢astice a malé mnozstvi

necistot. Pocet virovych genomi na pl byl uréen pomoci qPCR (Tabulka 12).

Tabulka 7 — Refraktometrické indexy (n) frakei divokého typu MPyV rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu pii druhé izolaci. Frakce byly nasledné spojeny na zakladé téchto indext do 3 frakcei, které byly dale
zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida pievazné rozpadlym virovym kapsidam, frakce II jsou plné viriony,
frakce III jsou prazdné kapsidy.

MPyV Frakce |

¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 1,3705 | 1,3755 | 1,3745 | 1,373 | 1,3715 | 1,3705 | 1,369 1,368 | 1,3675

Frakce 11

¢. 10 11 12 13 14 15 16 17
n 1,3665 | 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,364 1,364 1,364

Frakce 11

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

<

n 1,3635 | 1,3635 | 1,3635 | 1,363 1,363 | 1,3625 | 1,362 1,362 1,361 1,359 | 1,3585

42



Tabulka 8 — Refraktometrické indexy (n) frakci mutantniho viru N253D rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu pfi druhé izolaci. Frakce byly nasledné spojeny na zékladé téchto indexd do 3 frakci, které byly dale
zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida pfevazné rozpadlym virovym kapsidam, frakce II jsou plné viriony,
frakce 111 jsou prazdné kapsidy.

N253D Frakce |
¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
n 1,376 | 1,377 | 1,3755 | 1,374 | 1,3725 | 1,3715 | 1,370 | 1,3695 | 1,368 | 1,367 | 1,367
Frakee 11
¢. 12 13 14 15 16 17 18
n 1,366 | 1,367 | 1,3665 | 1,366 | 1,366 | 1,3655 | 1,365
Frakee 111
¢ 19 20 21 22 23
n 1,365 | 1,3635 | 1,3635 | 1,3625 | 1,361

Tabulka 9 — Refraktometrické indexy (n) frakci mutantniho viru N253E rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu pii druhé izolaci. Frakce byly nasledné spojeny na zékladé téchto indexd do 3 frakci, které byly dale
zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida pifevazné rozpadlym virovym kapsidam, frakce II jsou plné viriony,
frakce III jsou prazdné kapsidy.
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N253E Frakce I
¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
n 1,375 | 1,3765 | 1,374 1,373 | 1,3715 | 1,370 | 1,3695 | 1,368 | 1,3675 | 1,367
Frakce 11
¢ 11 12 13 14 15 16 17 18
n 1,3665 | 1,366 | 1,3655 | 1,3655 | 1,365 1,365 | 1,3645 | 1,364
Frakce III
¢ 19 20 21 22
n 1,3635 | 1,363 1,362 1,361




Tabulka 10 — Refraktometrické indexy (n) frakci mutantniho viru A117V rozdé€lenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu pii druhé izolaci. Frakce byly nasledné spojeny na zaklade¢ téchto indext do 3 frakci, které byly dale
zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida pifevazné rozpadlym virovym kapsidam, frakce II jsou plné viriony,
frakce I1I jsou prazdné kapsidy.

Al17V Frakce I
¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
n 1,3755 | 1,376 | 1,3745 | 1,373 | 1,3715 | 1,3705 | 1,369 | 1,368 1,367 | 1,367
Frakee 11 Frakee 111
¢. 11 12 13 14 15 16 17 18
n 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,364 | 1,364 | 1,3635 | 1,3635
Frakee 111
¢. 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

n 1,3635 | 1,363 1,363 | 1,3625 | 1,3625 | 1,362 1,362 1,361 1,360 1,359

Tabulka 11 — Pocty castic ve frakcich II a III virG izolovanych v druhé izolaci byly uréeny pomoci
hemaglutina¢niho testu.

Frakce MPyV II MPyV III N253D II N253D III
Pocet castic/ml 1,28x10'2 1,28x10'2 2,56x10'? 1,28x10'2
Frakce N253E1I N253E III Al17V 1l Al17V 1III
Pocet ¢astic/ml 2,56x1012 6,4x10!! 1,28%1012 6,4x10!!
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Obrazek 18 — Snimky frakci II izolovanych virG v druhé izolaci z transmisniho elektronového mikroskopu.
Vsechny mutanty i divoky typ viru obsahuji ve frakci II zejména pIné viriony a rozpadly material. Snimky poftidil
Mgr. Martin Fraiberk.

Tabulka 12 — Pocet virovych genomovych ekvivalentd ve virové suspenzi druhé izolace. Byla izolovana DNA z
virové suspenze a pocet genomu byl ur¢en pomoci qPCR.

MPyV N253D N253E Al17V

Pocet genomt/ul 9x108 2x10° 3,5x108 1x10°

5.1.2.3 Tretiizolace

Na rozdil od pfedchozich izolaci nebyly pro ucely tieti izolace buiiky transfekovany virovymi
genomy, ale pomnoZeni viru probihalo infekci bun¢k 3T6. Byl pouzit 1 pl virové suspenze
z druhé izolace MPyV a virovych mutant N253D, N253E na infekci Petriho misky o priméru
10 cm. Celkem bylo kazdym virem infikovano 10 Petriho misek a bunky byly sklizeny po 7
dnech. Virova mutanta A117V v této izolaci nebyla izolovana, nebot’ se ukazalo, ze je

neinfekéni (viz kapitola 5.1.4). Jelikoz byl virus tentokrat izolovan z velkého mnozstvi bunék
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a zaroven jsme chtéli docilit co nej€istsi izolace, byla virova suspenze kazdého viru rozdélena
na dva gradienty CsCl. U jednotlivych frakci ziskanych rozdéleni CsCl gradientti byl ur¢en
refraktometricky index (Tabulky 13—15) a také detekovéna pfitomnost proteinu VP1 metodou
dot blot (Obrazky 19-21). Frakce z obou gradientii byly spojeny ve stejnych rozmezich
refraktometrickych indext (frakce I, II a III), jelikoz vysledky dot blotu byly konzistentni

s ptedchozimi izolacemi.

Tabulka 13 — Refraktometrické indexy (n) frakei divokého typu MPyV rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu pfi tfeti izolaci. Frakce byly nasledné spojeny na zakladé téchto indexti a pfitomnosti VP1 (urceno
metodou dot blot) do 3 frakci, které byly dale zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida ptevazné rozpadlym
virovym kapsidadm, frakce II jsou plné viriony, frakce III jsou prazdné kapsidy.

MPyV Frakce |

(e
—
N
w

4 5 6 7 8
n 1,371 1,375 1,373 1,371 | 1,3695 | 1,3685 | 1,3675 | 1,367

¢. A B C D E F G
n 1,3755 | 1,375 | 1,3725 | 1,3705 | 1,3695 | 1,3685 | 1,3675

Frakce 11

[ 9 10 11 12 13 14 15
n 1,3665 | 1,366 | 1,3655 | 1,3645 | 1,3645 | 1,364 1,364

¢. H I J K L M N
n 1,3665 | 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,364 1,364

Frakce 111 _
¢. 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
n 1,3635 | 1,363 1,363 | 1,3625 | 1,362 | 1,3615 | 1,3605 | 1,360 1,359 1,358

Frakce 111 _

¢. o P Q R S T U v W X
n 1,3635 | 1,363 | 1,3625 | 1,362 | 1,3615 | 1,361 1,360 1,359 | 1,3585 | 1,3575

Frakcz | Frakce |l

| | |
1 2 3 4 5 & 7 ] = 10 11 12 13 14 15 16

Frakee |l " = 0
17 18 13 20 21 22 53 24 25

. ™ - M Frakcelll
; Fralar] ; : Frakece |l : 1:'. z =
i T B e e e l] K L M N 2 s &

& L)

v v w X

_|

Obrazek 19 — Pritomnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 ve frakcich divokého typu MPyV rozdélenych po
centrifugaci viru v CsCl gradientu pii tfeti izolaci byla ur¢ena pomoci metody dot blot. Detekovano pomoci
primarni protilatky proti proteinu VP1 a sekundarni protilatky konjugované s HRP.
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Tabulka 14 — Refraktometrické indexy (n) frakei mutantniho viru N253D rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu pfi tieti izolaci. Frakce byly nasledné spojeny na zakladé téchto indext a pfitomnosti VP1 (ureno
metodou dot blot) do 3 frakci, které byly dale zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida ptevazné rozpadlym
virovym kapsidam, frakce II jsou plné viriony, frakce III jsou prazdné kapsidy.

N253D Frakce I

[ 1 2 3 4 5 6 7 8
n 1,3765 | 1,373 1,371 1,370 | 1,3685 | 1,368 | 1,3675 | 1,367

¢. A B C D E F G
n 1,374 1,375 1,372 1,370 1,369 1,368 1,367

Frakce 11

¢. 9 10 11 12 13 14 15
n 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,3645 | 1,364 | 1,364

[ H I J K L M N
n 1,3665 | 1,366 | 1,3655 | 1,365 | 1,3645 | 1,364 1,364

Frakce 111 -

¢. 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
n 1,3635 | 1,3635 | 1,363 | 1,3625 | 1,3625 | 1,362 | 1,3615 | 1,3605 | 1,360 1,358

Frakce 111 _

¢. 0 P Q R S T U v W X
n 1,3635 | 1,363 1,363 1,363 | 1,3625 | 1,3615 | 1,361 | 1,3605 | 1,3595 | 1,3585

Frakcel Frakcell
| | |
I 1 I
1 2 3 4 5 B 7 8 5 1o 11 12 13
Frakcelll
| |
14 15 16 17 13 19 20 21 22 3 24 25
e @ . » L] L] [+ .
| Frakcel i . Frakcell |
[ 1 I 1
A B C ) E F G H | ] K 2 M M
» - - » » &
o P a R 5 T u v W X
. ® » e °* @ .

Frakcelll

Obrazek 20 — Pfitomnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 ve frakcich mutantniho viru N253D rozdélenych po
centrifugaci viru v CsCl gradientu pii tfeti izolaci byla ur¢ena pomoci metody dot blot. Detekovano pomoci
primarni protilatky proti proteinu VP1 a sekundarni protilatky konjugované s HRP.
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Tabulka 15 — Refraktometrické indexy (n) frakci mutantniho viru N253E rozdélenych po centrifugaci viru v CsCl
gradientu pfi tieti izolaci. Frakce byly nasledné spojeny na zakladé téchto indext a pfitomnosti VP1 (ureno
metodou dot blot) do 3 frakci, které byly dale zpracovavany oddélené. Frakce I odpovida ptevazné rozpadlym
virovym kapsidam, frakce II jsou plné viriony, frakce III jsou prazdné kapsidy.

N253E Frakce I
C. 1 2 3 4 5 6 7 8
n 1,3645 | 1,3755 | 1,3735 | 1,3715 1,370 1,369 | 1,3675 | 1,367
¢. A B C D E F G H
n 1,3695 1,375 1,372 1,371 1,3695 | 1,3685 | 1,368 1,367
Frakce 11
¢. 9 10 11 12 13 14
n 1,366 | 1,3655 | 1,365 1,365 | 1,3645 | 1,364
¢. I J K L M N (@)
n 1,3665 1,366 | 1,3655 | 1,365 1,365 1,3645 | 1,364
Frakce II1 -
¢. 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
n 1,3635 | 1,3635 | 1,363 1,3625 1,362 | 1,3615 | 1,3615 | 1,3605 | 1,3595 | 1,3585 | 1,3575
Frakce II1 -
¢. P Q R S T U A% \%% X Y
n 1,3635 | 1,3635 | 1,363 1,3625 | 1,362 | 1,3615 | 1,361 1,3605 | 1,3595 | 1,3585
i Frakoe | | i Frakoe 11 ] ;
1|. 2 3 4 5 5 7 J|3= i_la W 11 1z 13 1:1 1I_=-
™ ™ » [
- e * ® i Frakce |
Frakoe Il : = & 5 &
15 17 18 15 20 21 22 3 24 ®
. L] . o L . . - Frakeell|
; " Frakcell I
| } | P @ R s T v
F & H & 1 ¥ L M N oD s 0 ® - 8 .
e 2 u B » w }(‘ ;
[ ]
=

Obrazek 21 — Pfitomnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 ve frakcich mutantniho viru N253E rozdélenych po
centrifugaci viru v CsCl gradientu pii tfeti izolaci byla ur¢ena pomoci metody dot blot. Detekovano pomoci
primarni protilatky proti proteinu VP1 a sekundarni protilatky konjugované s HRP.

Pocet ¢astic ve frakcich II byl uren pomoci hemaglutinaéniho testu (Tabulka 16) a byly

pofizeny snimky frakei II pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (Obrazek 22).

Frakce II obsahovaly virové kapsidy a maly pocet prazdnych viru podobnych ¢astic. Pocet

virovych genomi na pl byl uréen pomoci qPCR (Tabulka 17).
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Tabulka 16 — Pocty castic ve frakcich II virti izolovanych ve tieti izolaci byly ur¢eny pomoci hemaglutina¢niho
testu.

Frakce MPyV 11 N253D II N253E 11

Pocet ¢astic/ml 6,4x10'° 5,12x10'! 5,12x10!

200 nm

200 mi

Obrazek 22 — Snimky frakci II izolovanych virQl ve tieti izolaci z transmisniho elektronového mikroskopu.
Vsechny mutanty i divoky typ viru obsahuji ve frakci II zejména plné viriony. Snimky pofidil Mgr. Martin
Fraiberk.

Tabulka 17 — Pocet virovych genomovych ekvivalent ve virové suspenzi tieti izolace. Byla izolovana DNA z
virové suspenze a pocet genomu byl ur¢en pomoci qPCR.

MPyV N253D N253E

Pocet genomi/ul 2,5%10° 2,5%10° 2x10°
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5.1.3 Dvojité prouzky na SDS-PAGE jsou dusledkem posttranslacné modifikovanych

minoritnich proteind VP2 a VP3

Nejprve byly virové suspenze separovany na 10% rozdélovacim gelu a proteiny byly
detekovany pomoci fluorescencni barvy SYPRO® Ruby Protein Gel Stain (Obrazek 23a).
Dvojité prouzky VP2 a VP3 jsou jasné viditelné u MPyV a pfii bliz§im pohledu jsou viditelné i
u mutanty A117V. Prouzek s vyS$i mobilitou odpovidajici posttranslacné nemodifikovana
izoformé je mnohem vyraznéjsi jak u VP2 tak u VP3. Pro N253D a N253E (mutanty simuluji
deamidovanou formu s niz§i mobilitou) byl u VP3 viditelny pouze jeden prouzek odpovidajici
mobilit¢ deamidované izoformy. U mutant N253D a N253E nebylo moZné jasné urcit, zda
dvojité prouzky viditelné v Grovni odpovidajici dvojitym prouzkiim VP2 jsou skutecné dvé
izoformy VP2 nebo se jedna o jiny fragment velmi podobné velikosti. Pozorovali jsme vSak

vyraznou pievahu horniho prouzku odpovidajicimu deamidované izoformé.

a) b)
kDa M253D N253E AL1TV WPy N253D N253E AlL1TV MPyW  kDa
: 72
= . s S c?
VP1
-_ VPl — — 42
—! - B 2 r— E
| — H - N yp2
E =
42
T I YPZ e s Bl B 3
- - e
26
26
R —— VP3 =
— — R ——

Obrazek 23 — Horni prouzek proteint VP2 a VP3 s niz§i elektroforetickou mobilitou odpovidda deamidované
izoforme obou proteind. a) Virové suspenze mutantnich virt N253D, N253E, A117V a divokého typu MPyV byly
separovany pomoci 10% SDS-PAGE, proteiny na gelu byly po separaci fluorescencné obarveny. b) Virové
suspenze byly separovany na 12% SDS-PAGE, pfeneseny na membranu a proteiny byly detekovany pomoci
specifickych protilatek. Prouzky s vy$si mobilitou po znaceni proteinu VP1 odpovidaji jeho fragmenttim, prouzky
s niz§i mobilitou jsou posttranslaéné modifikované formy a dimery proteinu VP1. Cisla udavaji velikosti
fragmentti markeru molekulovych vah v kDa.
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Jelikoz absence dvojitych prouzkii u N253D a N253E nebyla potvrzena, byly virové suspenze
déale rozdéleny pomoci SDS-PAGE s 12% rozdélovacim gelem a nasledné byly proteiny
pieneseny na membranu (Obrazek 23b). Pomoci specifickych protilatek byly detekovany
protein VP1 a spolec¢nd cast proteinti VP2 a VP3. U N253D a N253E jsme jasn¢ pozorovali
pouze jeden prouzek pro VP2 odpovidajici deamidované izoformé s nizs$i mobilitou. U A117V
a MPyV byl tento prouzek detekovan, ale spole¢né s prouzkem o vyssi mobilité odpovidajici
nemodifikované izoform¢. U MPyV dokonce nizsi prouzek slabé prevladal. U VP3 mutanty
A117V a MPyV dvojité prouzky pozorovany nebyly, nicmén¢ Ize spekulovat, ze je tomu tak
kvtli pfilisné saturaci signalu. Lze také fici, Ze VP3 prouzky u N253D a N253E se nachazeji
v horni poloving signalu pro VP3 u MPyV a odpovidaji tedy deamidované izoform¢ s nizsi
mobilitou. Signal na membrané znacené protilatkou proti VP1 mezi 34 a 42 kDa také naznacuje,
ze druhy prouzek s vyssi mobilitou u VP2 N253D a N253E na fluorescenéné barveném gelu
zminény vySe by mohl byt ve skute¢nosti fragment VP1. Pfi specifickém znaceni proteinu VP1
jsme také pozorovali prouzky s vyssi mobilitou odpovidajici posttranslaéné¢ modifikovanym
formam a dimerm proteinu VP1 a prouzky s niz8i mobilitou, které odpovidaji fragmentim

proteinu VP1.
5.1.4 Mutantniviry N253D, N253E a A117V se lisi v efektivité infekce

Jelikoz pilotni experimenty provedené Bilkovou, 2014 ukazali potencialné zajimavé rozdily
mezi mutantnimi viry a divokym typem MPyV, rozhodli jsme se porovnat efektivitu infekce
izolovanych vird a pokusit se tak osvétlit moznou roli deamidace na pozici 253 VP2 a acetylace

na N konci VP3 v zivotnim cyklu MPyV.

Buniky 3T6 byly infikovany definované nafedénou virovou suspenzi tak, Ze pocet virovych
genom (zjiStény pomoci qPCR pro kazdou izolaci) na pocet bunck byl vzdy stejny v jednom
biologickém opakovani pro vSechny viry a mezi jednotlivymi experimenty se pohyboval
v rozpéeti 2000-4000 genomil na buiiku. Buiiky byly fixovany 23 hpi a byla provedena detekce
exprese LT antigenu pomoci nepiimé imunofluorescence. Primérny pocet LT pozitivnich
bunck byl normalizovan na pocet LT pozitivnich bunék u MPyV. Nasledujici graf shrnuje
vysledky 5 biologickych opakovani experimentu zahrnujicich vSechny tfi izolace vir (pouze

dvé¢ izolace v ptipad¢ A117V) (Obrazek 24).
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Infektivita mutantnich vira

L

I

N253D0 MN253E Al MPyW

pocet LT pozitivnich bunék (normalizovano na MPyW )

Obrazek 24 — Porovnani efektivity infekce mutantnich vird N253D, N253E, A117V a divokého typu MPyV.
Bunky 3T6 byly infikovany stejnym poctem virovych genomti na buiiku (2000-4000 genomil na bunku
v jednotlivych experimentech), fixovany 23 hpi a byl znac¢en LT antigen pomoci specifické protilatky. Byl spocitan
primérny pocet LT pozitivnich bunék z deseti optickych poli pii stejném zvétSeni pro vSechny viry a vysledek byl
normalizovan na pocet LT pozitivnich buné¢k u MPyV. Graf ukazuje vysledky z 5 nezavislych experimentt, pfi
kterych byly pouzity k infekei virové suspenze z tii (u A117V pouze z dvou) nezavislych izolaci. Pocet opakovani
pro viry N253D, N253E, A117V a MPyV je po fad¢ 6, 6, 2 a 6. Chybové Gsecky udavaji smérodatné odchylky.
Statistickd vyznamnost byla uréena pomoci jednovybérového t-testu, stanovena hladina vyznamnosti je p=0,05
(* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).

Po infekci mutantnim virem A117V nebyly pozorovany témét Zadné LT pozitivni buniky a je
tedy mozné piedpokladat, ze je naprosto neinfekéni. Z tohoto diivodu také nebyl izolovéan ve
treti izolaci vird (kapitola 5.1.2.3) a dal$i experimenty nebyly provadény. Virové mutanty
N253D a N253E simulujici deamidovanou izoformu VP2 a VP3 ukazuji rozdilené vysledky.
Zatimco infekce mutantnim virem N253D vedla v priméru ke stejnému poc¢tu LT pozitivnich
bunék jako divoky typ MPyV a lze tedy predpokladat, Ze je zhruba stejné¢ infekcni, infekce

vV

N253E vedla piekvapive k 2—4x vy§§imu poctu LT pozitivnich bunék nez MPyV.

Na Obrazku 17 jsou ilustracni kompozitni fotografie z fluorescencniho mikroskopu bun¢k 3T6
infikovanych mutantnimi viry N253D, N253E, A117V a divokym typem MPyV stejnym
zptisobem jako experimenty v grafu na Obrazku 25. Trendy viditelné v tomto grafu jsou

pozorovatelné 1 na téchto fotografiich.
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Obrazek 25 — Reprezentativni fotografie bun¢k 3T6 infikovanych mutantnimi viry N253D, N253E, A117V a
divokym typem MPyV. Bunky byly infikovany virovou suspenzi, fixovany 23 hpi, LT antigen byl oznacen
specifickou protilatkou (zelen€¢) a DNA byla ozna¢ena DAPI (modre).

5.1.5 Porovnani mutovanych pozic s dalSimi polyomaviry

Jelikoz jsme pozorovali rozdily v efektivité infekce mutantnich virti v porovnani s divokym
typem MPyV, zajimalo nés, do jaké miry jsou mutované pozice konzervované, popiipad¢ jaké
dals$i aminokyseliny se na téchto pozicich vyskytuji u minoritnich kapsidovych proteint
piibuznych viri.

Pomoci software Standard Protein Blast (“BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,” n.d.)
bylo vyhledano 250 nejpodobnéjsich proteint k proteinu VP2 MPyV kmenu BG z databaze
neredundantnich proteinovych sekvenci (Altschul et al., 1997, 2005). Mezi nalezenymi
proteiny byly minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3 dalSich kmenti MPyV a také ostatnich
velmi dlouho zkoumanych podobnych polyomavirt jako JCPyV, BKPyV a SV40 a také fada

dal$ich sav¢ich a jinych polyomavird.

Porovnani téchto sekvenci ukézalo, ze v pozici odpovidajici 117 VP2, coz je pro vétSinu
porovnavanych polyomavirt misto zacatku pfekryvu s proteinem VP3, je alanin témét vylucné

konzervovén (Obrazek 26). Pouze u par polyomaviri, které nemaji VP3 nebo jejich VP3 zacina
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na jiné pozici VP2, alanin na této pozici nema. Je ale nutno podotknout, ze pokud VP3 zacina

na jiné pozici, za poc¢ateCnim methioninem se vzdy nachazi alanin.

MPyY VHNR—————— N IPWRDPALI

HaPyV VHR—————— N IPRRPADYY

1Py STVGLFQQP QLFNPEDYY

BEPYW STVGLYQQSG ELFNPDEYY

SV40 STVCELYQOPG DLYRPDDYY

APy G- ————- OVWR--DQbV
& -

Obrazek 26 — Alanin na pozicich odpovidajicich pozici 117 proteinu VP2 MPyV je u polyomavirti konzervovan.
Ukazka srovnanych sekvenci MPyV, kiec¢ciho polyomaviru (HaPyV), JCPyV, BKPyV, SV40 a ptaciho
polyomaviru (APyV).

Aminokyseliny na pozicich odpovidajicich pozici 253 VP2 MPyV byly obecné mnohem méné
konzervované. U vSech kmenli MPyV se sice na této pozici vyskytuje vyluéné asparagin, to
vSak neplati pro ostatni polyomaviry. U polyomaviri obecné se na této pozici objevuje fada
aminokyselin, nejcastéji serin a glutamin zejména u JCPyV a SV40, nasleduje zminény
asparagin pro MPyV a dalsi. Aspartat a glutamat, které jsou na této pozici u mutant studovanych
v této praci, se také pomérné Casto vyskytuji zejména u riznych lidskych a dalSich savéich
polyomaviri. U dalSich polyomavird jsou na této pozici také histidin, tyrosin, threonin a
arginin. Zda se tedy, Ze na této pozici u piibuznych viri nepievladé jedna aminokyselina, spise

je patrna slaba preference pro hydrofilni aminokyseliny.

5.2 Vliv acetylace mikrotubuld na prdbéh infekce MPyV

5.2.1 Infekce bunék 3T6 MPyV vede k narlstu acetylace mikrotubul{

Nejprve bylo potieba ovétit, ze po infekci MPyV dochézi v buitkach 3T6 pfi ndmi zvoleném
experimentalnim postupu ke zvySeni acetylace mikrotubul. Schéma experimentu je zobrazeno
na Obrazku 27. Den pfed experimentem byly vysety buitky 3T6 a dalsi den byly infikovany
MPyV s multiplicitou infekce (MOI) 5 pfu na buniku. Buiiky vzdy z jedné misky byly sklizeny
v 8 hodinovych intervalech, byly lyzovany v RIPA pufru, lyzat byl separovan pomoci
10% SDS-PAGE a proteiny byly pfeneseny na membranu. Acetylovany a-tubulin a GAPDH
byly detekovany pomoci specifickych protilatek (Obrazek 28b). GAPDH byl vybran jako
referencni protein pro normalizaci nanasky pro jednotlivé vzorky. Jako referencni hodnota bylo

pouzito mnozstvi acetylovaného tubulinu v neinfikovanych bunikach.
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Obrazek 27 — Schéma experimentu pro ovéfeni ristu acetylace mikrotubulli po infekci bunék 3T6 pomoci
MPyV. Buiiky 3T6 byly infikovany MPyV s MOI=5 pfu na buiiku, byly sklizeny v 8 hodinovych intervalech a
lyzovany. Nasledn¢ byla provedena SDS-PAGE a western blot.

Byly provedeny Ctyfi nezavislé experimenty. Obrazek 28a zobrazuje graf primérnych hodnot
hladiny acetylovaného o-tubulinu normalizovan¢ na GAPDH a vztaZzenych k mnozstvi
acetylovaného tubulinu v neinfikovanych bunkach (NK). Acetylace mikrotubulti po infekci
MPyV rostla, pouze ve 40 hpi miizeme pozorovat mirny pokles, ktery je ale opét nasledovan

nartistem ve 48 hpi. Tato data ukazuji, Ze po infekci bunék 3T6 MPyV acetylace mikrotubulii

roste.
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Obrazek 28 — Po infekci bunék 3T6 MPyV roste acetylace o-tubulinu. Bunky 3T6 byly infikovany MPyV
s MOI=5 pfu na bunku, byly sklizeny v 8 hodinovych intervalech a lyzovany. Lyzaty byly separovany pomoci
10% SDS-PAGE, proteiny byly pfeneseny na membranu a acetylovany a-tubulin a GAPDH byly detekovany
pomoci specifickych protilatek (b). Graf ukazuje hladinu acetylovaného a-tubulinu normalizovanou na expresi
GAPDH v jednotlivych vzorcich a vztazenou na neinfikované buiiky (a). Data byla ziskdna ze 4 nezévislych
opakovani, chybové useCky ukazuji smérodatnou odchylku. Statistickd vyznamnost byla ovéfena pomoci
parového t-testu, hladina vyznamnosti byla stanovena na p=0,05 (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p=<0,0001).
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5.2.2 Exprese mRNA HDAC6 a aTAT1 se neméni v pribéhu infekce MPyV

Poté, co bylo ovéfeno, ze po infekci bunék 3T6 MPyV roste acetylace mikrotubulli, jsme
ptikrocili k analyze exprese mRNA HDAC6 a aTATI pomoci qPCR. Z bunék 3T6 byla
izolovana RNA a syntetizovana cDNA pomoci reverzni transkripce. Nejprve jsme ovéfili
specifitu primerti. NavrZzené primery pro HDAC6 a aTATI a primery pro referencni gen
GAPDH (kapitola 4.5) byly testovany dle protokolu (kapitola 4.14.9) za teploty nasedani 58 °C.
Tvorba specifického produktu byla ovéfena pomoci analyzy kiivky tani produktu provedené
v originalnim software k pfistroji LightCycler® 480 Instrument II, na kterém byly provadény
experimenty. Produkt byl také ovéfen separaci v agar6zovém gelu (Obrazek 29). Pozorovali
jsme pouze ocekavané fragmenty o velikosti 170 bp, nami testované primery jsou tedy

specifické.

M HOCAE =TAT1

Obrazek 29 — Navrzené primery pro HDAC6 a oTAT1 vedou za pouzitych podminek k amplifikaci jednoho
specifického fragmentu (170 bp). Produkty amplifikace pomoci qPCR byly rozdéleny na 1% agar6zové
elektroforéze. M — marker (velikosti v bp).

Déle byla testovana efektivita amplifikace jednotlivych mRNA za danych podminek pomoci
zméfeni signalu u sériové 10x nafedéné cDNA. Efektivita amplifikace pro HDAC6, aTAT1 a
GAPDH byla po tad¢ 105,8%, 96,6% a 96,8%. Jelikoz se efektivita pro jednotlivé geny neliSila

o vice nez 10 %, byly rozdily v efektivité amplifikace pro dalsi analyzy zanedbény.

Schéma experimentu pro pozorovani zmén exprese mRNA HDAC6 a aTATI bylo stejné jako
pro predchozi pokus a je znazornéno na Obrazku 30. Buiiky 3T6 byly vysety, dalsi den byly
infikovany MPyV s MOI=5 pfu na buiiku a sklizeny v 8 hodinovych intervalech. Negativni
kontrolou byly neinfikované bunky. Byla izolovdana RNA a jeji integrita byla ovéfena na

0,8% agarozové elektroforéze (Obrazek 31). JelikoZz jsme pozorovali dva silné prouzky
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odpovidajici 28S a 18S RNA a mezi nimi je patrnd rozmazand stopa odpovidajici celkové
mRNA, izolovana RNA nebyla degradovana a mohla byt pouzita pro dalsi experimenty. Poté

byla syntetizovana cDNA a byla provedena qPCR.

-24h 0 gh 16h 24h 3
Sx10° bunék/ rifiskce MPyW I |
bcm Petriho misku MOi = 5 Buriky skizeny, zolsce RNA, syrtéza cDNA agPCR

DMEM =10% sarem

Obrazek 30 — Schéma experimentu pro ovéfeni zmén v expresi mRNA HDAC6 a aTAT1 po infekei bun¢k 3T6
pomoci MPyV. Buiky 3T6 byly infikovany MPyV s MOI=5 pfu na bunku a byly sklizeny v 8 hodinovych
intervalech. Ze sklizenych buné€k byla izolovana RNA, syntetizovana cDNA a byla provedena qPCR.

8h 16h 24h 32h M 40h 48h MK

185

Obrazek 31 — Kvalita izolované RNA. Izolovana RNA byla separovana pomoci 0,8% agarézové elektroforézy
(vzorovy gel pro jednu sadu vzorki). JelikoZ jsou viditelné dva silné prouzky (intenzita horniho prouzku je zhruba
dvakrat vyssi nez spodniho) odpovidajici 28S a 18S RNA a mezi nimi je patrna rozmazana stopa odpovidajici
celkové mRNA, izolovana RNA neni degradovana a mohla byt pouzita pro dalsi experimenty. M — marker
(velikosti v bp).

Exprese mRNA pro HDAC6 a aTAT1 zméfend pomoci qPCR byla normalizovand na expresi
referencniho genu GAPDH a vztazena k expresi v neinfikovanych buiikéch. Pozorovali jsme
velmi malé rozdily v expresi mRNA, neptesahujici 1,5nasobek kontroly. Tato data ukazuji, ze
v pribéhu infekce bunék 3T6 MPyV se exprese mRNA HDAC6 a aTATI1 pftili§ neméni
(Obrazek 32).
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Obrazek 32 — Exprese mRNA HDAC6 a aTAT1 se béhem infekce bunék 3T6 MPyV neméni. Buiiky 3T6 byly
infikovany MPyV s MOI=5 pfu na bunku a byly sklizeny v 8 hodinovych intervalech. Byla izolovana RNA,
syntetizovana cDNA a byla provedena qPCR, kdy byla métena exprese mRNA pomoci specifickych primert pro
HDAC6, aTAT1 a GAPDH. Graf ukazuje expresi mRNA HDAC6 a aTAT1 normalizovanou na expresi GAPDH
a vztazenou k neinfikovanym bunikam. Data byla ziskana ze ¢tyf nezavislych opakovani, chybové usecky ukazuji
smérodatnou odchylku. Statistickd vyznamnost byla ovéfena pomoci parového t-testu, hladina vyznamnosti byla
stanovena na p=0,05 (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).

5.2.3 Inhibice HDACG6 zvysuje efektivitu infekce MPyV

JelikoZ jsme pozorovali zvySeni acetylace mikrotubuld rozhodli jsme se otestovat, zda je toto
zvysSeni dilezité pro infekci MPyV. Vyuzili jsme proto specifického inhibitoru HDAC6
tubacinu, ktery specificky inhibuje tubulin deacetyla¢ni aktivitu tohoto enzymu (Haggarty et
al., 2003).

Nejprve bylo potfeba otestovat toxicitu tubacinu a proliferaci bunék po plsobeni tohoto
inhibitoru. Pro test toxicity byly vysety buiiky 3T6 den pfed experimentem a druhy den byl
pridan tubacin ve dvou testovanych koncentracich SuM a 20uM. Po 24 hodinach byl zméten
pocet mrtvych buné€k a tato hodnota byla porovnana s negativni kontrolou. Pro test proliferace
byly buiiky 3T6 inkubovany 24 hodin s inhibitorem v koncentracich SuM a 20uM a byla
zméfena proliferace bun¢k pomoci Cell Proliferation Reagent WST-1. Jako negativni kontrola
byly pouzity buiikky 3T6 bez pfidani inhibitoru. Vysledky testu cytotoxicity inhibitoru tubacinu
a proliferace pro jednotlivé koncentrace jsou shrnuty v Tabulce 18. Tubacin neni v nami

testovanych koncentracich toxicky a proliferace bunék 3T6 neni vyrazné ovlivnéna.
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Tabulka 18 — Vysledky testu toxicity tubacinu a vlivu na proliferaci buné¢k 3T6. Byly testovany dvé koncentrace
inhibitoru SuM a 20puM. Hodnoty byly vztazeny na negativni kontrolu (buniky 3T6 bez pfidani inhibitoru). Méfeni
byla provedena v duplikatech pro tii nezavisla opakovani. V tabulce jsou uvedeny priméry se smérodatnymi
odchylkami. Statisticka vyznamnost byla ovéfena pomoci parového t-testu, hladina vyznamnosti byla stanovena

na p=0,05 (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).

Koncentrace tubacinu

Relativni pocet bunék po
testu cytotoxicity
(vztazeno ke kontrole)

Relativni mnozstvi
proliferujicich bunék
(vztazeno ke kontrole)

— (NK) 1 1
5puM 1,18+0,17 0,89+0,02 *
20uM 1,01£0,02 0,78+0,02 ****

Dale jsme testovali, v jaké mife se inhibice projevuje na nami pozorovaném efektu — acetylaci
a-tubulinu. Bunky byly inkubovany 24 hodin v pfitomnosti tubacinu v koncentraci SuM a
20uM a byly lyzovany pomoci RIPA pufru. Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE a
byly pfeneseny na membranu, kde byly detekovany pomoci specifickych protilatek
(Obrazek 33a). Jako negativni kontrola byly pouzity buiiky 3T6 bez pfidani inhibitoru.
Vysledky ze tii nezavislych experimenti byly normalizovany na GAPDH a vztaZzeny na

negativni kontrolu (Obrazek 33b).
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Obrazek 33 — Hladina acetylovaného o-tubulin roste po ptidani specifického inhibitoru HDAC6 tubacinu. K
bunkam 3T6 byl pfidan tubacin (SuM nebo 20uM). Buiiky byly inkubovany 24 hodin, byly lyzovany pomoci
RIPA pufru a proteiny byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pfeneseny na membranu. Acetylovany o-tubulin a
GAPDH byly detekovany pomoci specifickych protilatek (a), hladina acetylovaného o-tubulinu byla
normalizovana na hladinu GAPDH a vztazena k buitkdm bez pfidani inhibitoru (b). Data byla ziskana ze tfi
nezavislych opakovani, chybové tsecky ukazuji smérodatnou odchylku. Statistickd vyznamnost byla ovéfena
pomoci dvouvybérového t-testu, hladina vyznamnosti byla stanovena na p=0,05 (* p<0,05, ** p<0,01,
*#% p<0,001, **** p<0,0001).
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Inkubace bun¢k 3T6 s tubacinem vedla v obou testovanych koncentracich inhibitoru ke zhruba
petindasobnému narastu acetylace o-tubulinu. JelikoZ zména acetylace pti SuM koncentraci
tubacinu se vyrazné€ neli$i od zmény pfi pouziti 20uM koncentrace, a i s ohledem na vysledky
testu toxicity a proliferace, jsme se rozhodli v dalSich experimentech pracovat s SuM

koncentraci tubacinu.

Déle nas zajimalo, jestli u bun¢k optisobenych tubacinem v koncentraci SuM stejné jako
v predchozim experimentu nedochazi ke zméné exprese mRNA pro HDAC6. Nasledujici graf

zobrazuje vysledky tfi nezavislych experimentt (Obrazek 34).
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Obrazek 34 — Inhibice HDAC6 pomoci tubacinu vede ke zméné exprese mRNA HDAC6 a aTAT1. K buiikdm
3T6 byl pfidan tubacin (5uM nebo 20uM). Buiiky byly inkubovany 24 hodin, byla izolovana RNA a syntetizovana
cDNA. Byla provedena qPCR, kdy byla méfena exprese mRNA pomoci specifickych primerd pro HDACS,
oTAT1 a GAPDH. Graf ukazuje expresi mRNA HDAC6 a aTAT1 normalizovanou na expresi GAPDH a
vztazenou na expresi v neopusobenych burikach. Data byla ziskana ze tfi nezavislych opakovani, chybové usecky
ukazuji smérodatnou odchylku. Statistickd vyznamnost byla ovéfena pomoci dvouvybérového a parového t-testu,
hladina vyznamnosti byla stanovena na p=0,05 (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).

Vysledky ukazuji, ze plisobeni specifického inhibitoru HDAC6 na bunky 3T6 vede ke zméné
exprese mMRNA HDAC6 a aTATI. Exprese obou gent klesa zhruba na polovinu exprese
v bunikach bez ptidani inhibitoru. Jelikoz klesla exprese mRNA obou enzymt ve stejné mife,
predpokladali jsme, Ze by tato zména neméla mit vliv na celkovou hladinu acetylovaného

o-tubulinu.

Dale nas zajimalo, zda by mohla byt infekce bun¢k 3T6 MPyV ovlivnéna piisobenim inhibitoru
HDAC6 a potazmo zménou hladiny acetylovaného a-tubulinu. Proto byly buniky 3T6
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infikovany MPyV s MOI=5 pfu na bunku, po dalSich 24 hodinach byl pfidan inhibitor tubacin
v 5uM koncentraci a po nasledujicich 16 hodinach (40 hpi) byly buniky lyzovany pomoci RIPA
pufru. Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE, byly pfeneseny na membranu a
detekovany pomoci specifickych protilatek (Obrazek 35a). V nasledujicim grafu jsou vysledky
jednoho pilotniho experimentu, kde byla hladina LT antigenu a proteinu VP1 normalizovana
na hladinu GAPDH a vztaZena na hladinu téchto proteint v infikovanych buiikach bez ptidani

inhibitoru (Obrazek 35b).

a)

(=3
il

kDa ME S

100

LT
40

40

mnozstyi
[wztaieno na neoplsobené bufky)

GAPDH

NK BLT ®VP1 I

Obrazek 35 — Inhibice HDAC6 v pozdni fazi infekce zvySuje expresi proteinu VP1. Bunky byly infikovany
s MOI=5 a 24 hpi byl pfidan tubacin (5pM). Buiky byly sklizeny 40 hpi (16 hodin po pfidani inhibitoru), byly
lyzovany pomoci RIPA pufru a proteiny byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pfeneseny na membranu. Pomoci
specifickych protilatek byly detekovany LT antigen a proteiny VP1 a GAPDH (a). Vysledky exprese proteinu VP1
a LT antigenu byly normalizovany na GAPDH a vztazeny na hladinu téchto proteint v infikovanych bunkach
neopisobenych inhibitorem (b). Vysledky predstavuji data z jednoho pilotniho experimentu.

Data z tohoto experimentu naznacuji, Ze pfidani tubacinu ma pozitivni vliv na expresi virovych
proteind. Zatimco exprese LT se neliSila od neoSetfenych bunék, exprese hlavniho kapsidového

proteinu VP1se zvysila dvakrat.

Dale nas zajimalo, jestli inhibice HDAC6 a tim zvySend acetylace mikrotubulii, bude mit vliv
na efektivitu infekce. Buniky byly infikovany za pfitomnosti inhibitoru (5uM) a 24 hpi byl
detekovan LT antigen nepfimou imunofluorescenci. Byl spocitdn primémy pocet LT
pozitivnich bun¢k z deseti optickych poli pii stejném zvétSeni a vysledek byl vztazen na
kontrolu na pocet pozitivnich bun€k v infikovanych buiikdch neoplisobenych inhibitorem
(Obrazek 36). Vysledky tii nezavislych opakovani ukazaly, ze infekce bunck MPyV vedla
v pfitomnosti tubacinu ke zhruba jeden a ptl krat vy$§imu poctu LT pozitivnich bungk, Ize se

tedy domnivat, Ze efektivita infekce je vyssi.
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Obrazek 36 — Pasobeni tubacinu, specifického inhibitoru HDAC6, vede ke zméné efektivity infekce MPyV. Builky
3T6 byly infikovany MPyV s MOI=5 pfu na buiiku, nésledné byl 1 hpi pfidan inhibitor tubacin (5uM) a buiky
byly fixovany 24 hpi. Byla provedena nepiima imunofluorescence, kdy byl specifickymi protilatkami detekovan
LT antigen. Primérny pocet LT pozitivnich bunék z deseti optickych poli pfi stejném zvétSeni byl vztazen na pocet
LT pozitivnich bunék u infikovanych bun¢k neoptisobenych inhibitorem. Graf ukazuje vysledky ze tfi nezavislych
experimentli, chybové usecky ukazuji smérodatnou odchylku. Statistickd vyznamnost byla ovéfena pomoci
dvouvybérového t-testu, hladina vyznamnosti byla stanovena na p=0,05 (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,
**x* p<0,0001).
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6 Diskuze

6.1 Studium Ulohy posttranslaénich modifikaci minoritnich proteind VP2 a VP3
v Zivotnim cyklu viru

Jiz Gibson v roce 1974 popsal nékolik izoforem minoritnich kapsidovych proteina
pozorovanych pfi elektroforetické separaci virovych kapsid. Néasledné bylo pozorovano, ze pfti
delsi inkubaci infikovanych bunék je vice patrna ,,vrchni* izoforma s niz§i mobilitou u obou
minoritnich proteinti, a bylo navrZeno, ze by to mohlo byt zplsobeno jinym rozlozenim
posttransla¢nich modifikaci v obou izoformach (Friedmann, 1976). Pfedchozi studie provedena
v nasi laboratofi ukazala, Ze po infekci mySich fibroblasti MPyV je v lyzatu infikovanych
bun¢k v ¢ase 36 hpi detekovana pouze ,nizsi“ izoforma s vyS§i mobilitou, nicméné v
Case 48 hpi se zacind objevovat druhy vrchni prouzek. Dale bylo v této praci potvrzeno, ze

izoformy nejsou vysledkem proteolytického Stépeni, nebot’ byly u obou minoritnich proteinti

detekovany intaktni C-konce (Vit, 2010).

Nasledujici prace si kladla dale za cil odhalit posttranslacni modifikace minoritnich proteini
pomoci hmotnostni spektrometrie. Ukézalo se, Zze N-koncovy methionin proteinu VP3 je
odstépen a ndasledujici alanin je (A117 proteinu VP2) acetylovan (Vit, 2010) a Ze izoformy
minoritnich proteint se 1i8i zastoupenim posttranslacni modifikace deamidace asparaginu na

pozici 253 proteinu VP2 (N137 proteinu VP3) (Bilkova, 2014).

Za ucelem potvrzeni tohoto pozorovani a také zkoumdni mozZné role deamidace ve virové
infekci byly vytvoreny substitucni mutanty na této pozici, kdy byl asparagin nahrazen za
kyselinu asparagovou a ji svymi vlastnostmi podobnou kyselinu glutamovou, které simuluji
deamidovanou izoformu proteinti VP2 a VP3 (Bilkova, 2014). Pro studium vyznamu nalezené
N-koncové acetylace proteinu VP3 byla rovnéz vytvorena substitu¢ni mutanta, kdy byl alanin
nahrazen valinem. Valin byl vybran jako aminokyselina podobna alaninu. Ma také podobny
stabiliza¢ni efekt N-koncové aminokyseliny, ale na rozdil od alaninu je frekvence acetylace

valinu mnohem nizs$i (99 % pro alanin, 45 % pro valin) (Bilkova, 2014).

Pilotni experimenty ukazaly moZné rozdily v efektivité infekce mutantnich vird, ale nebylo
mozné potvrdit tvorbu popiipadé neptitomnost dvojitych prouzkli po rozdé€leni lyzath
transfekovanych buné€k na SDS-PAGE pro divoky typ viru a mutantni viry (Bilkova, 2014).
Proto bylo cilem této diplomové prace vyprodukovat virové mutanty transfekci tkanové kultury

a ziskané virové suspenze poté charakterizovat a porovnat z hlediska efektivity infekce.
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Jiz ovéfeni produkce strukturnich proteinii viru po transfekci ligani smési pfineslo zajimavé
vysledky. Pilotni experimenty provedené Evou Bilkovou naznafovaly, ze transfekce
mutantnim genomem A117V (mutant se snizenou acetylaci N-koncové aminokyseliny) nevede
k produkci proteinu VP3. Nase vysledky ale ukazuji, ze protein VP3 je produkovan, byt ve
trochu mensi mife nez je tomu u divokého typu MPyV a ostatnich mutant (Obrazek 23).
Nicméné¢ jsme nebyli schopni pozorovat dvojité prouzky u divokého typu a jasnou absenci
jednoho prouzku u mutantnich vird N253D a N253E, proto byly dalsi pokusy o ovéieni

provedeny separaci virové suspenze.

Deamidace samotna zvysi relativni molekulovou hmotnost proteinu pouze o 0,984 a to by samo
0 sob¢ nestacilo pro tak vyrazny posun izoforem na SDS-PAGE. Piedpokladali jsme, ze zména
naboje zplusobend deamidaci asparagini z kladného na zaporny by mohla byt za tento posun
zodpovédna. Pomoci SDS-PAGE separace virovych suspenzi a nasledné fluorescen¢ni detekce
nebo imunodetekce virovych proteint se ndm podafilo prokazat ptitomnost dvojitych prouzka
pro oba minoritni proteiny u divokého typu a jejich absenci u mutantnich vira N253D a N253E.
Nase vysledky tedy definitivné potvrzuji, Ze se izoformy minoritnich proteinil projevujici se
jako dvojité prouzky na SDS-PAGE lisi deamidaci asparaginu na pozici 253 proteinu VP2 a
137 proteinu VP3.

Dale nas zajimalo, jestli mutace asparaginu 253 bude mit vliv na efektivitu infekce. Pro ucely
srovnani mutantnich vird s divokym typem MPyV byly provedeny tii nezavislé virové izolace,
dvé z bunécéné kultury transfekované liga¢ni smési a jedna pfimou infekci mutantnimi viry

z druhé izolace. Ve vSech tiech izolacich jsme byli schopni ziskat virové Castice.

Pilotni experimenty efektivity infekce virovych mutant provedené Evou Bilkovou neukazaly
velké rozdily mezi mutantnimi viry N253D, N253E a divokym typem MPyV. Nase
experimenty ukazuji, ze mutantni virus N253D je skutecné svou efektivitou infekce velmi
podobny divokému typu viru. Asparagin je zde substituovan za kyselinu asparagovou, a tato
zaména ma simulovat deamidovanou izoformu minoritnich proteinfi. Velmi zajimava je ale
zhruba tfikrat vyssi efektivita infekce mutantniho viru N253E (asparagin nahrazen kyselinou
glutamovou) v porovnani s divokym typem MPyV. JelikoZ se mutantni viry N253D a N253E
mezi sebou vtomto lisi, nemiizeme pfisoudit zmeénu v efektivité¢ infekce posttranslacni

modifikaci deamidaci, roli bude hrat pravdépodobn¢ samotna aminokyselina na této pozici.

Deamidace je posttranslacni modifikace, kdy dochézi k odstépeni amidové skupiny, ktera je
nahrazena karboxylem. Byva spojovana zejména se znaCenim starych proteinti pro degradaci

(shrnuto v Lindner a Helliger, 2001), ale byla pozorovéna i i€ast na regulaci biologické role
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proteinti (Mastrangeli et al., 2016). V eukaryotickych buiikdch dochéazi k této modifikaci
samovoln¢ a asparagin je konvertovan na asparagovou a isoasparagovou kyselinu v poméru
zhruba 3:7, piicemZ isoasparagova kyselina je dale konvertovana na asparagovou kyselinu
pomoci enzymu protein L-isoaspartyl O-methyltransferaza (Johnson et al., 1987). Analyza
pomoci hmotnostni spektrometrie ukézala, ze se v izoformach snizsi elektroforetickou
mobilitou obou minoritnich proteind nachazi témet vyhradné isoasparagova kyselina (Bilkova,
2014). Tento fakt nebyl nikdy vysvétlen a je otazkou, jak je dosazeno tak vysokého zastoupeni
kyseliny isoasparagové. Minoritni proteiny obsahujici tuto aminokyselinu by mohly byt
napiiklad inkorporovany do virionl preferencné ze sterickych divodui, tim padem by diky
zabaleni do kapsidy nemusely byt dostupné pro protein L-isoaspartyl O-methyltransferazu.
Otazkou zlstava, zda je mozné z hlediska porovnani efektivity infekce povazovat kyselinu
asparagovou a isoasparagovou za identické a vztahovat tak skute¢nosti zjisténé pro mutantni

virus N253D na pfirozen¢ deamidovanou izoformu minoritnich proteint.

vvvvvv

A117V je neinfekéni. Pozorovany fenotyp se velmi podobd fenotypu mutantniho MPyV
neobsahujicitho VP3, ktery byl popsan dfive (Mannova et al., 2002), i kdyZ jsme u tohoto viru
byli schopni potvrdit pfitomnost proteinu VP3 ve virové suspenzi. Jelikoz transfekce
mutovanym virovym genomem dala vzniknout virovému potomstvu obsahujicimu jak prazdné
¢astice, tak viriony obsahujici genom MPyV, lze pfedpokladat, ze pozdni faze infekce a tedy
produkce virovych ¢astic neni do velké miry ovlivnéna. Tyto virové Castice ale jiz ziejmé
nejsou schopny dorucit virovy genom do jadra, coZ potvrzuje fakt, Ze jsme nepozorovali expresi

¢asnych genil v Case 24 hpi.

Pokud se podivame na SDS-PAGE separace transfekované bunééné kultury ¢i virové suspenze
mutantnich vird divokého typu MPyV, mliZeme si povSimnout urcité nekonzistence mezi
pomérnym zastoupenim proteinit VP2 a VP3 vii¢i sob¢. Zatimco u divokého typu MPyV a obou
mutantnich vird N253D a N253E ptevazuje pfitomnost proteinu VP3 nad proteinem VP2, u
mutantniho viru A117V se to zda byt naopak a siln€jsi prouzek je pozorovan pro protein VP2.
JelikoZ pozorujeme podobné poméry minoritnich proteint i u separované virové suspenze, lze
predpokladat, Ze toto rozlozeni reflektuje zastoupeni minoritnich proteinii viici sobé ve
virovych ¢asticich. Proces skladani virionti je pravdépodobné nahodny a 1ze tedy pfedpokladat,
ze 1 mala zména v poméru syntézy minoritnich proteini by mohla zpiisobit tvorbu ¢astic s jejich
jinym zastoupenim. Je mozné, Ze napiiklad pouze viriony se spravnym poméerem minoritnich

proteinli v kapsid¢ jsou infekéni.
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Jak jiz bylo zminéno, alanin je v eukaryotickych buiikach acetylovan s frekvenci zhruba 99 %,
valin s frekvenci 45 %. Zda se tedy pon¢kud nepravdépodobné, ze by sniZeni acetylace na
polovinu bylo zodpovédné za tak velkou zménu v efektivit¢ infekce virového potomstva.
Analyza sekvenci minoritnich proteinti sekvenéné podobnych minoritnim proteiniim MPyV
ukézala, Ze alanin na pozici odpovidajici 117 proteinu VP2 MPyV je velmi konzervovany pro
polyomaviry, které vtomto misté¢ koduji pocatek proteinu VP3, coz souhlasi s diive
publikovanymi daty (Schowalter a Buck, 2013). Je tedy tézké fici, zda je ndmi pozorovany

fenotyp zplisoben snizenim acetylace na této pozici nebo zdménou aminokyseliny.

N-koncova acetylace je velmi bézna posttranslacni modifikace proteinti v eukaryotickych
bunkach a existuji domnénky, Ze by mohla byt spojena jak se stabilizaci proteini tak i jejich
cilenim k degradaci. Vliv acetylace na biologické funkce proteint byl extenzivné studovan, jeji
role byla dokumentovdana v modulaci funkce a aktivity proteind, stabilizaci flexibilnich
N-koncti proteinti a byl dokonce popsan i jeji vyznam pro cileni proteind do riznych bunéénych
kompartmenti (shrnuto v Dorfel a Lyon, 2015). Nékteré z téchto dosud popsanych funkei by
se mohly uplatiiovat i u acetylovaného proteinu VP3. Vzhledem k tomu, Ze jsme pozorovali
zménu v hladiné produkce a pfitomnosti proteinu VP3 ve virové suspenzi mutantniho viru
A117V, je mozné spekulovat o potencidlni stabiliza¢ni roli acetylace na této pozici pro protein

VP3.

At uz jsou tedy rozdily v efektivité infekce u mutantnich vird N253E a A117V zpisobené
pfitomnosti ¢i nepfitomnosti posttranslaéni modifikace nebo konkrétni aminokyselinou na
téchto pozicich, je fada moznych okamzika v zivotnim cyklu MPyV, kde by tyto zmény mohly
hrat roli. Ani jedna z mutovanych pozic se sice nenachazi v pfedpovézenych hydrofobnich
doménach minoritnich proteind (pozice 117 se nachdzi tésné pred zatatkem druhé hydrofobni
domény, 253 nékolik desitek aminokyselin pfed tfeti hydrofobni doménou) (Huérfano et al.,
2017), nelze nicméné vyloucit, Ze i aminokyseliny mimo tyto oblasti mohou mit vliv na funkci
téchto domén a meénit tak schopnost viru translokovat z endoplasmatického retikula. Pro velkou
¢ast minoritnich proteinl, kromé& C-koncového a-helixu, nebyla pfedpovézena sekundarni
struktura a tato Cast se zda tedy byt do velké miry nestrukturovanéd (Chen et al., 1998). Je tedy
mozné, ze prave tato ¢ast je po rozvolnéni virionu v endoplasmatickém retikulu rozeznavéana
ERAD drahou jako nesbaleny protein a je tak umoznén vystup z endoplasmatického retikula.
Posttranslacni modifikace ¢i zaména aminokyseliny by mohla zménit uspotradani této
nestrukturované oblasti a opét ovlivnit schopnost virionu translokovat z endoplasmatického

retikula do cytoplasmy. Déle by také tyto substituce mohly zménit povrchové epitopy virionu
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a mohla by tak byt ovlivnéna vazba na receptor a nasledny vstup do buniky (Krauzewicz et al.,
1990; Mannova et al., 2002). To by mohlo vést k rozdilnému cileni viriontl v rdmci buiiky a
ovlivnit tak, zda bude preferovana produktivni nebo neproduktivni cesta po vstupu do buiky

(Krauzewicz et al., 2000).

Pro dalsi uptesnéni nasich vysledku a zjisténi, které ¢asti Zivotniho cyklu MPyV jsou ovlivnény
témito substitucemi, bude potieba dalSich experimentti. Zajimavé by bylo zejména zjistit jaka
je exprese jak Casnych tak i pozdnich genli v pozdéjSich casech nez 24 hpi a zda naptiklad
pozorovana témer nulova exprese Casnych antigenti v pfipadé mutantniho viru A117V neni
dana pouze zpozdénim v dopravé virového genomu do jadra vici divokému typu. Pokud se
virovy genom nedostava do jadra ani v pozdéjSich Casech, bylo by vhodné se zaméfit na
pozorovani kolokalizace mutantniho viru s bunéénymi kompartmenty po infekci a zjistit tak,
zda neni naptiklad po vstupu virus cilen do neproduktivni dréhy infekce. Vhodné by déle také
bylo provést analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie a ovéfit tak pfitomnost ¢i nepfitomnost

(poptipadé i procentudlni zastoupeni) acetylace na N-koncovém valinu.

6.2 Vliv acetylace mikrotubull na pribéh infekce MPyV

Acetylované mikrotubuly jsou jiz né€kolik let intenzivné studovany v souvislosti s virovou
infekci zejména u viru chiipky, HIV a herpesvirti (shrnuto v Zheng et al., 2017). V nasi
laboratofi bylo neddvno pozorovano, Ze v pozdni fazi infekce MPyV dochazi k narGstu
acetylace mikrotubult vlivem masivni exprese kapsidového proteinu VP1 (Hornikova et al.,
2017). Na toto zjisténi navazujeme v této diplomové praci. Ukazali jsme, Ze k nartstu hladiny
acetylovanych mikrotubuli dochézi jiz v ¢ase 24 hpi a Ze se acetylace mikrotubull stabilné

zvysuje. To koresponduje s expresi proteinu VP1, ktera za¢ina 18—20 hpi (Chen a Fluck, 2001).

Dale nas zajimalo, jestli je tento narlst zpisoben zménou exprese enzymil odpovédnych za
acetylaci mikrotubul nebo zménou jejich aktivity. Bohuzel jsme ale neméli k dispozici
specifické protilatky proti témto enzymlm, proto jsme se v dalSich experimentech zaméfili na
zkoumani zmén exprese mRNA pro enzymy acetylujici a deacetylujici a-tubulin, tedy aTAT1
a HDACG. I kdyz se acetylaci mikrotubulli béhem virovych infekei zabyva cela fada studii
(Zhang et al., 2017; Zhong et al., 2014), nebyla doposud publikovana préce, kterd by se
zabyvala zménami exprese téchto enzymu. Z naSich dat vyplyva, Ze exprese mRNA aTAT1
ani HDACS6 se v priibéhu infekce MPyV neméni. Velmi malé rozdily v pribéhu infekce, které

jsme v naSich experimentech pozorovali, nejsou sami o sob& postaCujici pro vysvétleni
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pozorovaného rustu acetylace mikrotubuld, a proto je velmi pravdépodobné, ze dochézi spise

k ovlivnéni aktivity enzymi, nez ke zménam jejich exprese.

Vzhledem k tomu, ze béhem infekce dochazi k nartstu acetylace mikrotubuldi, zajimalo nas,
jestli je tento jev dulezity pro prabéh virové infekce. Rozhodli jsme se pouzit tubacin,
specificky inhibitor tubulin deacetylacni aktivity HDAC6 (Haggarty et al., 2003), ke zkoumani
vlivu zvysené acetylace mikrotubuld na efektivitu infekce MPyV. Nase experimenty ukazuji,
ze inhibice tubulin deacetyla¢ni aktivity HDAC6 a nasledné zvyseni acetylace mikrotubulti ma
pozitivni vliv na infekci MPyV. Pfidani inhibitoru v Case infekce vedlo ke zvySeni poctu bunék
exprimujicich ¢asny virovy protein, LT antigen, tedy ke zvySeni poctu bunék, ve kterych byl
v daném case virovy genom uspeé$né dopraven do jadra. Pilotni experiment, kdy byl tubacin
pfidan az 24 hpi, neukdzal Zadny rozdil v expresi ¢asnych genli mezi buitkami oplisobenymi a
neopusobenymi inhibitorem, nicméné jsme pozorovali zhruba dvojnasobny narist hladiny
strukturniho proteinu VP1. Ptekvapivé jsme také pozorovali, Ze pliisobeni tubacinu snizilo
expresi mMRNA pro aTAT1 i HDAC6 zhruba na polovinu hodnoty v neoptisobenych buiikach.
Jelikoz se ale exprese obou genu snizila velmi podobné, nemél by tento fakt mit vliv na
celkovou hladinu acetylace mikrotubulti. Tato data dohromady ukazuji, Ze inhibice
deacetylacni aktivity HDAC6 ma ziejmé pozitivni vliv na asnou 1 pozdni fazi infekce MPyV.
Otazkou ale ziistava, jestli je pro infekci dilleZita acetylace mikrotubulil, nebo jind deacetylacni

aktivita enzymu HDAC6.

Od svého objeveni, jako hlavni deacetyla¢ni enzym tubulinu (Hubbert et al., 2002), je HDAC6
spole¢né s acetylaci mikrotubulll intenzivné studovana pro svou roli ve virové infekci. Jejich
spolecny vyznam ve virové infekci byl pozorovan snad ve vSech fazich Zivotnich cykld vird,
acetylace mikrotubulti mtize hrat roli uz pii vstupu do bunky (Valenzuela-Fernandez et al.,
2005), pti pohybu viriont bunikou do mista jejich replikace (Cao et al., 2014; Sabo et al., 2013)
a pti dopravé virovych komponent na misto skladani novych virovych ¢astic a jejich vypusténi
z buiiky (Husain a Cheung, 2014). Témét ve vSech piipadech bylo pozorovano, Ze zvySeni
acetylace mikrotubulll je provazeno lepsi efektivitou infekce, naopak nadprodukce HDAC6
meéla protektivni U€inek pfed infekci bunck viry (Zhang et al, 2017). HDAC6 mize
deacetylovat celou fadu proteini a nelze zatim s urcitosti fici, zda samotné acetylované
mikrotubuly jsou pro virovou infekci vyhodné nebo je to pouze vedlejsi efekt a virus vyuziva i

jinych funkci HDACS.

Role HDACG6 ve virové infekci byla taktéZ popsana v bunécné odpoveédi viici virové infekei.

HDACS6 se ucastni aktivace transkripce interferont I. tfidy (Zhu et al., 2011), detekce cizich
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nukleovych kyselin v buiice (jeji role v detekci cizorodé DNA nebyla zatim popséana) (Choi et
al., 2016), v adaptivni imunitni odpovédi (Lazaro et al., 2011; Nuiez-Andrade et al., 2016), pii

rozvoji zanétu (Youn et al., 2015) a chronického onemocnéni (Miura et al., 2008).

HDACS6 je schopna kromé tubulinu deacetylovat celou fadu dalSich proteinti, mimo jiné i
molekularni chaperony (shrnuto v Zheng et al., 2017). Chaperony pomahaji proteinim
dosadhnout spravné konformace a dopravit je na spravné misto v bunce, aby zde mohly
vykonavat své funkce. Béhem pozdni faze infekce je produkovéano velké mnozstvi virovych
strukturnich proteinii a na jejich spravném slozeni ve spravny Cas zalezi, zda bude vytvoren
dostatek kvalitniho virového potomstva obsahujici virovy genom. Proto je logické, Ze se viry

naucili tuto masinerii vyuzivat.

HDACG6 deacetyluje jedny z nejvice zastoupenych chaperonit Hsp90 (Kovacs et al., 2005) a
Hsp70 (Zhang et al., 2015) a tim je aktivuje pro vykondvani jejich chaperonové aktivity za
spotteby ATP (shrnuto v Glozak et al., 2005). Bylo popsano, Ze chaperon Hsp90 se ucastni
napiiklad dopravy virovych komponent do jadra pfi infekci virem chiipky (Panella et al., 2016)
a jeho role byla pozorovana i u dal$ich virh (shrnuto v Geller et al., 2012). Tyto chaperony se
také ucastni Zivotniho cyklu mySiho polyomaviru. Hsp70 interaguje s kapsomerami
produkovanymi v cytoplasmé v pozdni fazi infekce, pravdépodobné zabranuje jejich
pred¢asnému slozeni a dopravuje je do jadra, kde teprve dochazi k jejich slozeni do virové
kapsidy (Chromy et al., 2003). Hsp70 se pravdépodobné také ucastni rozvolnéni kapsidy
v cytoplasmé pifi pohybu buiikou k jadru (Chromy et al., 2006). Pohybu virové kapsidy MPyV
k jadru by se mohl tc¢astnit i Hsp90, jako to bylo popsano napiiklad u viru hepatitidy E (Zheng
et al., 2010).

Virové T antigeny obsahuji DnaJ doménu (Campbell et al., 1997), ktera tvoii konzervovany
motiv pro vazbu chaperont jinymi chaperony. Tato doména byla nedavno identifikovana jako
jeden z hlavnich cilti deacetyla¢ni aktivity HDAC6 (Zhang et al., 2015). U viru SV40 byla
pozorovana asociace LT antigenu s chaperonem Hsp90 a tato asociace by mohla hrat roli pfi
replikaci virového genomu (Miyata a Yahara, 2000). U SV40 byl dale pozorovan LT antigen
v komplexech s chaperonem Hsp70 a hlavnim kapsidovym proteinem VP1 (Li et al., 2009).
Bylo také pozorovano, Ze infekce MPyV vede ke zvyseni exprese Hsp90 a Hsp70 (Khandjian
a Tiirler, 1983).

Z téchto pozorovani vyplyva, ze infekce MPyV do velké miry vyuzivda molekuldrnich
chaperont a Ize predpokladat, Ze jsou v pribéhu infekce masivné rekrutovany do mist, kde je

jejich funkce vyzadovéana virem. Pro vykonavani jejich funkce je potfeba chaperony aktivovat
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a to pravé deacetylaci. Je tedy mozné, ze infekce MPyV zplsobi, Ze deacetyla¢ni aktivita
HDACS6 je najednou vyzadovana pro aktivaci velkého mnozstvi molekularnich chaperonti a
potencialné 1 LT antigenu. Jelikoz se exprese mRNA pro HDAC6 neméni, je mozné, zZe
mikrotubuly po infekci builky MPyV kompetuji o deacetylacni aktivitu HDAC6
s molekuldrnimi chaperony, coz by vysvétlovalo narlst acetylace mikrotubuld jiz v Casnych
fazich infekce. Dale je mozné, Ze v pozdni fazi infekce protein VP1 rekrutuje na mikrotubuly
nov¢ syntetizované chaperony, které je potfeba deacetylovat a HDACS6, ktera se nachazi
v blizkosti mikrotubuli je deacetyluje a tim dochazi k jest¢ vétSimu narGstu acetylace

mikrotubuld zejména v oblastech komplexti VP1 a Hsp90.

Podobna strategie byla popsana u viru chiipky. Bylo pozorovano, ze dokaze vyuzit role HDAC6
ve tvorbe agrezomu, rekrutuje ji k mistu uniku kapsid z endozomu a vyuziva jeji schopnosti
vazat ubikvitin pro rozvolnéni své kapsidy (Banerjee et al., 2014). ZvySena hladina acetylace
mikrotubuld béhem infekce virem chiipky byla pozorovana diive (Husain a Cheung, 2014). Je
mozné, ze pravé rekrutovani velkého mnozstvi HDAC6 muze zpusobit lokalni nedostatek

enzymu vedouci ke zvySeni acetylace mikrotubulii.

Pro naSe experimenty jsme pouzili tubacin, ktery specificky inhibuje tubulin deacetylacni
aktivitu HDAC6 (Haggarty et al., 2003), ale jeji aktivita vaci dalSim cilim by méla byt
zachovana a i v pfitomnosti inhibitoru by tedy mélo dochazet k deacetylaci chaperonti. I piesto
by bylo dale vhodné nasi teorii ovéfit, naptiklad pouZzitim jiného inhibitoru HDAC6, ktery neni
specificky pouze pro tubulin deacetylacni aktivitu. Také infekce MPyV buné&k neexprimujicich

HDACG6 by méla za takového predpokladu vést k poklesu efektivity infekce.

Zatimco u vétSiny virQ, véetné MPyV, se jevi zvySeni exprese HDAC6 jako dobré potencialni
antivirova terapie, objevuji se i1 piipady, kdy naopak inhibice deacetylac¢ni aktivity ma
protektivni Uc¢inky, coZ do znané miry komplikuje vyuZiti této strategie jako univerzalni
antivirové terapie. Zda se tedy, Ze i1 z ditvodu riznorodosti cilovych proteint HDAC6 by bylo
lepSi se zaméfit spiSe na dal$i proteiny, kter¢ HDAC6 b&hem virové infekce ovliviiuje a

inhibovat tak konkrétni efektory (shrnuto v Zheng et al., 2017).
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7 Souhrn

Tato diplomova prace byla rozdélena do dvou casti s oddélenymi cili. Nasleduje shrnuti

naplnéni jednotlivych cili této diplomové prace:

e Virova inokula mutantnich vira N253D, N253E a A117V a divokého typu MPyV
byla pripravena celkem tfikrat (A117V pouze dvakrat) z bunééné kultury NIH
3T3 transfekované ligacni smési mutovanych genomi nebo plasmidem pMJG
nebo infikované virovymi suspenzemi ziskanymi ve druhé izolaci.

e Byli jsme schopni pozorovat absenci dvojitych prouzki minoritnich proteini u
mutantnich virii N253D a N253E a jejich pritomnost u divokého typu MPyV pri
separaci pomoci SDS-PAGE a prokazali jsme tedy, Ze deamidace je pri¢inou
pozorovanych dvojitych prouzki.

o [Efektivita infekce mutantniho viru N253D je velmi podobna divokému typu viru.
Mutantni virus N2D3E se zda mit zhruba tfikrat vyssi efektivitu infekce a A117V
je témér neinfek¢ni.

e Acetylace mikrotubulii po infekci bunék 3T6 MPyV s malymi vykyvy stabilné
roste, a to jak v ¢asné tak pozdni fazi infekce.

e Exprese mRNA pro aTAT1 a HDAC6 se béhem infekce MPyV v buiikach 3T6
neméni.

e Indukce acetylace mikrotubuli ma pozitivni vliv jak na ¢asnou tak pozdni fazi

infekce MPyV.
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