Svoluji k zapijceni své diplomové prace ke studijnim ucelim a prosim, aby byla
vedena presnd evidence vypujcovatelii. Prevzaté udaje je vypujCovatel povinen

fadné ocitovat.



UNIVERZITA KARLOVA

PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA GENETIKY A MIKROBIOLOGIE

DIPLOMOVA PRACE

Studium polyomaviru: Priprava a
charakterizace virovych izolati a studium role
bunééného cytoskeletu v pohybu polyomaviru

od cytoplazmy k bunéénému jadru.

Irena Moserova

Praha 2007



Vedouci diplomové prace: Doc. RNDr. Jitka Forstova, CSs.

Prohlasuji, Ze jsem préci vypracovala samostatnég, jen s pouZitim citované literatury

a pod vedenim vedouci diplomové prace.

Tty hwtnd

Irena Moserova



Dékuji Doc. RNDr. Jitce Forstové, CSc. za neocenitelnou pomoc, rady a
pfipominky, které mi poskytovala b€hem vypracovani této diplomové prace.

Dékuji RNDr. Jifiné Hanové, CSc. za pomoc a rady pfi praci s tkanovymi kulturami.
Dékuji RNDr. Jitce Stokrové, CSc. a Vojtéchu Zilovi za zhotoveni
elektronmikroskopickych snimki prezentovanych v této diplomové praci.

Dékuji vSem studentim a pracovniktim z laboratoti 006 a 004 za veskerou pomoc a
vytvoteni pfijemného pracovniho prostredi.

Dékuji své rodiné za podporu a vytvofeni pevného zazemi, které mi umoznilo
neruSené studovat a za trpélivost béhem psani diplomové prace.



Study of polyomavirus: Preparation and characterisation of virus isolates and studies

of the role of cellular cytoskeleton in virus trafficking to the cell nucleus.

ABSTRACT:

The mouse polyomavirus (MPyV) is a small tumorogenic DNA virus. Its genome
encodes six gene products, three early antigens (large, middle and small T antigen)
and three structural proteins (major capsid protcin VP1 and minor capsid proteins
VP2 and VP3). We have identified the nucleotide sequence of regulatory region of
mouse polyomavirus strain P16 and compared this sequence with the published
sequence of MPyV strain A2. In the regulatory region of strain P16, various
mutations were found, the 44 nt long insertion in enhancer region, which plays an
important role in regulation of transcription and replication, 1 nt deletion, 1 nt
insertion, and 7 nucleotide long substitution. We have identified several cellular
factors (PEA3, PEA1, PEA2, EF-C, PEB1) that bind to the polyomavirus enhancers.
In this work we studied the endocytic transport of MPyV. It is known, that the
disruption of microtubules by nocodazole trcatment reversibly inhibits viral
infection (80% inhibition). Although the intact tubulin is necessary for virion
delivery into the nucleus, when microtubules were disrupted in our experiments,
some virions were still delivered into the perinuclear area. In the presence of actin
disrupting drugs (cytochalazin D and latrunculin A) we observed stronger signal of
MPyV 3 hours p.i. in the cytoplasm in comparison to mock-treated cells. Disruption
of actin microfilaments influences the stability of microtubules. We were also
interested in determination of the cell compartment into which the virus localises in
the presence of cytoskeletar drugs. In the prescnce of nocodazole, we observed
partial colocalisation of VP1 protein with caveolin-1.

We have observed partial colocalisation VP1 protein with caveolin-1 and in the
presence of nocodazole.

In the last part the construction of recombinant baculovirus for expression of VP1

and VP3 proteins of human BK polyomavirus was prepared.

Key words: polyomavirus, regulatory region, virus trafficking, microtubules, actin
microfilaments, recombinant baculovirus

Kli¢ova slova: polyomavirus, regulaéni oblast, pohyb virionti, mikrotubuly, aktinova
mikrofilamenta, rekombinantni bakulovirus
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1. UOVOD
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Polyomaviry jsou malé DNA viry rozSifené u savcti po celém svété, jsou dobie
adaptované na hostitelsky organizmus. Je pravdépodobné, Ze v pribéhu doby
dochazelo ke koevoluci mezi polyomaviry a jejich hostiteli.

Polyomaviry jsou dulezitym modelovym organizmem. Od svého objeveni v roce
1953 jsou intenzivné studovany, pocéate¢ni studium se zabyvalo onkogennim
potencialem téchto vird. Tyto studie pfispély k porozuméni onkogeni a tumor-
supresorovych gent, vedly k identifikaci nadorového supresorového proteinu p53.
Pomohly také objasnit vliv virl na regulaci bunéného cyklu. Polyomaviry,
vzhledem k jejich malé velikosti byly prvnimi Zivo¢isnymi viry, u kterych byla
stanovena sekvence celého genomu. K hlavnim objevim ucinénym diky
polyomavirim patfi napiiklad struktura nadSroubovice DNA, identifikace
eukaryotnich pocatka replikace, objev alternativniho sestfihu, ziskani poznatkl o
fungovani regulace transkripce a identifikace jaderného lokaliza¢niho signalu.

V nasi laboratofi se zabyvame studiem mechanizmu jednotlivych kroku infekce
myS$im polyomavirem. Déle studiem endocytické drdhy vyuzZivané timto virem pfi
jeho cest¢ od plazmatické membrany k bunéénému jadru. Tento transport je

realizovan riznymi bunéénymi kompartmenty, k jejichZ pohybu slouzi cytoskelet.
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2. LITERARNI PREHLED

13



2.1 Klasifikace polyomaviri

Polyomaviry tvoti Celed’ Polyomaviridae. Plivodné byly polyomaviry klasifikovany
jako podéeled’ Polyomavirinae a spolu s pod¢eledi Papillomavirinae tvorily Celed’
Papovaviridae. Nazev celedi byl tvofen pocateCnimi pismeny skupin vird
zahrnutych do této Celedi: krali¢i papillomavirus (PA), polyomavirus (PO), virus SV
40 plvodné nazyvany vakualizujici virus (VA). Polyomaviry se lisi od
papillomavirti velikosti kapsidy (primeér 45 nm oproti 55 nm) i velikosti genomu (5
kbp oproti 8 kbp). Po prozkoumani jejich zptisobu replikace byly papillomaviry a
polyomaviry zafazeny do samostatnych celedi.

V soucasné dobé je znamo vice nez 10 zastupcl polyomavird, které infikuji rizné
druhy zivocichi, v€etné ptakua, hlodaved, kralika a primati. Mezi nejvice studované
patii mysi polyomavirus (MPyV), virus SV40 a lidské polyomaviry — BK virus a JC
virus. MPyV byl objeven vroce 1953 jako agens odpovédné za vznik nadort
slinnych Zlaz u mys$i. Pojmenovan byl na zdklad€¢ schopnosti vyvolavat naddory na
riznych mistech (poly = fecky mnoho, oma = tfecky nédor) (GROSS, 1953). Virus
SV40 byl objeven v 60. letech 20. stoleti, jako kontaminace tkanové kultury
ledvinovych bun€k (Makkak rhesus), ktera se pouZivala pro produkci poliovirovych
vakcin (EDDY et al., 1962). Lidské polyomaviry BKV a JCV byly objeveny v roce
1971, infikuji ¢loveéka v détstvi a jsou pritomny kosmopolitné v celé lidské populaci.
BKV byl izolovan zmodi pacienti vystavenych imunosupresivni 1é¢bé po
transplantaci ledvin (GARDNER et al., 1971) a JCV zmozkové tkan¢ pacienta
s progresivni multifokalni leukoencephalopatii (PADGETT et al., 1971).

2.2 Biologické vlastnosti polyomaviri

Polyomaviry jsou schopné infikovat Siroké spektrum sav¢ich bungk, infekce muize
probéhnout bud’ produktivné nebo neproduktivné. Pfi infekci permisivnich bunék,
napf. mySich bun€k, mySim polyomavirem dochazi k produktivni (lytické) infekei,
pti které se virus v bunkiach pomnozi a buikky v koneéné fazi infekce lyzuji.
V nepermisivnich bunkach, napt. v buiikach kieka infikovanych polyomavirem,
dochazi k neproduktivni (abortivni) infekci, béhem které polyomavirus nemize
dokoncit svij replikac¢ni cyklus. Pfi neproduktivni infekci je mozné v burikach

detekovat expresi ¢asnych antigeni, ktera mtize vést k transformaci buriky.
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2.3 Mysi polyomavirus (MPyV)

2.3.1 Kmeny mysiho polyomaviru

Existuje n€kolik kmenii mysiho polyomaviru: A2, A3, P16, ,,Crawford small-
plaque®, Kilham, BG a dalsi. Kompletni nukleotidova sekvence neni znama u
kmenu Kilham. Kmeny mysiho polyomaviru mizeme rozdélit do dvou skupin podle
toho, jaké vytvafeji plaky. Do prvni skupiny patfi kmeny, které vytvareji velké
plaky (LP = large plaques). Tyto kmeny maji v 91. pozici VP1 proteinu kyselinu
glutamovou. Kmeny vytvarejici malé plaky (SP = small plaques) maji v 91. pozici
glycin. Nejznaméjsi zastupci LP jsou A2 a A3, do skupiny SP se fadi napf.
,,Crawford small-plaque®, ktery je podobny viru P16. LP kmeny pfispivaji ke vzniku
nadori s veétsi frekvenci nez SP kmeny (FREUND et al., 1991).

2.3.2 Struktura virionu

Viriony polyomavirli jsou neobalené, maji ikosahedralni symetrii a primér 45 nm.
Kapsida mys$iho polyomaviru (PyV) je tvofena tfemi strukturnimi proteiny VPI,
VP2 a VP3. Uvnitt kapsidy se nachazi ,,nucleocore* tvofené genomem polyomaviru
asociovanym s buné¢nymi histony H2A, H2B, H3 a H4 (chybi H1) a VP1 proteinem
(COLE, 1996). Polyomavirova kapsida obsahuje 360 molekul hlavniho kapsidového
proteinu VPI1, ktery je uspofddany do 72 pentamernich kapsomer. V kazdé se
nachazi jedna molekula proteinu VP2 nebo VP3 (LIDDINGTON et al., 1991). Pti
izolaci viru miZeme ziskat tfi druhy virovych ¢&astic: 1) Infekéni virové castice
obsahuji molekulu DNA asociovanou s bunéénymi histony, tento komplex je
nazyvan virovy minichromozom. Histon H1 se podili na formovani
minichromozomu (VARSHAVSKY et al., 1976), ale béhem morfogeneze virioni je
patrné vytésnén. 2) Prazdné kapsidy tvofeny pouze tfemi kapsidovymi proteiny
VP1, VP2 a VP3. 3) Pseudoviriony obsahujici fragmenty enkapsidované bunécné
DNA o primérné délce 2-2,5 kbp (YELTON a APOSHIAN, 1972). Pokud je virus
pasdZzovan s vysokou multiplicitou, dochdzi k vyskytu virioni s defektnimi
genomy, ve kterych se nachazeji delece, duplikace nebo piestavby. Tyto defektni
genomy mohou byt také enkapsidovany, pokud je splnén velikostni limit nutny pro

enkapsidaci.
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Obr. 2.1: Struktura virionu mysiho polyomaviru.

A - Schématické znazormnéni kapsidy tvofené pentamerami proteinu VP1. Modfe jsou
znazormneény pentavalentni a bile hexavalentni pentamery (pfevzato z SALUNKE et al,
1986).

B — Znazornéni struktury pentameru VP1 s proteinem VP2 v centralni dutiné. PferuSované
je vyznacena unikatni N-koncova ¢ast proteinu VP2 N- a C- konec proteinu sméiuje
dovnitt virionu. (ptevzato z CHEN ez al., 1998).

2.3.3 Organizace genomu

Genom mysiho polyomaviru je tvofen kruhovou ds DNA o velikosti 5295 bp
(COLE, 1996) a Ize ho rozdélit na ¢asnou, pozdni a regula¢ni oblast. Casna oblast
genomu je exprimovana v ¢asnych fazich infekce a pokracuje 1 v pozdnich stadiich.
Pozdni oblast genomu je exprimovana az po zahdjeni replikace virového genomu, i
kdyz nizka hladina exprese je pritomna i v ¢asnych fazich infekce. Transkripce bézi
mRNA jsou transkribovany z opaénych fetézcii.

Casna oblast genomu koéduje T (tumor) antigeny, velky (LT), stfedni (MT) a maly
(ST) T antigen. Casné mRNA kédujici T antigeny jsou produkovany alternativnim
sestithem ze spole¢né pre-mRNA. Vsechny tfi T antigeny maji spolenou N-
koncovou sekvenci a odlisnou C-koncovou oblast.

Pozdni oblast genomu koduje ti1 kapsidové proteiny — VP1, VP2 a VP3. Pozdni
mRNA vznikaji opét alternativnim sestfihem ze spoleéné pre-mRNA. Sekvence
minoritnich kapsidovych proteini VP2 a VP3 se pfekryva, cela sekvence VP3 je

obsazena v C-koncové ¢asti proteinu VP2, oba geny jsou ¢teny ve stejném Ctecim
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ramci. Oblast kédujici N-konec VP1 se piekryva s C-koncovou oblasti VP2 a VP3.
Translace VP1 probiha ale z jiného ¢teciho ramce nez VP2 a VP3 (COLE, 1996).

EcoR]
(1562)

Obr. 2.2: Mapa genomu my$iho polyomaviru. Oblasti kddujici virové proteiny jsou
vyznadéeny barevné (ptevzato z COLE, 1996).

4975 65055 5135 6215 6295/0 80 160 bp
L 1 1 i 1 1 1 i 1 1 1 1 1
Late mRNAs Earty mRNAs
[RTEY Tl | TATAl T
T-ag Binding Region
Enhancer Reglon 2 1 9 A 9 Bog c
o e (L (98] (Fe]
ori & [aux2a]—{ aux2p | —— core [ aux-1
. 1 N
Ori-Core Domains > I ORE P'u;
Origin of Bidrectional Replication > ’ff‘

Obr. 2.3: Regula¢ni oblast MPyV DNA. Ukazany jsou ,core” pocatku replikace DNA,
umisténi auxilialnich sekvenci (aux), které jsou pozadovany pro Géinnou replikaci. Tyto
oblasti se prekryvaji se sekvencemt enhanceru (o, ). V oblasti ,.core” pocatku replikace se
nachazeji oblasti obsahujici sekvence bohaté na TA, palindromaticka oblast, ktera slouzi
jako ,,origin recognition element“ (ORE), a oblast bohata na puriny a pyrimidiny, kde je
iniciovana replikace DNA. Vazebné oblasti LT antigenu oznaduji plné Sipky. Dale jsou
znazornéna mista iniciace ¢asné 1 pozdni transkripce (pfevzato z COLE a CONZEN 2001).
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Regula¢ni oblast se nachazi mezi ¢asnou a pozdni genovou oblasti a je tvofena
promotory a enhancery €asné i pozdni transkripce a po¢atkem replikace ORI. Na
obr. 2.3 je zndzornéno usporadani regulacni oblasti s vyznadenymi sekvencemi
dialezitymi pro zahéjeni a regulaci replikace, enhancerovymi elementy, promotorem
¢asné transkripce s TATA boxem (pozdni promotor TATA box postradd). Uvedena
jsou t€Z vazebna mista pro LT antigen a mista zahajeni ¢asné i pozdni transkripce.

Enhancer se sklada ze ¢tyf elementt D, A, C a B (v nékteré literatufe je tato oblast
rozdélena do dvou oblasti a a b nebo o a B, obr.2.3), které mohou fungovat
nezavisle (KASTAN et al., 1991; SAMBROOK et al., 1968). Aktivita téchto
enhancerovych elementl je zdvislad na typu bunék. Je znamo, ze virové varianty,
které rostou bud v diferencovanych nebo naopak v nediferencovanych
karcinomovych bunkach se odliSuji pravé mutacemi v nékteré z téchto oblasti. Na
obrazku 2.4 jsou uvedeny né€které bunécné transkripéni faktory, které se vazi na

sekvence enhanceru.

5000 5050 5100 5150 5200 6250
¥ ¥ ¥ v v ¥
YY1 YY1 EF-1A EF-1A EF-1A

PEA3 PEA1 PEA2 EF-C PEB1 PEA3 PEB3

<---- 40 bp-- - ->|

Obr. 2.4: Struktura regulacni oblasti viru A2. Enhancer se sklada ze ¢ty domén D, A, C,
B. V sekvenci jsou vyznafena tfi vazebnd mista pro transkripéni regulatory a protein
vazajici jadernou matrix Y'Y l. (upraveno podle MARTELLI et al., 1996).

Transkripce je regulovana bunéfnymi transkripénimi faktory (PEA1/AP1, PEA3),
které byvaji indukovany, pokud jsou bunky stimulovany sérem. PEA]
(,.polyomavirus enhancer A binding protein 1°) se vaze do mista 5139-5145, kde

rozpoznava sekvenci TGATCTAA. Je to patrné stejny faktor nalezeny v Hela
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bunikdch pod nazvem ,activator protein 1“ (AP1). AP1 aktivuje také napt. lidsky
metallothionein a enhancery viru SV40 (OSTAPCHUK et al., 1986). PEA2 se vaze
k nukleotidi 5147-5154 kmene A3 a 5122-5129 A2 v sousedstvi PEA1 vazebného
mista. Dal$i polyomavirovy faktor PEB1 se vaze k enhanceru b a také mezi 5180 a
5220 kmene A3 a 5155-5195 kmene A2 (HARIHARAN et al., 1989, 1991;
KRYSZKE ef al., 1987).

Dalsi bunétné proteiny se vaZzou k elementu C regulaéni oblasti polyomaviru: EF-C
(,,enhancer binding factor to polyomavirus element C*), EBP20 (,,enhancer binding
protein 20°). MARTELLI et al. (1996) zjistili, Ze v regulacni oblasti genomu se
nachazeji také dvé silnd a jedno slab$i vazebné misto pro pleiotropni transkripéni

reguldtor a protein vazajici jadernou matrix YY1.

2.3.4 Replikaé¢ni cyklus mysiho polyomaviru

V permisivnich burikdach probéhne lyticky cyklus polyomaviru pfiblizné za 48
hodin. Osm hodin po infekci je mozné detekovat ¢asné proteiny, 20 hodin po infekci
za¢inad replikace virové DNA a 24 hodin po infekci zac¢ind syntéza pozdnich

proteint.

2.3.4.1 Vstup virioni do buiky

Viry z¢eledi Polyomaviridae vyuzivaji ke vstupu do buriky rizné endocytické
dréhy. Nejlépe je popsana endocytickd draha, kterou vyuziva virus SV40. Jako
struktury, na které se SV40 vaze na povrchu hostitelské buiky, byly nejprve
popsany molekuly MHC I (BREAU et al,1992). Pozd¢ji TSAI et al. (2003)
identifikovali jako receptor gangliosid GM1 (obr. 2.6). SV40 vstupuje do bun¢k
prostiednictvim kaveol (ANDERSON et al., 1996; PELKMANS et al., 2001),
pokracuje do kaveozomu (organela s neutralnim pH a bohaté na caveolin-1) a poté
je transportovan do endoplazmatického retikula (NORKIN et al., 2002). Lidsky JC
virus vstupuje do burky klatrinem zprostiedkovanou endocytézou (PHO et al.,
2000). Pro funk€nost této drahy je dulezité relativné kyselé pH ¢asnych endozomil,
virion{, pfipadné jejich uvolnéni do cytosolu. Produktivni infekce bunék JC virem
je citliva ke zvySujicimu se pH endozomi (ASHOK a ATWOOD 2003). Dalsi

lidsky polyomavirus BK vstupuje do bun¢k prostiednictvim kaveol. Jako receptory
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pro BK virus byly identifikovany gangliosidy GD1b a GT1b (SINIBALDI et al,
1990; DUGAN et al., 2005). Piekvapive je u¢innost infekce podobné jako u JC viru
zavisla na kyselém pH endozomt (EASH et al., 2004).

Mysi polyomavirus se vaze na povrchu bun€k na kyselinu sialovou. Jako receptory
pro vstup MPyV do buriky byly rovnéz identifikovany gangliosidy GD1 a GTl1b
(TSAI et al., 2003) (obr.2.6). MPyV vstupuje do bunék v monopinocytickych
vaccich. Na n&kterych z nich byl identifikovan kaveolin-1 (RICHTEROVA et al.,
2001). Virus byl déale pozorovan v ¢asnych endozomech, charakterizovanych
proteinem EEA1 (early endosomes antigen), dale v recyklujicich endozomech
(MANNOVA a FORSTOVA, 2003) a v endoplazmatickém retikulu (obr. 2.5).

Zpusob vstupu viru do jadra neni znam, podobné jako misto rozvolnéni virioni.
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Obr. 2.5: Schéma pohybu mysiho polyomaviru od cytoplazmatické membrany do jadra
(pfevzato z LIEBL et al., 2006).

Viriony jsou internalizovany pies lipidové rafty do monopinocytickych vackia (Casto
pozitivni na kaveolin-1). Tyto vacky fuzuji s ¢asnymi endozomy, kyselé pH endozomi je
nezbytné pro virovou infekci. Adsorpce viru je doprovazena signalizaci pfes protein tyrozin
kinazu (Holldnderova, 2004) a s ptfechodnou reorganizaci aktinové siteé. Virus dale
postupuje do recyklujicich endozomil, coz bylo prokazano kolokalizaci mezi PyV VPI a
Rab11 GTPazou. Dillezita kolokalizace s Bip markerem byla prokazana diive (MANNOVA
et al., 2003) a potvrdila, Ze virus je transportovan do ER. Cerné Sipky — experimentalné
prokazano, teckované Sipky - mozné alternativni drahy, NPC = komplex jaderného poru.
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Obr. 2.6: Struktura gangliosidd slouzicich jako receptory pro vstup MPyV nebo viru SV40
do buriky. (Prevzato z TSAl et al., 2003)

2.3.4.2 Exprese ¢asnych genu

Po vstupu virové DNA do buné¢ného jadra zacina transkripce ¢asné oblasti genomu.
Syntéza €asnych i pozdnich mRNA je katalyzovana RNA polymerazou II. Syntéza
¢asnych antigenii za¢ina 6-8 h (LT) a 16-18 h (MT, ST) po infekci (CHEN a
FLUCK, 2001).

2.3.4.3 Velky T antigen

Velké T antigeny vSech polyomavirii jsou multifunkéni proteiny s enzymatickymi
aktivitami a jsou schopné interagovat s mnoha bun&fnymi proteiny. LT je
posttransla¢né modifikovan O-glykosylaci, acylaci, adenylaci, poly(ADP)-ribosilaci,
N-koncovou acetylaci a fosforylaci. LT obsahuje dvé oblasti fosforylaénich mist.
95 % z celkového mnozstvi LT je lokalizovano v jadre.

LT je jedinym virovym proteinem poZadovanym pro replikaci virové DNA. Vaze se
k pentamerni sekvenci GAGGC, v pocatku virové replikace, kde se za pfitomnosti
ATP usporadava do dvou hexameri, které maji ATPazovou a helikazovou aktivitu
(MARTON et al., 1995). Nespecificky vaze ssDNA a dsDNA, ale jen s velmi
nizkou afinitou. LT tvofi komplexy s proteiny nezbytnymi pro DNA replikaci,
interaguje s o-primazou a replikaénim proteinem A (RPA) (DORNREITER et al.,

1990). LT vaze DNA topoizomerazu I, ¢imz zabraiuje rozvijeni DNA mimo misto
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replikace (HALMER ez al., 1998). LT také interaguje s proteiny ucastnicimi se
regulace buné¢ného cyklu — s onkosupresorovym proteinem Rb. Na rozdil od LT
SV40 LT mysiho polyomaviru neinteraguje s proteinem p53, proto neni schopen
buriky transformovat, ale pouze je imortalizovat (DILWORTH, 1990).

Na N-konci ma LT J doménu, ktera je homologni s J doménou chaperonu Dnal
Escherichia coli. ] doména obsahuje tzv. HDP motiv, diky kterému interaguje s Hsc
70. Funkci chaperonti obsahujicich J doménu je interakce se ¢leny rodiny DnaK
chaperonii a modulace jejich aktivity. Savéim homologem bakterialnich DnaK
proteint je protein Hsc 70. Dnal chaperony stimuluji ATPazovou aktivitu svych
DnaK partnert a tim 1 uvolnéni neuspofddanych proteind z tohoto chaperonu. DnaK
chaperony maji vyznam pfi metabolizmu proteinii za stresovych i nestresovych
podminek. Ugastni se sbalovani proteint, membranové translokace, degradace
$patné sbalenych proteint a regulaénich procesi (HARTL, 1996). Polyomaviry maji
tedy vlastni chaperony — T antigeny, které se podileji na deregulaci buriky béhem
virové infekce. Zprostiedkovavaji interakci mezi proteinem Hsc 70 a komplexem
bunéénych proteind. Hydrolyzou ATP vznikd energie, ktera je vyuzita ke
konforma¢ni zmén¢ proteini v komplexu. Takto dochazi k rozpadu napi. komplexu
pRb-E2F, ¢imz je z komplexu vyvéazan represor pRb a uvolnén transkripéni faktor
E2F a miiZe byt zahajena transkripce gent zavislych na E2F dulezitych pro replikaci

viru. (BRODSKY a PIPAS, 1998).
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Obr. 2.7: Chaperonovy model rozpadu komplexu pRb-E2F. Po navazani J domény LT, za
spoluprace s Hsc70, na komplex pRb-E2F dochazi k hydrolyze ATP a nasledné k rozpadu
celého multiproteinového komplexu (Pfevzato z Sullivan and Pipas, 2002).
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2.3.4.4 Stiedni T antigen

Stiedni T antigen (MT) je koédovan pouze mySim a dal§imi hlodaveimi
polyomaviry. MT mys$iho polyomaviru je lokalizovan v plazmatické membrané
(ITO et al., 1997), kde je zakotven C-koncovou hydrofébni doménou
(CARMICHAEL et al., 1982). Na plazmatické membrané a také na
vnitrobunéénych membranadch je MT asociovdn sc-Src (COURTNEIDGE a
SMITH, 1983), fosfatidyl inositol-3 kindzou (AUGER et al., 1992), Shc proteinem
(CAMPBELL et al., 1994) a fosfatazou 2A (WALTER et al., 1990). MT je hlavnim
onkogenem mySiho polyomaviru. Mimikuje aktivovany receptor pro rustové

faktory, aktivuje c-src a spousti drahu signalni transdukce.

2.3.4.5 Maly T antigen

Maly T antigen (ST) polyomaviri je lokalizovéan v jadie i v cytoplazmé (ELLMAN
et al., 1984). Asociuje s regulacni i katalytickou podjednotkou protein fosfatazy 2A
(PALLAS et al., 1990). Komplex PP2A je schopny aktivovat c-fos promotor, ale ne
c-jun kinazu (PALLAS et al., 1990). U viru SV40 zplsobuje vazba ST s PP2A
posun podjednotky B, coZ ma za nasledek inhibici fosfatové aktivity (YANG et al.,
1991) a ovlivﬁéni MAP kinazové drahy. Inaktivace PP2A postupné zpisobi aktivaci
mitogenem aktivované proteinkindzy a stresem aktivované proteinkindzy. ST
stimuluje vstup buriky do G1 faze bunééného cyklu. Molekula PP2A piisobi jako
nadorovy supresor, nahrazeni jedné z podjednotek PP2A (PR61/B’y) malym T
antigenem viru SV40 pfispiva k bunétné transformaci (JANSSENS ef al., 2005).

2.3.4.6 Replikace virové DNA

Genom mysiho polyomaviru obsahuje jen jeden pocatek virové DNA replikace
(ORI), ze kterého probiha replikace obéma sméry semidiskontinudlnim zpisobem.
Polyomavirus vyuziva replikaéni aparat burnky. Replikace virového genomu je
indukovana LT. V pfitomnosti ATP se LT antigen navaze jako dva hexamery do
pocatku virové replikace (HUANG et al., 1998). Tyto hexamery asociuji s proteiny
zajistujicimi replikaci bunééné DNA. Replika¢ni vidlice se setkdvaji v misté

.....
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2.3.4.7 Exprese pozdnich genu

Slaba transkripce pozdni ¢asti genomu je detekovatelna i pied zahajenim replikace,
ale po zahdjeni replikace virové DNA mnohonasobné vzroste. Transkripce pozdni
oblasti probihd na opa¢ném vlakné nez transkripce Casné oblasti. Molekuly pre-
mRNA jsou rizné dlouhé, protoZe nedochazi k u€inné terminaci transkripce na
konci pozdni oblasti a dochazi tak ke vzniku gigantickych RNA molekul velikosti
nasobkii celého polyomavirového genomu (ACHESON, 1978). Alternativnim
sestithem vznikaji tfi typy monocistronickych mRNA: 16S mRNA kodujici VP1
protein, 18S mRNA kédujici VP3 a 19S mRNA kodujici VP2.

2.3.4.8 Hlavni kapsidovy protein VP1

Protein VP1 je hlavnim strukturnim proteinem polyomavirové kapsidy. Spolu
s histony a virovou DNA je pfitomny i v ,,nucleocore®.

Na zakladé terciarni struktury 1ze VP1 molekulu rozdélit na tfi zékladni Césti: N-
koncovou, stfedni a C-koncovou oblast (obr.2.8). Prvnich 15 aminokyselin N-
koncové oblasti je orientovano dovnité dutiny pentameru, pod sousedni monomer
VP1 proteinu, kde pravdépodobné interaguji s nucleoproteinovym jadrem. V N-
koncové oblasti VP1 proteinu se vyskytuje jaderny lokaliza¢ni signdl a DNA-
vazebné misto. DNA vazebnd doména proteinu VP1 je tvofena prvnimi péti
aminokyselinami a DNA vaze nespecificky (CHANG et al., 1993). Stfedni oblast je
tvofena a-helixy a B-listy, které jsou spojeny Sesti smyckami — BC, DE, HI, EF, FG
a G2. Smycky BC, DE a HI jsou orientovany ven z virionu, smycka EF je
orientovana na bo¢ni stranu monomeru. C-koncova oblast je tvofena a-helixem, C-
inzertem a C-smy¢kou. Ugastni se vazby sousedni VP1 molekuly a také se uplatiiuje
ve vazbé mezi jednotlivymi kapsomerami (RAYMENT et al., 1982; STEHLE et al.,
1996; LEPSIK 1999).

Protein VP1 muze byt posttranslaéné modifikovan fosforylaci, acetylaci,
hydroxylaci, sulfonylaci a metylaci (BOLEN ef al., 1981). Nejlépe je prostudovan
vyznam fosforylace. Fosforylace threoninu 155 je dulezita pro morfogenezi viriond
a fosforylace threoninu 62 hraje roli pfi adsorpci a vazbé virionu na receptor (LI a
GARCEA, 1994). Acetylace lyzini se nachazi na N-konci VP1 tam, kde je
lokalizovan jaderny lokalizaéni signal a DNA vazebnd doména. Acetylace

pravdépodobné reguluje funkci téchto domén (BOLEN et al., 1981). Hydroxylace
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prolinid ovliviiuje transport VP1 zcytoplazmy do jadra. Sulfonylace tyrozinu

ovliviiyje celkovy naboj proteinu a jeho terciarni strukturu (CONSIGLI et al., 1986).
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Obr. 2.8: Terciamni struktura proteinu VP1.

Protein VP1 je schopen se in vitro v pritomnosti Ca®*" spontanné uspotadavat do
struktur podobnych kapsiddm (MONTROSS ef al., 1991). Bylo prokazano, ze
k tvorbé téchto struktur neni nutna pfitomnost proteini VP2 a VP3 a neni nutna ani
posttranslaéni modifikace proteinu VP1 (SALUNKE et al., 1986). Dale bylo
zjist€no, Ze protein VP1 vytvafi struktury podobné kapsidam 1 pii expresi v buiikach
Saccharomyces cerevisiae (PALKOVA et al., 2000a), nebo in vitro, z izolovanych

pentamer.

2.3.4.9 Minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3

Oba minoritni proteiny jsou soucasti virové kapsidy. V centralni dutiné VP1
pentameru se nachazi vzdy jedna molekula proteinu VP2 nebo VP3. Za interakci
VP2 nebo VP3 proteini s VP1 proteinem je zodpovédna C-koncova oblast, ktera je
spole¢na obéma minoritnim proteinim (aminokyseliny 140-181) (BAROUCH a
HARRISON, 1994). Protein VP2 je na svém N-konci myristylovan (STREULI a
GRIFFIN, 1987). Posttransla¢ni modifikace u proteinu VP3 nejsou znamy.

Na pfitomnosti minoritnich proteini zavisi infektivita viru. Ztrata jednoho

z proteini vede k dramatickému snizeni infektivity, ale ztrata obou proteinti je pro
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virus osudna (MANNOVA et al., 2002). Oba proteiny maji vlastni jaderny
lokalizaéni signal, ale do jadra jsou transportovany v komplexu s proteinem VP1
(FORSTOVA et al., 1993; BAROUCH a HARRISON, 1994). V riznych expresnich
systémech bylo zjisténo, Ze pro u€inné cileni proteini VP2 a VP3 do jadra je nutna
koexprese proteinu VP1 (STAMATOS et al., 1987, FORSTOVA et al., 1993).

Oba minoritni proteiny VP2 a VP3 a myristylace proteinu VP2 u piibuzného
lidského viru JC je esencidlni pro Zivotni cyklus viru (GASPAROVIC et al., 2006).
U viru SV40 bylo zjisténo, Ze jen minoritni protein VP3 (ne VP2) je dulezity pro
skladani infekénich virionlit (GHARAKHANIAN et al., 2003). Minoritni strukturni
proteiny polyomavird primatd JC a BK a SV40 maji na rozdil od mysiho
polyomaviru delsi C-konec. Tento konec jim wudili schopnost interagovat
nespecificky s DNA (CLEVER et al., 1993, DEAN et al., 1995). Této C-koncové
doméné proteini VP2 a VP3 se také pfisuzuje schopnost cilit protein VP1 do
specifickych (PML = promyelocytic leukemia nuclear bodies) domén v buné¢ném
jadre. Strukturni proteiny JC viru se akumuluji v jadfe v blizkosti PML télisek, kde

probiha morfogeneze virionu (SHISHIDO-HARA et al., 2004).

2.3.4.10 Morfogeneze viriont

Kapsidové proteiny jsou syntetizovany v cytoplazmeé a poté jsou transportovany do
jadra hostitelské buriky. Komplexy proteinit VP1/VP2 a VP1/VP3 formované
v cytoplazmé se po translokaci do jadra mohou ucastnit virové morfogeneze. Podle
jedné teorie, VP1 pentamery s minoritnim proteinem mohou kondenzovat kolem
virového minichromozomu, kam jsou pravdépodobné navadény minoritnimi
proteiny (GRIFFITH et al., 1992). V prubéhu tohoto procesu ziejmé dochazi
k vytésnéni histonu H1, ktery se ve virionech nenachdzi. Na zavér celého procesu
nastane patrné¢ konformacni zména, pti které dojde k vytvoreni stabilniho zralého
virionu (YUEN a CONSIGLI, 1983). Z infikovanych bunék byly v pribéhu
morfogeneze izolovany rizné prekurzozy virioni. Nukleoproteinové komplexy 755
a 90S byly identifikovany jako chromatinové struktury obsahujici virovou DNA,
dale byly izolovany komplexy 200S piedstavujici nezralé viriony a komplexy 2408
odpovidajici maturovanym viriontim. Histony H2A, H2B, H3 a H4 se nachazely ve
vSech izolovanych nukleoproteinovych komplexech, ale histon H1 se vyskytoval jen

v komplexech 908, ve kterych se ziejmé podili na tvorbé minichromozému.
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Pfi morfogenezi viru SV40 byla v regulaéni oblasti genomu nalezena tzv. ses
sekvence (SV40 encapsidation sequence), ktera je dilezita pro ucinnou enkapsidaci.
Tato sekvence je rozpoznavana bunéénym transkripénim faktorem Spl a
predpoklada se, ze Spl zprostiedkovava vazbu pentamert SV40 na sekvenci ses, za
hypotéza predpoklada, Ze je formovani virionu zahdjeno pouze z jednoho uréitého
mista virového minichromozému (GORDON-SHAAG er al., 1998, 2002). U

mysiho polyomaviru zatim Zadna podobna sekvence nebyla identifikovana.

2.4 Lidsky BK virus (BKYV)

Lidsky BK virus je pfitomny v 85% populace jako perzistentni infekce ledvin.
Primarni infekce nastdva v détstvi (3-4 roky), probiha bez ptfiznaka a jen ztidka
zpusobuje klinické onemocnéni, i kdyz v né€kterych pripadech se muze objevit

respiracni onemocnéni nebo onemocnéni mocovych cest.

2.4.1 Prenos BK viru

Pro pfenos BK viru existuje n€kolik hypotéz. Nejpravdépodobné&jsi moznosti
pfenosu je pfenos dychacimi cestami a aerosolem (DORRIES, 1998). Dalsi
moznosti je sexudlni pfenos, BKV byl detekovan v 57% vzorkl genitalni tkan¢ a u
95% vzorkd spermatu (MONINI et al., 1996). Mozny je téZ prenos pies placentu
zmatky na plod (PIETRAPAOLO et al., 1998). BOFILL-MAS et al. (2001)
prokazali vysokou frekvenci vyskytu lidskych polyomavira (BKV, JCV)
v méstskych odpadnich vodach, coz naznaCuje, Zze lidé jsou vystaveni vysoké
koncentraci téchto vird. Dalsi cesty pfenosu mohou byt krvi nebo transplantovanymi

organy.

2.4.2 Latence a reaktivace

BK virus perzistuje v ledvinach, mozku a periferni krvi (DORRIES et al., 1994).
K aktivaci viru dochazi u pacientl s oslabenou imunitou, napf. u pacientd s HIV,
nebo u pacientli po transplantaci, kterym jsou podavany imunosupresivni léky.

Oslabeni imunitniho systému muze vést k fatalni reaktivaci viru vedouci k zvySené
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virové replikaci a pfitomnosti viru v mo¢i, coZ bylo pozorovano u téhotnych Zen,

pacientd s cukrovkou a starsich lidi (REPLOEG et al., 2001).

2.4.3 Infekce

BKYV byl poprvé izolovan z moci pacienta po transplantaci ledvin (GARDNER et
al., 1971). V ledvinach také dochazi necastéji k aktivaci BK viru. BKV byl
identifikovdn u pacienti sonemocnénim ledvin, mocového méchyfe a po
transplantaci kostni diené¢ (APPERLEY et al., 1987). Tento virus je také spojovan
s ptipady nemoci jako je zanét sitnice (HEDQUIST et al, 1999), nefritida, zépal
plic (SANDLER et al., 1997) a encefalitida (VOLTZ et al., 1997). SANDLER et al.
(1997) popsali spojitost mezi virem BK a fatalni pneumonii u osmimési¢niho ditéte

po tansplantaci kostni dfené.

2.4.4 Nadorovy potencial BKV

Nebylo zatim prokazano, zda BK virus piispiva k vytvateni lidskych néadort.
Nicméné DNA BK viru byla detekovana v mozkovych nadorech (DORRIES et al.,
1987), nadorech ledvin a mocovych cest (MONINI et al., 1995), kosti (DE MATTEI
et al., 19995), slinivky (CORALLINI et al., 1987) a dalsich.

LT antigen BK viru interaguje s onkosupresorovym proteinem p53 a inhibuje jeho
ulohu v odpovédi na poskozeni DNA (HARRIS et al., 1998a). Vaze se také na pRb
onkosupresor (DYSON et al., 1990; HARRIS et al., 1998b).
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2.5 Bunécny cytoskelet

Cytoskelet - cytoplazmaticky systém vldken hraje dalezitou roli pfi udrzovani tvaru
bunky, zvySuje mechanickou pevnost cytoplazmatické membrany, je nezbytny pfi
pohybu bunky a podél sité€ jeho vléken jsou transportovany organely a dalsi slozky
cytozolu burky. Cytoskelet je vystavén ze tfi typd proteinovych vldken —
mikrofilament (0 8-9 nm), mikrotubuld (@ 24 nm) a intermediarnich filament (@ 10
nm). Cytoskeletarni filamenta jsou sestavena z proteinovych podjednotek, které drzi
pohromadé na zdklad¢ nekovalentnich interakci. Tato filamenta tvofi oporu
plazmatické 1 jaderné membrany a uspotadava obsah buriky (LODISH et al., 2003).
Bunky vyuzivaji dva zakladni pohybové mechanizmy: a) polymeraci a
depolymeraci mikrofilament a mikrotubull, tento mechanizmus funguje pfedev§im
pfi zménéch tvaru buriky, b) mechanizmus zaloZeny na specialni skupiné€ proteint —
motorovych proteinech. Tyto proteiny vyuZivaji energii zrozst€épeni ATP
k mechanickému pohybu (k chizi nebo klouzéni podél mikrofilament nebo
mikrotubull) a mohou také transportovat organely a membranové vacky nebo

umoznuji pohyb cytoskeletarnich vlaken vi¢i sob¢ (COULOMBE et al.,, 2000).

2.5.1 Mikrofilamenta

Aktinova vlakna se nachazeji ve vSech eukaryotnich burikach a jsou dulezita pro
pohyb buiky. Mikrofilamenta jsou tvofena dvéma formami aktinu: vlakny
polymerniho (F-,filamentous®) aktinu a monomerem (G-,globular®) aktinu.
Aktinova vlakna nejsou neménnou strukturou, mikrofilamenta neustale zkracuji a
prodluzuji svou délku. Svazky (stresova vlakna) a sit¢ neustdle vznikaji a zanikaji,
coz je dilezité pro tvar a pohyb bunék (POLLARD et al, 2001). Mikrofilamenta
jsou organizovana do siti a svazkli pomoci aktin vazebnych proteind (WINDER a
AYSCOUGH, 2005). Ve svazcich jsou aktinova vldkna té€sné paralelné svazana
fascinovymi spojkami, v sitich se obvykle kfizuji v pravém uhlu, pospojovana
filaminem. Mnoho téchto proteint (tab. 2.1) patii do ,,calponin homology-domain
superfamily” (CH-domain rodiny). Kazdy ztéchto proteini ma dvojici aktin
vazebnych domén, jejichz sekvence je homologni k sekvenci calponinu (svalovy
protein). Aktin vazebné sekvence jsou oddélené ,,coiled-coil“ (zavinuté vinuti) nebo
B-listem imunoglobulinového motivu (STRADAL et al., 1998). Aktinova kortikalni

sit’ uruje tvar a mechanické vlastnosti plazmatické membrany.
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Na rozdil od cytoplazmatického aktinu je role jaderného aktinu stale nejasna. Jedna
z jeho moznych funkci je zprostfedkovani transportu RNA. Aktin asociuje s malymi
ribonukleoproteiny (snRNP), které hraji hlavni roli pii tvorbé mRNA. Dalsi jeho
dilezita role je v exportu retrovirové RNA a bunéénych proteini z jadra. Aktin
formuje komplexy riznorodych jadernych nukleoproteini (hnRNP), které vazi a
doprovazeji mRNA z mista transkripce do cytoplazmy. Jaderny aktin a aktinu
pfibuzné proteiny maji spojitost piestavbou chromatinu a v histon acetylazovém
komplexu, coz naznacuje roli jaderného aktinu v pfestavbé chromatinu
(BETTINGER et al., 2004).

protein MW lokalizace organizace

CH-domain rodina

Fimbrin 68000 mikroklky vystelky stieva, m
aktinova vlakna kvasinek

a-aktinin 102000 filopodia, lamelipodia, C}zl':@

stresova vlakna

) [
spekirin a: 280000 kortikalni sif OmmO
B: 246000-275000  kortikalni sit’ e '

dystrophin 427000 svalova kortikalni sit’ (:)::m:o

filamin 280000 filopodia, pseudopodia,
stresova vlakna O L Q
dalsi proteiny ‘
fascin 55000 filopodia, lamelipodia,
stresova vlakna, Q?
mikroklky stfevni vystelky
villin 92000 mikroklky stfevni vystelky 00000,

Tab. 2.1: Kaktinu se vazajici proteiny. Modfe: aktin-vazebna doména, c¢ervené:
calmodulin-like Ca*' doména, purpurové: a-helikalni opakovani, zelen&: B list, oranzové:
dal§i domény (Pievzato z LODISH et al., 2003).

Aktinova filamenta rostou rychleji na plus-konci nez na minus-konci. Plus-konec
mikrofilament se prodluzuje 5-10 rychleji nez minus-konec. Aktinové monomery
v cytozolu nesou ATP, které je hydrolyzovano na ADP kratce po zapojeni
monomert do rostouciho aktinového vlakna. Molekuly ADP zlistavaji zachyceny

uvniti  aktinového vldkna bez moznosti vymény za ATP, dokud se aktinové
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monomery, které je nesou, neoddéli od vlakna a nedostanou se zpét do monomerni

formy (COOPER a SCHAFER 2000).

2.5.1.1 Myoziny

Myoziny jsou sloZeny z jednoho nebo dvou tézkych fetézcl a jednoho nebo vice
lehkych fetézci (KRENDEL a MOOSEKER, 2005). Tézky fetézec obsahuje N-
koncovou doménu, ktera vaze aktinova vlakna a hydrolyzuje ATP, ve spojeni s
,heck® doménou vznika energie potiebna pro pohyb podél aktinovych vlaken —
smérem od minus-konce k plus-konci vldken. Vyjimkou je myozin VI, ktery
zprostfedkovava pohyb vackt k minus-konci vidken (KRENDEL a MOOSEKER,
2005). V burikach existuje n€kolik dalSich typti myozini, myoziny I, V a VI, které
zajistyji intraceluldrni transport vacka podél aktinovych vlaken (TUXWORTH et
al., 2000). Myozin XI je odpovédny za cytoplazmatické proudéni. Zastupci rodiny

myozind II jsou i v nesvalovych buiikach. Myozin II tvofi s aktinem kontraktilni

struktury.
Typ struktura aktivita
I & vazba membran, endocytickych
vackua
I 2
- posouvani vlaken (klouzani)
v o
’w ' . transport vacka
VI ]
» e endocytoza
R K cytoplazmatické proudéni
XI e o

Tab. 2.2: Pfehled motorovych protein - myozini. (Pfevzato z LODISH et al., 2003).

2.5.2 Intermadidrni filamenta
Intermediarni filamenta jsou velmi pevna a jejich hlavni funkci je prekonat
mechanicky stres, ke kterému dochazi pfi nataZzeni bunék (COULOMBE et al.,

2000). Intermediarni filamenta jsou ze vSech tfi typl cytoskeletarnich vlaken jedina,
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kterd snaSeji plisobeni koncentrovanych roztokd soli a silnych neiontovych
detergenti. Intermediarni filamenta se nachazeji ve vSech burkach
mnohobunéénych organizmi (s vyjimkou rostlinnych buné€k a hub). Nejcastéji tvoii
cytoplazmatickou sit, ktera obklopuje jadro. Od jadra dosahuji az k periferii burky,
kde jsou zakotvena do plazmatické membrany v mistech mezibunéénych spoju.
Intermediarni filamenta se nachazeji i v bun&éném jadie, kde pod jadernou lamineu-
lezi sit’ filament — jadernd lamina. Jadernd lamina podpird a zesiluje jadernou
membranu vSech eukaryontnich bunék (COULOMBRE et al., 2002).

Intermediarni filamenta jsou na rozdil od akt-mu—a—t-ubuh-mx tvofena mnoha proteiny
(STUURMAN et al., 1998; COULOMBRE et al., 2002; HELFAND et al., 2004).
Tyto proteiny se lisi molekulovou hmotnosti i sekvenci, jejich spoleénym znakem
je pritomnost vysokého poctu a-helixti. Proteiny tvofici intermediarni filamenta
muzeme na zéklad€ jejich sekvence a molekulové hmotnosti rozdélit do 4 skupin

(tab. 2.3).

Protein intermediarnich filament  Molekulova hmotnost (kDa) Distribuce v tkanich

JADERNA LAMINA

Lamin A 70 jadro

Lamin B 67 jéadro

Lamin C 67 jéadro

KERATINY

Kyselé keratiny 40-57 epitely
Zasadité keratiny 53-67 epitely
TYP 111

Vimentin 57 tkané

mezodermalniho pivodu

Desmin 53 svaly

GFAP (glial fibrillary acidic protein) 50 glialni buiiky a astrocyty
periferin 57 neurony
NEUROFILAMENTA

Lehka neurofilamenta 62 neurony
Stfedni neurofilamenta 102 neurony

Té&zka neurofilamenta 110 neurony
Internexin 66 vyvijejici se centralni

nervovy systém

Tab. 2.3: Proteiny intermediarnich filament savci (Pfevzato z LODISH et al., 2003).
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2.5.3 Mikrotubuly

Hlavni funkci cytoplazmatickych mikrotubulti je uréovani pozice membranovych
bunéénych organel a fizeni transportu uvnitf butiky, transport vacki a organel
(obr.2.9). Mikrotubuly se ucastni bunénych pohybd - zajistwi rozchod

chromozom pii mitdze, transpost vacku v cytoplazmé, pohyby biéiku a fasinek.

(+) . p v o s (+)
pignatovi sebrenivacky
7
~ ? e
—
Golzi ) endozomy
ER e J
MTOC  lysozomy ? . “
ER/Golgi . Ritochondrie
b .
) R ()
\
4 cytozolické dymeiry 4 cytozolické kinexirey

Obr.2.9: Model bunééného transportu zprostfedkovaného motory kineziny a dyneiny.
Mikrotubuly vybihaji z MTOC a jsou orientovany svym (+) koncem k periferii buriky.
Kinezinem zprosttedkovany anterogradni transport (Cervené) transportuje mitochondrie,
lysozomy, vacky do endoplazmatického retikula (ER) nebo na okraj buriky. Cytozolickym
dynemnem zprostfedkovany retrogradni transport (zelené) transportuje mitochondrie, ¢asti
ER a endozomy do centra buriky. (Pfevzato z LODISH et al.,, 2003).

Mikrotubuly jsou tvofeny zmolekul a a P-tubulinu, spojenych pevnymi
nekovalentnimi vazbami. Podobné jako u mikrofilament je mozné u mikrotubuld
rozli$it plus-konec (B-tubulin) a minus-konec (a-tubulin) Na plus-konci probiha
rychleji polymerace a na minus-konci depolymerace. Polymerace mikrotubulil
zaCina v buiice v organiza¢nim centru mikrotubulit (MTOC), v Zivo¢isnych buiikach
je takovym centrem centromera. Centromera se obvykle nachazi pobliz jadra,
smérem k centromeie jsou orientovany minus-konce mikrotubuli.

Tubulinové dimery nesou molekulu GTP, ta je hydrolyzovana na GDP (stale pevné
vazané). Tubulinové molekuly s pevné navazanym GTP se efektivné uspofadavaji
do stény mikrotubulu, zatimco molekuly snavazanym GDP maji odli$nou

konformaci a vazby mezi nimi jsou slabsi, coz vede ke zkracovani mikrotubulu
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(DESAI a MITCHISON, 1997). Stabilita, polymerace i depolymerace mikrotubult

jsou regulovany MAP (microtubule associated proteins).

2.5.3.1 Kineziny a dyneiny

Transport podé€l mikrotubultl zajis$t'uji motorové proteiny z rodin kinezinl a dyneinti
(tab. 2.4) (VALE 1987, WOEHLKE et al., 2000, AKHMANOVA a
HOOGENRAAD, 2005). Kineziny se pohybuji smérem k plus-konci mikrotubulu
(anterogradni transport), zatimco dyneiny k minus-konci (retrogradni transport).
Oba typy motort transportuji ptes sviij receptor navazany naklad, pii ¢emz vyuZivaji

energii z hydrolyzy molekuly ATP (HIROKAWA 1998).

tiida naklad smér pohybu

Cytozolické Kineziny (I,KIFIA, KIFIB)  Vac¢ky/organely cytozolu (+)

motorové - . .

proteiny Cytozolicky dynein Vacky/organely cytozolu (-)
Kinezin I1 Vacky/organely cytozolu (+)
Kinezin BimC (bipolar) Mikrotubuly (+)

Mitotické Chromokineziny Chromozomy (+)

motorové .

proteiny MCAK Kinetochory (+)
CENP-E Kinetochory (+)
Kinezin Ncd Mikrotubuly (-)
Cytozolicky dynein Kinetochory, centromery (-)

Axonemalni Dyneiny Mikrotubuly v fasinkéch (-)

motorove a bicicich

proteiny

Tab. 2.4: Molekulové motorové proteiny pohanéjici vnitrobunécny transport. V poslednim
sloupci je smér pohybu motorovych proteini bud’ smérem k (+) konci nebo k (-) konci
mikrotubulii (Pfevzato z LODISH et al., 2003).

2.5.4 Latky ovliviiujici dynamiku cytoskeletu

Latky rozruSujici strukturu a funkci aktinovych mikrofilament nebo mikrotubuli
mohou slouzit pro studium interakce viru s cytoskeletem hostitelské bunky. Tyto
latky mohou mit také vedlejsi acinky, rozsahla ptestavba cytoskeletu je doprovazena

aktivaci n¢kterych signalnich drah.
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Latrunculin A je toxin vazajici aktin, ktery je produkovan riznymi druhy motskych
hub. Tato latka inhibuje polymerizaci aktinu in vivo (SPECTOR et al., 1999), vaze
se na G-aktin. Struktura Latrunculinu A (volného i navazaného na aktin) byla ur¢ena
pomoci krystalografie (MORTON et al., 2000, AYSCOUGH et al., 1997). Studie
potvrdila, Ze vazebné misto pro Latrunculin se nachazi v blizkosti
nukleotid-vazebného mista.

Cytochalazin D (Zygosporin A) je U¢inny inhibitor polymerizace aktinu, vaze se
na plus-konec F-aktinu (URBANIK a WARE,1989). Je to toxin ziskavany z hub.
Tato latka rozruSuje aktinova mikrofilamenta a aktivuje drahu zavislou na p53
zpusobujici zadrzeni buiiky v G1/S fazi (RUBTSOVA et al., 1998). Extracelularni
aktivace buinky timto inhibitorem spousti proti-apoptotickou signalni drahu
(AILENBERG a SILVERMAN, 2002). Cytochalaziny maji i dalsi inhibi¢ni vliv na
kontrakci hladkého svalstva (SAITO et al., 1996) a na inzulin-stimulovany transport
glukozy (TSAKIRIDIS et al.,1994).

Jasplakinolid je Siroce uzZivany pii studiu transportu virionl. Tato latka udrzuje
aktinovou sit’ (F-aktin) v pfirozenych podminkach (podobné jako taxol udrzuje
mikrotubuly) v nedynamickém stavu. Jasplakinolid je cyklicky peptid ziskavany
z motskych hub. Biochemické studie ukazaly, Ze tato latka vaze a stabilizuje F-aktin
in vitro (BUBB, 1994), ale in vivo nejdfive rozrusi aktinova vlakna a podporuje
polymeraci aktinu do amorfnich struktur (BUBB, 1999). Caste¢na reorganizace
aktinovych vlaken zméni buné¢nou architekturu (SENDAROWICZ et al., 1995) a
v nékterych burikdch mliZe aktivovat signalni drahu vedouci k apoptéoze (WHITE er
al., 2001).

Nocodazol inhibuje polymerizaci volnych molekul tubulinu pfi vazbé na argininovy
zbytek podjednotky PB-tubulinu (VASQUEZ et al., 1997) a stimuluje vnitini
GTPazovou aktivitu tubulinu (MEJILLANO et al., 1996). Nocodazol rozruSuje
centrum organizace mikrotubuld (MTOC) a zadrzuje buiiky v G,/M féazi bunéEného
cyklu (JORDAN et al., 1992). Tento inhibitor také aktivuje c-Jun stresem se
aktivujici protein kinazu (WANG et al., 1998), kterd je spojena se signalizaci
apoptozy. Dalsim vedlej§im vlivem Nocodazolu je fragmentace Golgiho aparatu
(STORRIE et al., 1998).

Taxol (paclitaxel) se vaZze na N-koncovou oblast B-tubulinu. Podporuje uspofadéni
mikrotubult, které odolava jejich depolymerizaci a tak zabranuje déleni bunky a

udrzuje bunku v G2 fazi bunécného cyklu (JORDAN et al., 1998).
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Colcemid (Demecolcine) zplisobuje depolymerizaci mikrotubulld a udrzuje burky

v metafazi. Colcemid je Siroce uzivany k synchronizaci bunék.

2.5.5 Interakce virionu s cytoskeletem

Aktinovy a mikrotubularni cytoskelet hraji dtlezitou roli v Zivotnim cyklu vsech
vird. Uplatiiuje se béhem internalizace, transportu viru do mista jeho replikace,
transkripci, replikaci, sklddani virioni, transportu virového potomstva z buriky nebo
pti Sifeni mezi buitkami (CUDMORE et al, 1997, SODEIK 2000, SMITH a
HELENIUS 2004). Viry jejichz replikace probiha v buné¢ném jadfe musi piekonat
drahu od buné¢ného povrchu k jaderné membrané. Draha zadind navazanim virionu
na bunéény povrch a internalizaci. Viriony jsou casto transportovany uvniti
endocytickych organel (SMITH a HELENIUS 2004). Nékteré viry vyuzivaji pro
transport z jadra do cytoplazmy sekre¢ni drahy pfes endoplazmatické retikulum
(ER), Golgiho aparat (GA) nebo vezikularni transport. Na bunééné periferii byva
transport viru k jaddru zprosttedkovavan predev§im aktinovym systémem. Mnoho
virovych proteinll interaguje s aktin vazebnymi proteiny nebo pifimo s aktinem
(CUDMORE et al., 1997, PLOUBIDOU a WAY 2001, SMITH a ENQUIST 2002,
DOHNER a SODEIK 2004, SMITH a HELENIUS 2004). Infekéni &astice
nékterych vird (retroviry, picornaviry a herpesviry) casto obsahuji aktin
(CUDMORE et al., 1997, PLOUBIDOU a WAY 2001). V dalsi fazi transportu
mohou viry vyuZivat pohyb ve vaccich podél mikrotubuli nebo se pohybuji podél
mikrotubuli jako cytozolické virové komplexy. (SMITH a ENQUIST, 2002,
DOHNER et al., 2005).

2.5.5.1 Adsorpce viru na bunéény povrch

Prvnim krokem pfi vstupu viru do buriky je adsorpce na plazmatickou membranu.
Navazani viru na receptor vyvola konformaéni zménu receptoru, virionu nebo obou.
Konformac¢ni zmeéna zahaji internalizaci viru, napf. endocytézou nebo fuzi
(SIECZKARSKI a WHITTAKER, 2004; SMITH a HELENIUS, 2004). Vrstva F-
aktinu lezici pod plazmatickou membranou — aktinovy kortex je dtleZzita pro udrzeni
tvaru buiiky a pro bunéény pohyb (MITCHINSON a CRAMER, 1996).

Existuje nékolik zplsobu, jak viry vyuZivaji cytoskelet a reaguji s nim. Nékteré

retroviry - HIV-1, HTLV-1 (human T-cell leukemia virus type 1) putuji na povrchu
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buriky smérem od konce filopodii (obr. 2.11(1)), za dcelem internalizace u baze
filopodii nebo se pohybuji pod€l plazmatické membrany k oblasti obsahujici klatrin
(LEHMANN et al., 2005). Bunééné ,,surfovani vyzaduje dynamicky aktin, myozin
II a interakci virus-receptor. Béhem ,surfovani® po membrané je virus
pravdépodobné propojen cytozolickou doménou pfes receptor s aktinovym vldknem
uvnitf filopodia. Toto vldkno muZe byt nataZeno smérem k bazi filopodia od
myozinu II, ktery je pfipojen k aktinovému kortexu (JAY, 2000). Aktinova vlédkna
postupné polymeruji ve Spicce filopodia, coz je dilezité k udrzeni jeho délky.
»Surfovani* maze slouzit k transportu viru do oblasti plazmatické membrany, kde je

moznd jeho internalizace.

2.5.5.2 Internalizace viriona

Po navazani na povrch buriky Celi virus dvéma piekazkam: plazmatické membrané a
aktinovému kortexu. Rizné viry vyuZivaji rizné endocytické drahy k transportu do
cytoplazmy. Napiiklad Semliki Forest virus, virus chfipky a adenovirus vstupuji
klatrinem zprostfedkovanou endocytézou (obr. 2.10 A, B), zatimco virus SV40 (obr.
2.10 C), dalsi polyomaviry a nékteré picornaviry vstupuji do buiiky prostfednictvim
kaveol (obr. 2.11(3)) (SMITH a HELENIUS, 2004). Pozoruhodna je role aktinu pfi
formovani kaveolarnich a klathrinovych vackia. Kortikalni aktinova vldkna mohou
slouzit jako ,,leSeni“, které organizuje lateralni pohyblivost kaveol a klatrinovych
vackh. Dale slouzi i pii ptenosu vacki pies aktinovy kortex plazmatické membrany.
Depolymerace aktinu podobné zvySuje lateralni pohyb klathrinovych vackd v roviné
plazmatické membrany (YARAR et al., 2005).

Virus HIV, virus spalni¢ek a herpes simplex virus, mohou piimo fuzovat
s plazmatickou membranou (obr. 2.11(4)) a nasledné si musi sami najit svou cestu
aktinovym kortexem (DOHNER a SODEIK, 2004; SMITH a HELENIUS, 2004).
Ztejmé vyuzivaji lokalni destabilizace aktinové sité.

V neinfikovanych bunikach je endocytéza a exocytéza doprovazena lokalni
aktinovou dynamikou, kterd muze zpUsobit otevieni kanalt pro priichod vacki
plazmatickou membranou nebo poskytnout dréhy k jejich prichodu (APODACA,
2001; GINER et al.,, 2005). Aktinovy kortex proto neni jen bariérou pro endocytdzu,
ale funguje i jako ,,leSeni* - moduluje invaginaci a rozruSeni plazmatické membrany
a muZe aktivné ptispivat k transportu vacki (APODACA, 2001; YARAR ef al,

2005). Transport vacki z plazmatické membrany smérem k ¢asnym endozomim
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mizZe katalyzovat myozin VI, coz dokazuje jeho kolokalizace s endocytickymi

vacky (BUSS et al., 2004).

A Adenovirus | | B Influenza A | | € SV40

é
s i 6 nuclear 8 nuclear
onvelope envelope envelope
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Obr.2.10: Vstup a transport adenoviru, viru chiipky a SV40 do burky. (Pfevzato z SMITH
a HELENIUS, 2004).

Vstup adenoviru 2 a nékterych retrovira je blokovan, pokud jsou aktinova vlakna
stabilizovana jasplakinolidem nebo destabilizovana cytochalazinem D, coz
naznaéuje nutnost dynamickych aktinovych vlaken pro jejich vstup (MEIER et al.,
2002). Podobn€ u viru HIV bylo zjisténo, ze uinnost infekce klesa pokud je
inhibovan Arp2/3 komplex zodpovédny za polymeraci aktinu (KOMANO et al.,
2004).

Viry mohou interferovat s bunéénymi signalnimi drahami a tak vyvolat pfestavbu
aktinu, ktera podporuje infekci. Naptiklad SV40 vyvolava fosforylaci tyrozinu
zpusobujici depolymeraci aktinovych stresovych vldken. Dale inhibuje nékteré
kindzové drahy vedouci k destabilizaci aktinového kortexu a tim nasledné k zvySeni
uéinnosti infekce viru SV40 (PELKMANS et al., 2005).
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2.5.5.3 Transport viru do jadra pomoci bunééného cytoskeletu

Po ptekonani aktinového kortexu (bud’ uvniti vacki nebo samotnymi viriony) mize
dojit k ,,pfeskoku* z aktinovych mikrofilament na mikrotubuly a virus pokracuje
v transportu do centra buriky. To muze byt zpisobeno soucasnou nebo postupnou
vazbou myozinu a dyneinu (RADTKE et al., 2006). LIEBL et al. (manuscript
v preparaci) pozorovali, Ze transport virioni my$iho polyomaviru podél mikrotubuli
probiha ve stejném ¢asovém intervalu, jako pohyb viriont aktinovymi oblastmi. Je
tedy mozné, Ze mikrotubuly a mikrofilamenta jsou v transportu zapojeny soucasné a
zaleZi na tom, ktery motor je k dispozici

Po internalizaci je virus transportovan bud’ do cytozolu nebo do nukleoplazmy.
Nekteré viry potfebuji k u¢innému transportu v1rovych ¢astic umisténych uvnitt
endozomi smérem k jadru mikrotubuly a dynein.(obr. 2. 9(5)) (SMITH a ENQUIST,
2002, DOHNER et al., 2005).

Adenoviry stimuluji dyneinem zprostfedkovany transport béhem vstupu do bunék
ptechodnou aktivaci protein kindzy A a p38/MAPK dréhy (SUOMALAINEN et al.,
2001). Adenovirus C, psi parvovirus, nékteré retroviry a virus chiipky jsou
transportovany uvnité vackul, ale opousti je bud’ na periferii buiiky nebo pozdéji
v blizkosti MTOC (SUOMALAINEN et al., 1999, LAKADAMYALI et al., 2003).
Transport adeno-asociovanych virll je stejné jako u ptfedchozich virQ zavisly na
mikrotubulech (SEISENBERGER et al., 2001).

Herpes simplex virus a virus HIV vstupuji do bun€k fuzi s plazmatickou
membranou, vstupujici &astice vyuZivaji dynein a dynaktin (DOHNER et al., 2002,
MCDONALD et al., 2002). Zatimco DNA forma genomu HIV-1 a HTLV-1 je do
jadra transportovan nejprve aktinem, dal$i pohyb muize byt vSak zprostfedkovan 1
pomoci mikrotubult s vyuzitim dyneinu (FACKLER a KRAUSSLICH, 2006).
Virus vakcinie (VV) vytvati dva druhy virion: IMV (,,intracellular mature virus) a
EEV (,,extracellular enveloped virus®). ,,Core” VV se pohybuje po mikrotubulech.
Béhem prvnich 20 minut po vstupu VV je uvnitf ,,core* transkribovana mRNA, po
uvolnéni z ,,core* je transportovana podé¢l mikrotubult. Infekce wt (wild type) virem
vakcinie indukuje v ¢asné fazi infekce zakulacovani buné€k, které souvisi se
smr§tovanim mikrotubulli a intermediarnich filament z okraje bunky, ¢imz se
mitochondrie a pozdni endozomy dostavaji do blizkosti jadra (SCHEPIS et al.,
2006).
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Nekteré IMV ¢astice viru vakcinie se pohybuji do blizkosti MTOC, kde splyvaji
s membranou trans-Golgi aparatu nebo s ¢asnymi endozomy (SMITH et al., 2003).
Pohyb IMV vyZaduje mikrotubuly a VV protein A27L (coz dokazuje inhibi¢ni
ucinek nocodazolu nebo colchicinu a také efekt represe genu A27L). Protein A27L
je multifunkéni, je pfipojen k povrchu IMV a zajiStuje napf. adsorpci VV na
bunéény povrch a fazi viru s buitkou. Akumulace IMV v blizkosti MTOC byla
inhibovana overexpresi p50/dynamitinu, ktery rozruSuje funkénost dynein-
dynaktinu (PLOUBIDOU et al., 2000). Motorovy protein dynein prenasi vacky a
viriony k MTOC (obr 2.11(5)). Rozru$eni dynaktinu sniZuje u¢innost transportu viru
vakcinie stejné jako u herpes simplex viru, adenoviru, smérem k MTOC
(SUOMALAINEN et al,, 1999; PLOUBIDOU et al., 2000; DOHNER et al., 2002).

Dilezitou roli v transportu viru piedstavuje pfechod viru z mikrotubuld jdoucich z
MTOC na jaderny por. Toto propojeni je zprostfedkovdno dyneinem a jadernymi
importnimi a exportnimi faktory (obr.2.11(6)). Nedavné studie ukazaly, Ze jaderny
exportni faktor CRMI1 je pottebny pro transport adenoviru z MTOC k jadru
(STRUNZE et al., 2005). Kineziny mohou katalyzovat mikrotubuldrni transport
z MTOC k jadru. Zajimavé je, Ze CRM1 interaguje s proteinem RanBP2 (BERNAD
et al., 2004), ktery postupné¢ vaze kinezin-1 (CAI et al., 2001). Cilem tohoto
transportniho mechanizmu muize byt dosazeni jaderného péru nebo mista replikace
v cytozolu, nasledné ,,vybaleni“ genomu a uvolnéni do nukleoplazmy nebo do

cytozolu. (obr. 2.11(7)) (WHITTAKER, 2003; GREBER a FORNEROD, 2004).

2.5.5.4 Vyuziti cytoskeletu p¥i replikaci virového genomu

Hlavnim cilem vstupu viril do bunék je vytvoieni virového potomstva. Po dosazeni
mista replikace (cytozolu nebo nukleoplazmy), je virovy genom replikovan a balen
do nové syntetizovanych virovych ¢&astic (obr. 2.12(1)). Replika¢ni aparat
hostitelské buriky je virem ¢asto vyuzivan k transkripci, sestfihu, exportu mRNA a
piestavbé chromatinu. Jaderny aktin muze byt soudasti nukleoskeletonu a jaderné
laminy (BETTINGER et al., 2004; PEDERSON a AEBI, 2005). Motorovy protein
myozin [ a jiné aktin vazebné proteiny jsou zapojeny v jaderné transkripci
(PHILIMONENKO et al., 2004). Jaderny aktin-myozinovy systém muzZe
zprostiedkovavat pohyb ND10 jadernych télisek. Tento proces je modifikovan
mnoha viry, které se replikuji vjadie (MURATANI et al., 2002; SIMPSON-
HOLLEY et al., 2005; EVERETT, 2006).
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Béhem replikace viru v cytoplazmé, mohou viry rovnéz interagovat s cytoskeletem.
mRNA viru vakcinie kolokalizuje s mikrotubuly, které jsou potiebné pro virovou
genovou expresi (MALLARDO et al., 2001, SCHRAMM a LOCKER, 2005). RNA
genom lidského viru parainfluenza typu 3 je replikovan a transkribovan v asociaci
s ribonukleoproteiny vazanymi na aktinovém vlakné. Depolymerace aktinu inhibuje
syntézu virové RNA (GUPTA et al., 1998). Nové nasyntetizované mRNA viru
chiipky jsou asociovany s virovymi nukleokapsidovymi proteiny, které mohou vazat
aktinovd vldkna a tim regulovat jaderny import a export a udrZovat

ribonukleoproteinovy komplex v cytozolu pro u¢innéjsi translaci proteini.

& dynein/dynaktin ¥ kinezin _ \p myosin
== aktinovd vldkna === mikrotubuly
Q importin/exportin

Obr.2.11: Vstup virionii do buiiky. Interakce nékterych rodin viri s cytoskeletem. O
zadném z viri neni znamo, Ze by vyuzival vSechny znazoméné mechanizmy, ale muize
vyuzivat rzné strategie. Hypoteticky virus je navazany na plazmatickou membranu a
pohybuje se podél filopodii (1) smérem k oblasti s vysokou endocytickou aktivitou (2), kde
dochazi k endocytoze (3). Ptipadné muiize virus fiizovat s plazmatickou membranou (4). Po
prekonani aktinového kortexu bud’ jako souéast endocytického vacku nebo je samotny
virion transportovan dyneinem/dynaktinem podél mikrotubuli smérem k MTOC (5). Od
MTOC jsou viriony transportovany do jadra (6). Po navazani na jademy por, dojde
k uvolnéni virového genomu (7). (Pfevzato z RADTKE er al., 2006).
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2.5.5.5 Role cytoskeletu p¥i sklddani virionu

Po replikaci genomu a syntéze virovych proteini dochazi k transportu virovych ¢asti
do mista, kde dochéazi ke slozeni virovych &astic, pficemz jsou odli$nosti mezi
jednotlivymi skupinami vird. Po jaderné replikaci, mize byt virovy genom
transportovan jadernym pdrem jako u viru chiipky nebo HIV, nebo je genom balen
v jadernou Castici, jako v pfipadé¢ herpesviru, adenoviru a bakuloviru
(WHITTAKER a HELENIUS, 1998, WHITTAKER, 2003, DOHNER a SODEIK,
2004). V nedavnych studiich bylo zjisténo, Ze virové potomstvo herpes simplex
viru muze byt spomoci jaderného aktinu aktivné transportovano k jaderné
membrané za u€elem vypuceni (FOREST ef al., 2005).

Export genomové RNA do cytozolu vyZaduje jaderny aktin (KIMURA et al., 2000;
HOFMANN et al, 2001). RNA viru HIV obsahuje , Rev-responsible element” a
kolokalizuje s jadernym exportnim faktorem CRM1 a Ran GTPazou na aktinovych
vlaknech. Export RNA je sniZen v pfitomnosti latky rozrusujici aktin — latrunculinu
B. Po exportu do cytozolu je syntetizovan virovy protein gag, ktery pfipevni virovou
RNA k aktinovym vlaknim v blizkosti MTOC (POOLE et al., 2005), ¢imz iniciuje
dalsi krok cesty viru.

Virové membranové proteiny a glykoproteiny jsou syntetizovany na ribozémech
endoplazmatického retikula a transportovany smérem k Golgiho aparatu
umisténého pobliz MTOC (obr. 2.12(4)) a dale do cilovych oblasti virové
morfogeneze.

Viry maji rizné strategie pro skladani ¢astic, to mize probihat v cytozolu, jadre, ER,
Golgiho aparatu, tran-Golgiho aparatu, u plazmatické membrany nebo
v endozomech (obr. 2.12(5)). (SMITH a ENQUIST, 2002, PELCHEN-
MATTHEWS et al., 2004).

Castice IMV (intracellular mature virus) postupuji smérem k MTOC (obr. 2.12(3)),
pro tuto pozdni &ast cesty vyuZivaji dyneiny (PLOUBIDOU et al., 2000). Kineziny
mohou naopak transportovat nové nasyntetizované viriony EEV (extracellular
enveloped virus) nebo sekredni vacky, které obsahuji virové membranové proteiny
nebo kompletni viriony k plazmatické membrané¢ (RIETDORF et al., 2001;
JOUVENET et al.,2004). Protein A36R viru vakcinie interaguje piimo s lehkym
fetézcem kinezinu-1 (RIETDORF et al., 2001; WARD a MOSS, 2004). Virus
vakcinie s chybé&jicim A36R zprostiedkovava transport podél mikrotubulll k okraji
buriky se snizenou ucinnosti (HERRERO-MARTINEZ et al., 2005). Z toho plyne,
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ze virus vakcinie musi kddovat jesté jiny receptor pro plus-koncovy transport podél
mikrotubull. Nejvhodné€jsim kandidatem se zda byt protein F12L (van EIJL ef al.,
2002; SMITH et al., 2005). Dalsi objevené virové proteiny schopné interakce
s kineziny zahrnuji gag-polyprotein retrovirli a nékteré proteiny viru herpes simplex

(TANG et al., 1999; DIEFENBACH et al., 2002; KOSHIZUKA et al., 2005).

2.5.5.6 Uvolnéni viriona z buiiky

Kompletné¢ slozené viriony opousti burku exocytézou nebo vypucenim
z plazmatické membrany (obr. 2.12 (7,8)), nebo po lyzi burky a rozpadu
plazmatické membrany a uvolnéni virového potomstva. Posledni mozZnost je
vyuzivana adenoviry a jinymi neobalenymi viry a pravdépodobné nastava u vsech
virt indukujicich bunéénou smrt (GAROFF ef al., 1998). Pfi opousténi buriky (napft.
pfi puceni) viriony opét pfekonavaji aktinovy kortex, ktery je pod plazmatickou
membranou. Mechanizmus rozruseni aktinové sit€¢ pfi puceni ¢astic HIV-1 viru
zatim neni zndm. Nov¢ vzniklé infekéni virové Castice HIV-1 obsahuji ¢ésti
cytoskeletu, napt.: aktin, aktin vazebné proteiny (ezrin/radexin/moesin) a cofilin
(OTT et al., 2000). Pouziti latek rozruSujicich aktin (cytochalazin D, latrunculin B)
vedlo k snizeni uvolnéni viru na 50 % (SASAKI et al., 1995).

K Sifeni z buiky do okolnich buné€k vyuziva virus vakcinie aktinovy cytoskelet
neobvyklym zptsobem. Castice IEV (,jintracellular enveloped virus®) putuji nejprve
k povrchu bunék po mikrotubulech a fuzuji s plazmatickou membranou, zistavaji s
ni propojeny a jsou charakterizovany jako CEV (,,cell-associated enveloped virus®)
(SMITH et al., 2003). Nasledn¢ CEV aktivuji rodinu Src kindz (NEWSOME er al.,
2004), které fosforyluji tyrozinovy zbytek virového membranového proteinu A36R
(FRISCHKNECHT et al,, 1999). To vyvola signal, nasledkem ¢ehoz dochazi k
uvolnéni kinezinu-1 zproteinu A36R a dojde k zahdjeni polymerace aktinu,
zahrnujici aktin-jaderny komplex Arp2/3 (MOREAU et al., 2002; NEWSOME et
al., 2004). Tento komplex indukuje polymeraci aktinu (obr. 2.12(9)) a umoziiuje
CEV pohyb ven z infikovanych buné€k (SMITH et al., 2003). V tomto procesu se
uplatriuji 1 aktinové ,kometky*, které jsou iniciovany rodinami Src a Abl kinaz.
Tyto ,.kometky* jsou zodpovédné za uvolnéni a §ifeni CEV z buniky (REEVES er
al., 2005).
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R R A P RO RES
dynein/dynaktin = J  kinezin
aktinova vlidkna  sssw mikrotubuly

obr. 2.12: Skladani virionli a jejich uvolnéni z buniky. Nov¢ nasyntetizované kapsidy (1)
Jsou transportovany uvnitf jadra podél jaderného aktinu (2).Neobalené virové &astice jsou
transportovany pomoci motorového proteinu — dyneinu smérem k MTOC (3). Virové
membranové proteiny jsou translatovany v membrané ER a transportovany podél
mikrotubulll z ER do Golgiho aparatu (4), kde mohou vypuéit (5). Viriony jsou
transportovany podél mikrotubulii smérem k plazmatické membrané, pomoci kinezinu (6).
Bud’ dosahnou aktinového kortexu a opusti buitku exocytézou (7) nebo vypuéi
z plazmatické membrany (8). Z hostitelské buiikky mize byt virus pohanén smérem
k sousedni burice pomoci dynamické aktinové , kometky* (9).
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3. CiLE DIPLOMOVE PRACE
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V nas$i laboratofi se zabyvame studiem mechanisml jednotlivych krokd infekce

mySim  polyomavirem. Pfitom se stadle potykdme s problémem kvality

pfipravovanych virovych preparatd. Pro studium jsme dosud pouZivali kmen A2 a

virus jsme pomnozovali na stabilni bunéfné linii mySich fibroblastli (3T6).

Infektivita ziskdvanych preparati byla relativn€é nizkd (vysoky pomeér

hemaglutinac¢nich jednotek na infekéni titr) a navic klesala v prib€hu purifikace i

skladovéni. Ve snaze ziskat pro dal$i praci virovy izolat, ktery by daval vyssi

vytézky na dostupnych bunéénych liniich, bylo prvnim cilem diplomové prace:

1. a) Pripravit virové plaky jednak z tradi¢né v nasi laboratofi pouzivaného
kmenu A2 ale také z izolatu P16, ktery ziskala naSe laborator z Velké
Britanie

b) Pomnozit viry z jednotlivych plakii a porovnat infek¢énost A2 a P16
izolati.
c) Zjistit sekvenci regulaéni oblasti genomu viru P16 a porovnat ji se

znamou sekvenci regulacni oblasti A2

Mysi polyomavirus vstupuje do bun€k endocytickou drahou, k transportu
vyuziva rizné bunécné kompartmenty. K transportu v bunéénych kompartmentech
myS$i polyomavirus vyuziva cytoskelet. Jiz dfive bylo zjiSt€no, Ze pii rozruSeni
mikrotubularni sité (nocodazolem) dochézi k uplné inhibici virové infekce. Inhibice
je reverzibilni a po odstranéni tubulin rozruSujiciho agens se infektivita viru vrati na
stejnou hodnotu (LIEBL et al., manuscript v preparaci). Z toho vyplyva, Ze mysi
polyomavirus vyuziva pro dopravu genomud do bunééného jadra mikrotubularni sit’.
V ptitomnosti latek rozrusujicich aktinova mikrofilamenta se snizi u¢innost infekce
asi na 50 %. Inhibice je rovnéz reverzibilni. Po odstranéni rozruSujicich latek (na
rozdil od situace u tubulinového cytoskeletu) je u¢innost infekce vyrazné vyssi nez
v kontrolnich burikach, které nebyly v dobé pohybu viru k bunéénému jadru
transientni depolymerizaci aktinu vystaveny. Druhym ukolem této prace bylo:

2. Dale studovat funkce aktinového a tubulinového cytoskeletu v pohybu
virioni od bunééné membriany Kk bunéénému jidru a pokusit se
identifikovat kompartment(y), ve kterych se mysi polyomavirus nachazi

v pritomnosti cytoskelet rozrusujicich latek.
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V soucasné dobé zaciname v nasi laboratofi studovat také lidsky polyomavirus BK.
Tento virus, podobné jako ostatni polyomaviry primatd, ma s mySim polyomavirem
fadu podobnosti ale také odliSnosti. Napf. minoritni strukturni proteiny VP2 a VP3
maji ve srovnani s proteiny mysiho polyomaviru delsi C-konec, ktery jim udili
schopnost interagovat nespecificky s DNA. Této C- koncové doméné VP2 a VP3
viru JC se pfisuzuje také schopnost dovést hlavni strukturni protein VP1 do
specifickych (PML) domén v bunééném jadie. Abychom mohli studovat rozdily
v pohybu burikou a ve funkcich a vlastnostech proteinti BK viru a MPyV, musime
napfed ziskat protilatky proti jednotlivym virovym proteinim. Proto jsme se
rozhodli pfipravit strukturni proteiny a umélé virové castice v bakulovirovém
expresnim systému a produkty vyuzit mimo jiné pro ptipravu monoklonalnich

protilatek. Ja jsem navic k ukolim své diplomové prace pfidala kol treti:

3. a) Konstruovat rekombinantni plazmid a izolovat bakulovirus pro
expresi proteini VP1 a VP3 polyomaviru BK.
b) Z hmyzich bunék infikovanych rekombinantnim bakulovirem izolovat

a charakterizovat kapsidy sloZené z obou produkovanych proteini.
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4. MATERIAL A METODY
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4.1 Pristroje

Aparatura pro SDS-PAGE (Hoefer)

Aparatura pro western blotting (Biorad)

Centrifuga GS-15R, rotor S4180 (Beckman)

Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraeus Sepatech)

Centrifuga Microfuge Lite Centrifuge (Beckman)

CO, termostat (Forma Scientific)

Elektroforéza E-C Apparatus corporation (Hoefer)
Elektronovy mikroskop JEOL JEM 1200EX
Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Biorad)
Fluorescen¢ni mikroskop BX-60 (Olympus)

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX 81

Invertovany mikroskop Olympus CK 40

Konfokalni mikroskop LCS SP2 Laser scanning confocal microscope (Leica)
Kultiva¢ni pfistroje (Labnet, Lab Therm)

Lupa s bo¢nim osvétlenim (Olympus)

Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5
PCR aparatura MiniCycler ™ (MJ Research)

Sonikator Soniprep 150 (Schoeller Pharmacia Praha)
Sonikator UP50H (Schoeller Pharmacia Praha)

Sonikator Bransonic 5 (Cole-Parmer Instrument Company)
Spektrofotometr Spekol 11 (Carl Zeiss-Jena)

Termostat TCH 100 (laboratorni pfistroje Praha)

Trepacka (Labnet)

Ultracentrifuga L5-50B, rotory SW28, SW41 (Beckman)
UV transiluminator (Biolum)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
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4.2 Material

4.2.1 Chemikalie

Chemikalie

Agaroza pro elektroforézu
Akrylamid

Amonium persulfat

Ampicilin

Antibiotika pro TK

Baktopepton

Bovinni sérovy albumin (BSA)
Bromfenolova modi (BFM)
Cesium chlorid CsCl
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Disodna sul kyseliny diethyltetraoctové (EDTA)
dNTP

Dithiotreitol (DTT)

Ethanol

Ethidium bromid (EtBr)

Fenol

Fetalni teleci sérum (FCS)
Glycerol

Glycin

Glukoéza

Glutathion
Hydrogenfosfore¢nan disodny (dodekahydrat)
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid hotecnaty

Chlorid vapenaty

Chloroform

Isopropyl-3-D-thiogalaktosid (IPTG)
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Vyrobce

Sigma, Serva
Serva
Serva
Léciva
KRD
Imuna
Sigma
Lachema
Serva
Lachema
Sigma
Sigma
Roche
Lachema
Lachema
Lachema
Sigma
Lachema
Serva
Serva
Sigma
Lachema
Lachema
Lachema
Sigma
Lachema
Sigma
Lachema

Fermentas




[zopropanol

Kyselina borita

Kyselina fosfore¢na
Kyselina chlorista
Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova
Kyselina p-kumarova
Kvasni¢ny autolyzat
L-glutamin

Luminol
-merkaptoethanol
Methanol

Octan draselny (KAc)
Octan hore¢naty (MgAc)
Octan sodny (NaAc)
Polyethylenglykol (PEG)
Siran hote¢naty
Dodecylsulfat sodny
N,N,N’,N’ — Tetramethylethylenediamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Zivny agar (ZA &. 2)
Zivny bujon (ZB &. 2)
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Lachema
Serva
Lachema
Lachema
Lachema
Lachema
Sigma
Imuna
Sigma
Serva
Serva
Lachema
Lachema
Lachema
Lachema
Serva
Lachema
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Imuna

Imuna



4.2.2 Roztoky
BFM: 50% glycerol
0,13 M EDTA-NaOH (pH 8.0)

0,12% brom-fenolova modF

Blotovaci pufr: 25 mM Tris
195 mM glycin
20% methanol

B pufr: 10 mM Tris (pH 7.4)
150 mM NacCl
0,01 mM CacCl,

Elektroforeticky pufr (10x): 250 mM Tris
1,92 mM glycin
1% SDS

Elu¢ni pufr: 20 mM redukovany glutathion
100 mM Tris-HCI (pH 8.0)
120 mM NaCl

Extraéni pufr: 10 mM Tris pH 8.0
5 mM EDTA
0.5% SDS

Lyzaéni pufr: 0.03 M Tris pH 7.5
0.01 M MgAc
1% NP-40

PBS (10x) (0,5 I): 40,9 g NaCl
1 gKCl
17,9 g Na,HPO,.12H,0
1,22 g KH,PO,
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TBE pufr (Tris — boratovy — EDTA): 40 mM Tris-HCI (pH 8.0)
2 mM EDTA-NaOH (pH 8.0)
90 mM kyselina borita

TE pufr: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA-NaOH (pH 8.0)

»3SDS loading pufr¢ (5x): 5% SDS
50 mM Tris-HCI (pH 6.8)
50% glycerol
25% B-merkaptoethanol

0,005% bromfenolova modf

SOC médium: 2% baktopepton
0.5% kvasni€ny autolyzat
10 mM NaCl
2.5 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO4
20mM glukéza
MgCl, a MgSO,4 byly sterilizovany samostatné a k médiu pfidavany az  pied

pouzitim.

Upraveny fenol: Destilovany pufrovany 1 M Tris-HCI (pH 8,0), s pridanim 0,1%
8- hydroxychinolinu

Upraveny chloroform: chloroform s izoamylalkoholem (24:1 — w/v)
Roztok I: 25 mM Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM EDTA-NaOH (pH 8.0)

50 mM glukéza

Roztok II: 0,2 M NaOH
1% SDS
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Roztok III: 60 ml 5 M octanu draselného
11,5 ml ledové kyseliny octové

28,5 ml destilované vody

Roztok pro spodni gel pro PAGE: 4 m] 30% akrylamidu
1 ml 1M Tris-HCI (pH 8.8)
120 pl 10% SDS
3,25 ml demineralizované vody
40 pl 10% amonium persulfat

8,5 ul TEMED

Roztok pro horni gel pro PAGE: 0,5 ml 30% akrylamidu
0,375 ml 1M Tris-HCI (pH 6.8)
30 ul 10% SDS
2,11 ml demineralizované vody
20 pl 10% amonium persulfat
5 Wl TEMED

2% fosfowolframova kyselina (pH=7,0) (Fluka)

4.2.3 Média a roztoky pro tkarnové kultury
DMEM médium se sérem: DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)(Sigma)
10% fetalni bovinni sérum (Sigma)
2 mM L-glutamin (Gibco)
1/100 objemu smési antibiotik pro TK (Sigma)
DMEM medium bez séra: DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)(Sigma)
2 mM L—glutamin (Gibco)
Hmyzi médium se sérem: TNM-FH insect medium (Sigma)
10% fetalni bovinni albumin (Sigma)
1/100 objemu smési antibiotik pro TK (Sigma)
Hmyzi médium bez séra: TNM-FH insect medium (Sigma)
Versen (Sevac)

Trypsin (Sigma)
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4.2.4 Antibiotika

Ampicilin (Lé¢iva): pouzivan v kone¢né koncentraci 100pug/ml

Gentamycin (Gibco): pouzivan v kone¢né koncentraci 7pg/ml

Kanamycin (Sigma): pouzivan v kone¢né koncentraci 50pg/ml

Tetracyklin (Sigma): pouzivan v kone¢né koncentraci 10pg/ml

Smés antibiotik pro tkanové kultury: Ampicilin (Lé¢iva) je pouzZivan v kone¢né
koncentraci 100pg/ml. Smés antibiotik pro tkanové kultury: pouzivany 100x
koncentrovany roztok obsahuje na 1 ml — 10 000 jednotek penicilinu, 10 mg

streptomycinu, 25 mg amphotericinu B.

4.2.5 Enzymy
Alkalicka fosfataza (CIAP) (Boehringer Mannheim)
DNA Polymeréza (Fermentas)

Ribonukleiza A (RNaza A), (Sigma) — koncentrace 10mg/ml
T4 DNA Ligaza (Fermentas)
Restrikéni endonukleazy (RE), (Fermentas): Nde 1

Nhe I

Pst1

Sma I

Xbal

4.2.6 Pufry
Pufr pro DNA polymerazu (Fermentas): 20 mM Tris — HCI (pH 7.8)
10 mM (NH4),SO4
10 mM KCI
1% Triton X-100
0.1 mg/ml BSA

Pufr pro T4 DNA ligazu (Fermentas): 40 mM Tris — HCI (pH 7.8)
10 mM MgCl,
10 mM DTT
5 mM ATP
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Pufr O" (Fermentas): 50 mM Tris — HCI (pH 7.5)
10 mM MgCl,
100 mM NaCl
0,1 mg/ml BSA

Pufr Y'/TANGO (Fermentas): 33 mM Tris — HCI (pH 7.9)
10 mM octan hotfe¢naty

66 mM octan draselny
0,1 mg/ml BSA

Pufr pro CIAP (Boehringer Mannheim): 10 mM Tris — HCI (pH 8.3)
1 mM MgCl,
1 mM ZnCl,

4.2.7 Markery molekulovych vah

DNA marker ). DNA/Pst I: DNA faga A St€pend restrikéni endonukleazou Pst I.
Velikosti fragmentd po Stépeni Pst I (bp): 11501%*, 5077, 4749, 4507, 2838, 2556*,
2459, 2443, 2140, 1986, 1700, 1159, 1093, 805, 514, 468, 448, 339, 264, 247.

Kohezivni konce o ptesahu 12 bazi fragment 11501 a 2556 (oznac¢enych *) mohou

asociovat a vytvaret dalsi fragment o velikosti 14057 bp.

SDS - PAGE marker molekulovych vah (Sigma):
a, — makroglobulin (187,3 kDa)

B — galaktosidaza (116,1 kDa)

Lactoferrin (100,6 kDa)

Pyruvéatkinaza (70,3 kDa)

Fumaraza (60,4 kDa)

Laktatdehydrogenaza (37,3 kDa)

Tridzofosfatizomeraza (33,3 kDa)
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4.2.8 Protilatky

Primarni protilatky:

Anti-PyVP1-Al: mySi monoklondlni protilatka proti VP1 (nefedénd) (Moravkova
2001)

Anti-VP1 sérum: krali¢i sérum proti VP1 ¢&asticim izolovanych z hmyzich bunék
po infekci rekombinantnim bakulovirem (fedéni 1:1000) (D.Liebl,PhD, vyrobeno
v Ustavu molekularni genetiky AV CR, Praha)

Anti-BiP  (GRP94):  krysi monoklonalni  protilatka proti  proteinu
endoplazmatického retikula GRP94 (fedéni 1:100) (Alexis)

Anti- EEA1: kozi polyklondlni protilatka proti EEA1 (fedéni 1:100) (Santa Cruz
Biotechnology)

Anti-atubulin: my$i monoklonalni protilatka proti o tubulinu (fedéni 1:200)
(Exbio)

Anti-kaveolin-1: krali¢i monoklonalni protilatka proti kaveolinu-1 (fedéni 1:200)
(Santa Cruz Biotechnology)

Anti-LAMP-2: krysi monoklonalni protilatka proti LAMP2 (fedéni 1:50)
(Developmental Studies Hybridoma Bank, The University of lowa)

Anti-Rab11: krali¢i monoklondlni protilatka proti Rabl1l (fedéni 1:300) (Zymed
71-5300)

Anti-Ubiquitin: my$i monoklondlni protilatka proti ubiquitinu (fedéni 1:100) (Santa
Cruz Biotechnology)

Anti-C1 a C4: krysi monoklondlni protilatka proti spole¢né oblasti (common
region) ¢asnych antigenli mySiho polyomaviru (nefedénd, pouzivand jako smeés
v poméru 1:1) (S. Dilworth, Imperial College School of Medicine, London)

Anti LT4: krysi monoklonalni protilatka proti antigenu LT (fedéni 1:5) (S.
Dilworth, Imperial College School of Medicine, London)

Anti-SV40 VP2/3: krali¢i protilatka proti proteinim VP2/VP3 BK viru (fedéni
1:1000) (poskytnuto A.Oppenheim)

Anti-VP1: krali¢i polyklonalni protilatka proti VP1 (fedéni 1:250) (vyrobena v nasi
laboratofi)

Phalloidin konjugovany s rhodaminem (fedéni 1:800)
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Sekundarni protilatky:

Osli polyklonalni protilatka proti mySim imunoglobulinim Alexa fluor 488
nm (fedéni 1:1000) (Molecualr Probes)

Osli imunoglobuliny namifené proti krysim imunoglobulinim Alexa fluor
488 (fedéna 1:1000) (Molecular Probes)

Kozi polyklonalni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim Alexa fluor
488 nm (fedéni 1:2000) (Molecular Probes)

Kuteci polyklonalni protilatka proti krali¢cim imunoglobulinim Alexa fluor
488 nm (fedéni 1:1000) (Molecular Probes)

Kozi polyklonalni protilatka proti mySim imunoglobulinim Alexa fluor 546
nm (fedéni 1:1000) (Molecular Probes)

Kozi polyklondlni protilatka proti krysim imunoglobulinim Alexa fluor 546
nm (fedéni 1:1000) (Molecular Probes)

Osli polyklonalni protilatka proti kozim imunoglobulinim Alexa fluor 546
nm (fedéni 1:1000) (Molecular Probes)

Osli polyklonélni protilatka proti krysim imunoglobulinim Alexa fluor 594
nm (fedéni 1:1000) (Molecular Probes)

Kozi polyklonalni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim Alexa fluor
594 nm (fedéni 1:1000) (Molecular Probes)

Osli protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovanéa s kfenovou

peroxidazou (fedéni 1:1000) (Amersham, 87136)

4.2.9 Primery pro PCR reakci
VP3BKVSmal:5' GTGGCA CCCGGG ATGGCTTTGGAATTGTTTAACC 3’

Kurzivou je vyznaceno restrikéni misto pro Smal, tu¢né komplementarni sekvence

k amplifikovanému genu

Pfb Dual-VP2B:5' GAGGGC GCTAGC TTAACTTCTAGAACTTCTACTCC 3’

Kurzivou je vyznaceno restrikéni misto pro Nhel, tu¢né komplementarni sekvence

k amplifikovanému genu
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Primery pro amplifikaci regula¢ni oblasti polyomaviru:
REG-LTecr: 5" GCTCAGAACTCTATCCATG 3’
(oblast 173-192 nukleotidii viru A2)

REG-VP2: 5" GTCAGTGCGGCTCCCAT 3’

(oblast 4985-5004 nukleotidii viru A2)

4.2.10 Pouzité buiiky, viry, bakteridlni kmeny a plazmidy

Bunécné linie:

Bunéc¢na linie NIH 3T6 — stabilni linie mysich fibroblastti, senzitivni a permisivni
pro mysi polyomavirus (Prof.Griffin, Royal Postgraduate
School, London)

Bunééna linie NMuMG (Normal Murine Mammary Gland Cells) — myS$i buiiky
epitelu prsni Zlazy, senzitivni a permisivni pro mysi
polyomavirus (Monique Berrebi, CNRS, Francie)

Bunécnd linie WOP — mySi embryonalni fibroblasty 3T3 transformované velkym T
antigenem polyomaviru

Primarni buitkky WME (whole mouse embryo cells) — mysi embryonalni burky (linie
ptipravena Mgr. M. Stancikovou)

Bunétna linie Sf9 — linie hmyzich bunék odvozena ztkan¢ ovarii motyla
Spodoptera  frugiperda (American Type Culture
Collection No. CRL-1711)

Mysi polyomavirus kmen A2 (poskynuty B.Griffin)

Mysi polyomavirus kmen P16 (poskytnuty B. Griffin)

Mysi polyomavirus (prof. Amati, Universita [L.a Sapienza, Rome)

Bakteridlni kmeny:

Escherichia coli DH5a.: supE44, AlacU169 (®80 lac ZAM15), hsdR17, racAl,

endAl, gyrA96, thi-1, relAl

Escherichia coli DH10Bac: F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcerBC) f80lacZDM15 lacX74
deoR recAl end Al araDI139 (araleu)7697 ga/U ga/K  -rpsL
nupG/bMON14272/pMON7124

Pouzité kmeny byly ziskany ze sbirky Katedry genetiky a mikrobiologie, PiF UK

59



Plazmidy:

PFastBacDual-VP1: Bakulovirovy transferovy vektor uréeny pro Bac-toBac
systém. Selekce pomoci amp” a gen”. (Invitrogen)

pBluescript I KS (+)-BK: Plazmid s vlozenym genomem BK viru. Selekce
pomoci amp”. (poskytnuto K. Dorries)

pMIJG: plazmid obsahujici polyomavirovy genom (KRAUCEWITZ et al., 1990)

4.3 Metody
4.3.1 Sterilizace

Veskeré roztoky, Spi¢ky k mikropipetam a mikrozkumavky byly sterilizovany
v autoklavu (30 minut, 120 kPa, 127°C).

Roztoky, které nemohly byt sterilizovany v autoklavu, byly sterilizovany filtraci
ptes sterilni filtr (0,22 pm).

Umeélohmotné centrifuga¢ni zkumavky byly sterilizovany 24 hodin parami kyseliny
peroctove.

Chemické sklo bylo sterilizovano horkym vzduchem pii 160°C 3 hodiny.

Pinzety, mikrobiologické klicky a hokejky byly sterilizovany Zihanim nebo

vypaleny po namoceni do ethanolu.

4.3.2 Prace s tkanovymi kulturami
Sav¢i bunky byly kultivovany v CO, termostatu (Forma Scientific) pfi 37°C a 5%
CO,. Hmyzi buiiky byly kultivovany v termostatu Termobox LBT 165 pti 28°C.

4.3.2.1 Pasazovani savéich bunék
e 7 konfluentn¢ narostlé misky (6 cm) bylo odsato médium DMEM se sérem.
e Burky byly oplachnuty 5 ml roztoku versenu a inkubovéany v 0,5 ml 0,25%
trypsinu v PBS v termostatu dokud se neuvolnily do média (maximéalni doby
inkubace byla 10 minut).
e Poté bylo k buikam pfidano 5,5 ml DMEM média s 10% sérem a bunky
byly diikladné resuspendovany.
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e Suspenze byla po 1 ml rozdélena na 6 Petriho misek a objem na kazdé misce
byl doplnén do 6 ml DMEM médiem s 10% sérem. Pokud byly buriky
kultivovany v 24 jamkové desti¢ce na krycich mikroskopickych skli¢kach,
tak bylo dano na skli¢ka 60 pl suspenze a objem doplnén 1 ml DMEM média

s 10% sérem.

e Burky byly inkubovany pii 37°C v CO; inkubatoru.

4.3.2.2 Pasazovani hmyzich bunék

(SUMMERS et al. 1987)

e Konfluentné narostlé buniky na Petriho misce (&6 cm) byly seSkrabany
gumovym Skrabatkem a bunéfnd suspenze byla pfevedena do 50 ml
centrifugacni zkumavky.

e K buitkdm bylo pfidano TNM-FH hmyzi médium s 10% sérem tak, aby pomér
bunécné suspenze a cerstvého média byl 1:4.

e Vznikla suspenze byla dobfe promichana a po 6 ml rozd¢lena na 4 Petriho misky
(26 cm).

e Bunky byly kultivovany piti 28°C.

4.3.2.3 Synchronizace savéich bunék pied infekci
(CHEN a FLUCK 2001)
e Buriky byly synchronizovany do GO faze buné¢ného cyklu 20-24 hodinovou
inkubaci v DMEM médiu bez séra pti 37°C v CO; inkubatoru.
e Po uplynuti této doby byly buriky pfipraveny pro infekci.

4.3.2.4 Infekce savcich bunék virem
(TURLER a BEARD 1985)
e Virové inokulum bylo 3x po minut¢ sonikovano ve stolnim sonikétoru
Bransonic 5 (Cole — Parmer Instrument Company).
e 7 bun€k narostlych do 50% konfluence bylo odsaito DMEM médium a
buiiky byly oplachnuty bezsérovym DMEM médiem.
e Na Petriho misku (9 cm) byl pfidan 1 ml bezsérového DMEM média, na
mikroskopické sklicko v 24 jamkové desticce bylo pfiddno 200 ul DMEM
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média bez séra. Bylo pfidano takové mnozstvi virového inokula, aby bylo
dosazeno pozadované multiplicity infekce.

e Bunky byly inkubovéany v CO, termostatu 1 — 1,5 hodiny.

e Po uplynuti dané doby bylo k builkkam ptidano DMEM médium s 10%
sérem. Doba infekce byla pocitana od chvile pfidani virového inokula.

e Buiky byly inkubovény pii 37°C v CO; inkubatoru.

4.3.2.5 Infekce hmyzich bunék virem
(SUMMERS et al., 1987)

e Bunky byly pasdZovany v poméru 1:2 do bezsérového média.

e Po prichyceni bun€k na povrch Petriho misky (nejdfive za 30 minut) bylo
odsato médium a ptidano virové inokulum (10 PFU na buriku). Buriky byly
za stalého kolébani inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teplote.

e Po uplynuti této doby bylo k buitkkdm ptidano TNM-FH hmyzi médium s
10% sérem.

e Poté byly burky inkubovany 3-4 dny pii 28°C pro rozsifeni infekce,
infikované buniky byly seSkrabany do 50 ml zkumavky a centrifugovany 10
minut pi1 2000 rpm a 4°C.

e Sediment bunék byl promyt roztokem PBS a uskladnén pii -20°C pro dalsi

pouZiti.

4.3.2.6 Fixace hmyzich bunék

Z bunék narostlych na sklicku ve 24 jamkovych miskach bylo odsato médium a
byly oplachnuty roztokem PBS.

Poté byl k buiikdm pfidan roztok methanol/aceton v poméru 1:1. Roztok byl na
burikach ponechan po dobu 4 min a poté byl odsat a zbunky byly usuSeny od
zbytk roztoku.

Zafixované buiiky byly vysyceny minimalné 30 min v roztoku 0,25% Zzelatiny a

0,25% roztoku BSA v PBS.
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4.3.2.7 Transfekce hmyzich bunék

Buriky byly pasaZovany na Petriho misky (&6 cm), po pfichyceni bunék na
povrch misky bylo médium odsato a byly ptiddny 2 ml erstvého TNM-FH
hmyziho média s 10% sérem.

Byla pfipravena transfekéni smés obsahujici 10 pl bakulovirové DNA,
950 ul roztoku HEBS a 50 ul 2,5 M CaCl,. Smés byla promichana a
inkubovana 30 minut pfi laboratorni teplot¢.

Piipravena smés byla po kapkach pfidana k bunikam, které byly nasledné
inkubovany 4 hodiny pii 28°C.

Poté bylo médium z bunék odsato a buriky byly oplachnuty 5 ml TNM-FH
hmyziho média s 10% sérem. Nakonec k nim bylo pfiddno 5 ml TNM-FH
hmyziho média s 10% sérem a byly inkubovany 4-6 dni pti 28°C.

Médium z bunék bylo pouzito k ziskani rekombinantniho bakuloviru.

4.3.2.8 Izolace kapsid z hmyzich bunék

Buriky infikované rekombinantnim bakulovirem nesouci gen pro strukturni
proteiny VP1 a VP3 lidského BK viru byly pfeneseny do 50 ml zkumavky a
centrifugovany 10 minut pti 2000 rpm pii 4°C (Centrifuga GS-15R, rotor
S4180).

Sediment byl proplachnut roztokem PBS a resuspendovan v B pufru.
Suspenze bunék byla sonikovana 3x30s.

Poté byla suspenze centrifugovana 10 min pii 4800 rpm a 4°C (Centrifuga
GS-15R, rotor S4180).

Supernatant byl centrifugovan pfes 10% sachardézovy polstai v B pufru
3 hodiny pii 35000 rpm p#i 4°C (rotor SW 41). Sediment byl resuspendovan
v B pufru a sonikovan 3x30s.

Suspenze byla centrifugovana v CsCl gradientu 20h pti 35000 rpm a 18°C
(Rotor SW41).

Po rozdé€leni gradientu byl zméfen refraktometricky index a na jeho zakladé
byly frakce pospojovany do 2 vyslednych frakci. CsCl byl odstranén
dialyzou proti B puftru.

Frakce byly zahus$tény pies 10% sachar6zovy polstar.

Sediment byl resuspendovan v B pufru.
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4.3.2.9 Fixace savc¢ich bunék

Z bun¢k narostlych v 24 jamkové desticce na mikroskopickych sklickach
bylo odsato médium a byly oplachnuty roztokem PBS.

Bunky byly fixovany 30 minut 3% paraformaldehydem v PBS pfi
laboratorni teploté za mirného kyvani.

Poté byly bunky permealizovany 5 minut v 0,5% roztoku Tritonu X-100
v PBS a 3x10 minut oplachnuty roztokem PBS.

4.3.2.10 Neprima imunofluorescence

(FORSTOVA et al., 1993)

Zafixované buiiky byly inkubovany minimélné¢ 30 min v roztoku 0,25%
BSA, 0,25% Zelatina v PBS.

K vysycenym buiikdm byla pfidana primarni protilatka nafedéna v PBS a
buriky byly inkubovany 1 — 1,5 hod pfi laboratorni teploté¢ za mirného
kyvani.

Buriky byly 3x 10 min promyty roztokem PBS.

Poté byla k bukkdm na 30 min pfiddna sekundarni protilatka nafedéna
v PBS.

Buriky byly opét promyvany 3x10 min roztokem PBS.

Sklicka byla poloZena burikami do kapky glycerolu na podloznim skle.
Preparaty byly pozorovéany fluorescenénim mikroskopem BX-60 (Olympus)
nebo konfokalnim mikroskopem LCS SP2 Laser scaning confocal

microscope (Leica).

4.3.3 Plakova zkouska

Bunky byly pasaZzovany na Petriho misky (6 cm) tak, aby byly 30-40%
konfluentni.

Po uplynuti 24 hodin bylo DMEM médium se sérem odsato, buiikky byly
oplachnuty DMEM médiem bez séra a bylo pfidano 2 ml virového inokula
na Petriho misku v rizném fedéni (102-107).

Buriky byly inkubovany 1 hodinu pfi 37°C v CO, inkubatoru. Poté bylo
k burikkdm pfidano 5 ml DMEM s 10% sérem.
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Po uplynuti 15 hodin bylo médium odsato a k butikdm bylo ptidano 5 ml
sterilni 0,9% Sea Plaque agar6zy v DMEM médiu s 10% sérem.

Po ztuhnuti agarézy byly builky inkubovany 6-10 dni v CO, termostatu pii
37°C.

Poté byly plaky obarveny roztokem 1% neutralni ¢erveni v DMEM médiu s
5% sérem a inkubovany pies noc v CO; termostatu.

Médium s neutralni Cerveni bylo odsato a buiky byly inkubovany 1-2
hodiny v termostatu pti 37°C.

Poté byly plaky oznaCeny ze spodu Petriho misky pod lupou a agaréza nad
nimi (s virem) vypichnuta sterilni §pickou a prenesena do mikrozkumavky s

0,5 ml DMEM média bez séra. Tyto plaky byly uskladnény pf#i -72°C.

4.3.3.1 Infekce bunék plakovym izolatem

Pro infekci 1 Petriho misky (&6cm) bunék (30-40% konfluentné narostlé)
témito plaky byl pouzit cely objem (po dikladné homogenizaci) ziskany
z plakové zkousky (0,5 ml).

Buriky byly inkubovéany v CO, termostatu 1 — 1,5 hodiny.

Po uplynuti dané doby bylo k buitkdm ptidano DMEM médium s 10%
sérem. Doba infekce byla pocitana od chvile pfidani virového inokula.

Bunky byly inkubovany pii 37°C v CO; inkubatoru.

4.3.4 Izolace mysiho polyomaviru
(TURLER a BEARD 1985)

Buikky WME byly pasaZzovany v pomeéru 1:15 a infikovany mySim
polyomavirem s nizkou multiplicitou infekce, M.O.1. = 0,1 pfu/buriku.

Po 6 dnech bylo od bunék odsato médium, uchovano pfi 4°C a k burikdm
bylo ptiddno ¢erstvé DMEM médium s 5% sérem.

Po uplynuti 11 dnd po infekci byly buiky i s médiem 3x zmraZzeny a
rozmraZzeny, po poslednim rozmrazeni byly builkky z misek seSkrabany
gumovym Skrabatkem a centrifugovany, spolecné s médiem sebranym 6. den
po infekci, 40 min pfi 4800 rpm a 4°C (Beckman Centrifuge GS-15R).

Supernatant byl uschovan pti 4°C.
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Pelet byl resuspendovan v 10 mM Tris-HCI (pH=7,4), vznikla suspenze byla
homogenizovéna v Potter Elvehjem homogenizatoru chlazeném na ledu.

Ke wvzniklé smési byl pfidan inhibitor proteaz aprotinin (2 pg/ml) a
neuraminidaza (0,01 U/ml) a smés byla inkubovana pfes noc pti laboratorni
teploté za stalého kyvani.

Suspenze byla centrifugovana 40 min pifi 4800 rpm a 4°C (Beckman
Centrifuge GS-15R).

Supernatant byl pfidan k predchozimu a uskladnén p#i 4°C.

Pelet byl resusendovan v 10mM Tris-HCl (pH=9) a inkubovan 4 hod pfi
laboratorni teploté za stalého kyvani.

Vznikla suspenze byla centrifugovana 40 min pti 4800 rpm a 4°C (Beckman
Centrifuge GS-15R).

Supernatant byl spojen s piedchozimi a uskladnén pti 4°C.

4.3.4.1 Centrifugace pres sacharozovy polstar

Tato metoda slouzi k odstranéni kontaminujicich proteint, ale zaroveni k zahusténi

vzorku (pfi centrifugaci se viriony i pseudokapsidy koncentruji na dno centrifuga¢ni

zkumavky).

Z.ahusténi viriond z média:

Supernatanty  obsahujici viriony (viz predchozi kapitola) byly
v ultracentrifuga¢nich zkumavkach podvrstveny 2-3 ml 10% sacharézy v B
pufru.

Zkumavky byly dany do centrifuga¢nich kyvet a vyvaZzeny B pufrem.
Centrifugace probihala 3 hod pfi 25000 rpm a 4°C (ultracentrifuga Beckman,
rotor SW28).

Sediment byl resuspendovan v B pufru.

Z.ahus$téni virionu nebo proteini:

Vzorek obsahujici virové kapsidy v B pufru byl umistén do centrifuga¢nich
zkumavek a podvrstven 1,5 ml 10% sacharézy v B pufru.

Zkumavky byly pfemistény do centrifuga¢nich kyvet a vyvazeny B pufrem.
Centrifugace probihala 3 hod pfi 35000 a 4°C(ultracentrifuga Beckman, rotor
SW41).

Ziskany sediment byl resuspendovan v B pufru.
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4.3.4.2 Izopyknicka centrifugace v rovnovazném CsCl gradientu

(TURLER a BARD, 1985)

Tato metoda umozZiuje separaci virionti a pseudokapsid na zakladé jejich vznasivé

hustoty v CsCl gradientu.

Sediment ziskany centrifugaci ptes sachar6zovy polstat byl resuspendovan v
B pufru.

V centrifuga¢ni zkumavce bylo smichano 7,9 g vzorku v B pufru s 3,79 g
CsCl (vysledna hustota vzorku 1,3 g/cm?).

Po rozpusténi CsCl byl zméfen refraktometricky index smési, ktery se mél
pohybovat vrozmezi 1,363 — 1,366 (~1,33 g/em® — vznasiva hustota
virionu).

Smés byla pfevrstvena parafinovym olejem, zkumavky byly dany do
centrifugacnich kyvet a vyvazeny.

Centrifugace probihala 20 hod pii 35000 rpm a 18°C (rotor SW41).

Vznikly gradient byl rozdélen pomoci peristaltické pumpy a u jednotlivych
frakci byl zméfen refraktometricky index, na jehoz zékladé byly frakce
pospojovany.

CsCl byl odstranén dialyzou proti pufru B.

4.3.4.3 Dialyza

Tato metoda slouzi k odstranéni nizkomolekularnich latek (CsCl, sacharéza, aj.),

tyto latky prochézeji semipermeabilni membranou z prostfedi o vyssi koncentraci

roztoku do prostiedi méné koncentrovaného. Uvniti dialyzaéni membrany jsou

zadrzovany vysokomolekularni latky (proteiny, DNA).

Dialyza¢ni membrdna o vhodném priméru byla 10 min povaiena
v destilované vode¢.

Vzorek byl ptenesen do membrany a z obou stran uzavien dialyzacnimi
svorkami.

Dialyza probihala ve 100 — 200 nasobném objemu pufru B pies noc pii 4°C
za stalého michéni. Pufr byl béhem dialyzy jednou vyménén.

Poté byl vzorek zahustén centrifugaci ptes sachar6zovy polStar.
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4.3.4.4 Hemaglutinacni test
(TURLER a BEARD 1985)

Hemaglutinacni test umoZniuje stanovit piibliZnou koncentraci virovych ¢&éstic

pomoci aglutinace erytrocytd. Je vyuZivana schopnost virovych astic interagovat

s kyselinou sialovou na povrchu mor¢ecich erytrocytii. Neaglutinované erytrocyty se

usadi na dné€ ve formé husté nahromad¢€niny, aglutinované krvinky pokryji celé dno

rovnomérné. Hemaglutinaéni titr je uvaddén v hemaglutina¢nich jednotkach (HAU =

haemaglutination units) a odpovida nejvy$Simu fedéni viru, které jesté aglutinuje

erytrocyty. | HAU odpovida u A2 kmene polyomaviru asi 1x10 &astic (infekénich

1 neinfek¢nich).

Morceci krev byla centrifugovana 20 min pifi 2600 rpm a 4°C (Beckman
Centrifuge GS-15R). a poté 3x promyta roztokem 0,2% BSA a PBS.
Promichand suspenze erytrocytli (30 pl) byla nanesena do heparinizované
kapilary. Kapilara byla na jednom konci zatavena a centrifugovana 5 min pfi
2500 rpm v rotoru pro hematokryt (MPW 300).

Hematokryt byl odeéten jako procentudlni vyjadfeni vySky sloupce PBS
k vySce sloupce erytrocytu.

Suspenze erytrocyt byla nafedéna na pouzivanou koncentraci 0,4% v 0,2%
BSA v PBS.

Do v8ech jamek mikrotitracni desti¢ky s kulatym dnem bylo naneseno 50 pl
0,2% BSA v PBS.

Do prvniho sloupce bylo ptfidano 50 pl nafedéné virové suspenze ( 5 pl
virové suspenze a 45 pl pufru B). Objem byl promichan a z jamky bylo
odebrano 50 pl, které byly piepipetovany do nésledujici jamky.

Tento postup byl opakovan az k posledni jamce. Takto byla vytvofena fedici
fada.

Nakonec bylo do vSech jamek pfidano 50 pl 0,4% suspenze morcecich
erytrocytq.

Mikrotitraéni desti¢ka byla skladovana pii 4°C.

Hemaglutinace byla odectena po 6 hodinach.
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4.3.4.5 Titrace viru

Virové inokulum o neznamé titru bylo nafedéno (102-10"°) do DMEM média
bez séra.

Buriky narostlé na mikroskopickych sklickach byly infikovany sérii
nafedénych virovych inokul (kapitola 4.3.2.4)

Po uplynuti 24 hod po infekci byly fixovany (kapitola 4.3.2.9) a testovany na
ptitomnost LT antigenu (kapitola 4.3.2.10).

Pozitivni buriky byly spo€itany a byl urcen infekéni titr viru.

4.3.5 Studium vlivu cytoskeletarnich inhibitori na pohyb virionu

Buriky narostlé na mikroskopickych skli¢kach byly synchronizovany 20-24
hod v médiu bez séra.

Poté byly k burtikkam ptidany latky rozrusujici cytoskelet: nocodazol (10 uM),
cytochalazin D (5 uM) a latrunculin A (2,5 uM).

Po 1 hod byly latky rozruSujici cytoskelet odstranény a bunky byly
infikovany, myS$im polyomavirem (s multiplicitou infekce 100 pfu/b)
v piitomnosti latky rozrusujici cytoskelet nafedéném v bezsérovém médiu.
Po hodinové inkubaci bylo bezsérové médium s latkami rozrusujicimi
cytoskelet i s virem odstranéno a k burikdim byla pfidana latka rozrusujici
cytoskelet nafedéna v médiu s 10% sérem.

Buriky byly inkubovéany 3 hod, poté byly fixovany (4.3.2.9) a pozorovany

pomoci konfokalni mikroskopie.

Postup pro sledovani cytoskeletu po odmyti latek rozruSujicich cytoskelet:

Builky narostlé na mikroskopickych sklickach byly 20-24 hod
synchronizovany, poté byla k buitkdm pfidana latka rozrusujici cytoskelet
(cytochalazin D, latrunculin A).

Po uplynuti jedné hodiny byla tato latka odstran€na, buiiky byly infikovany
s multiplicitou infekce 100 pfu/b (4.3.2.4) v pfitomnosti latky rozrusujici
cytoskelet a inkubovany 1 hod.

Poté bylo médium odstranéno a buiky byly 2 hod inkubovény v médiu

s 10% sérem v ptitomnosti latky rozrusujici cytoskelet.
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Po odstranéni agens byly buriky inkubovany bud’ 1 nebo 2 hod v médiu
s 10% sérem a poté fixovany (kap. 4.3.2.9) barveny pomoci nepiimé

imunofluorescence (kap. 4.3.2.10) a pozorovany konfokalnim mikroskopem.

4.3.6 Prace s bakterialnimi kmeny

4.3.6.1 Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany aerobné v tekutém médiu (ZB &.2) v tiepeéce pii
37°C nebo na pevném agaru (ZA &.2) v termostatu pii 37°C pies noc.
Pro selekci bakterii transformovanych plazmidem byla do média ptidana

selekéni antibiotika.

4.3.6.2 Priprava kompetentnich bunék
(DOWER et al., 1988)

Bakterie byly zaockovany do TPN média a kultivovdny aerobné pifes noc
v ttepacce pti 37°C.

Suspenze byla nafedéna TPN médiem tak, aby vyslednd ODse v 500 ml byla
0,1. Suspenze byla aerobné kultivovana a pribézné byla méfena hodnota
ODsgp dokud nedosahla hodnoty 0,5 - 0,7.

Suspenze byla centrifugovana 10 min pfi 4°C pifi 4300 rpm (Beckman
Centrifuge GS-15R, rotor S4180). Pelet byl resuspendovan v 50 ml
demineralizované vody vychlazené na 4°C.

Suspenze byla centrifugovana 10 min pii 4°C pfi 4300 rpm (Beckman
Centrifuge GS-15R, rotor S4180). Pelet byl resuspendovan v 250 ml
demineralizované vody vychlazené na 4°C.

Suspenze byla centrifugovana 10 min pii 4°C pii 4300 rpm (Beckman
Centrifuge GS-15R, rotor S4180). Pelet byl resuspendovén ve 20 ml 10%
glycerolu vychlazeného na 4°C.

Suspenze byla centrifugovana 10 min pti 4°C pfi 4300 rpm (Beckman
Centrifuge GS-15R, rotor S4180). Pelet byl resuspendovéan v 10 ml 10%
glycerolu.

Suspenze byla centrifugovana 10 min pti 4°C pfi 4300 rpm (Beckman
Centrifuge GS-15R, rotor S4180).
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Pelet byl resuspendovan v 1 ml 10% glycerolu a bunky byly po 100 pul
rozpipetovany do mikrozkumavek, zmraZeny v tekutém dusiku a

uchovavany pii -72°C.

4.3.6.3 Elektroporace plazmidové DNA do kompetentnich bunék
(DOWER et al., 1988)

Kompetentni buiiky byly opatrné rozmrazeny pii 0°C.

Byla pfipravena smés z 50 pl kompetentnich bunék a 1 pl DNA, tato smés
byla promichéana pfevedena do elektropora¢ni kyvety vychlazené na 0°C.

Na elektroporatoru (Gene Pulser Apparatus) byly nastaveny hodnoty: 25 uF,
2.5kV a200 Q.

Elektroporacni kyveta byla umisténa do elektroporatoru a byl aplikovan
elektricky puls. Optimalni délka pulsu byla 4-5 ms.

Thned po aplikaci pulsu byl k bakteriim pfidan 1 ml SOC média.

Suspenze byla pienesena do sterilni bariky a aerobné kultivovana 1 hodinu
pti 37°C.

Bakterie byly vysety na misku s pevnym médiem a antibiotiky a kultivovany

ptes noc pii 37°C.

4.3.6.4 Priprava kompetentnich bunék DH10Bac pro heat-shock

Bakterie byly zaolkovany do 5 ml ZB & 2 obsahujiciho tetracyklin
(10 pg/ml) a kanamycin (50 pg/ml) a kultivovany aerobn€ pfes noc v
tiepacce pti 37°C.

Z narostlého inokula byly 4 ml ptevedeny do 400 ml ZB &. 2 s antibiotiky a
suspenze byla kultivovana za stalého trepani pii 37°C, dokud kultura
nedosahla optické denzity ODgg 0,4.

Bakterie byly centrifugovany 10 min pii 4700 rpm a 4°C (Centrifuga GS-
15R, rotor S4180).

Bakterie byly dvakrat promyty 10 ml vychlazeného 50 mM CaCl,, pii
druhém promyvani byly ponechany 30 min na ledu.

Poté byly bakterie resuspendovany ve 2 ml vychlazeného 50 mM CaCl,
s 15-20% glycerolem.
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Bunky byly rozpipetovany po 400-600 pul do predchlazenych

mikrozkumavek a uchovéavany pfi -80°C.

4.3.6.5 Transformace bakterii metodou heat-shock

Kompetentni buriky byly pfed transformaci inkubovany minimalné 2 hodiny
na ledu.

V 15 ml zkumavce bylo smichano 200 pl kompetentnich bunék a 5-10 pl
plazmidu. Smés byla inkubovéana 30 min na ledu.

Poté byla smés inkubovana piesné 45s ve vodni lazni pfi 42°C a nasledné 2
min chlazena na ledu.

K smési byl pfidan 1 ml SOC média a bunky byly inkubovéany 1-3 hod pti
37°C za stalého tiepani.

Bakterie byly vysety na misku s pevnym médiem s antibiotiky, X-gal, [IPTG
a kultivovany 48 hod pii 37°C.

4.3.6.6 Izolace bacmidové DNA

Bakterie byly zaotkovany do 5 ml tekutého média (ZB &. 2) a kultivovany
aerobné pies noc pii 37°C.

Z narostlé kultury bylo 1,5 ml centrifugovano 2 min pfi 15000 rpm a 4°C
(Microcentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

Pelet byl resuspendovan v 567 ul TE pufru. Poté bylo pfidano 30 pl 10%
SDS a 6 pl proteinazy K (10mg/ml), smés byla inkubovana 1 hod pti 37°C.
K smési bylo pfidano 100 ul 5 M NaCl a smés byla inkubovana 10 min pfi
65°C.

Poté byl pfidan 1x objem upraveného chloroformu, smés byla opatrné
promichana a centrifugovana 4 min pii 13000 rpm (Microcentrifuga
Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5). Vrchni faze byla odebrana.
Tento krok byl proveden dvakrat.

K odebrané fazi bylo ptidano 0,6 objemu izopropanolu a smés byla opatrné
promichéna.

VysraZzena DNA byla namotana na kli¢ku, oplachnuta 80% ethanolem a
rozpusténa v 50-100 pl TE pufru.

Ziskand DNA byla uchovana pii 4°C.
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4.3.6.7 Priprava konzerv z bunék E.coli

(SAMBROOK, 1989)

w

Bakterie byly zaotkovany do tekutého média (ZB & 2) a acrobné
kultivovany pies noc pii 37°C.

K bakteriim v mikrozkumavce byl pfidan 40% glycerol tak, aby jeho
vyslednd koncentrace byla 15-20%.

Takto ptipravené konzervy byly skladovany pii -72°C.

4.3.7 Prace s DNA

4.3.7.1 Horizontalni agar6zova elektroforéza

(SAMBROOK et al., 1989)

1% agar6zovy gel byl pfipraven z0,25 g agarézy a 25 ml 0,5x
koncentrovaného TBE pufru kratkym povafenim.

Po ochlazeni na pfiblizn¢ 50°C bylo pfidano 12,5 pl ethidiumbromidu
(1pg/ml).

Roztok byl nalit do plexisklového blocku, jehoz dvé strany byly tvotfeny
lepici paskou. Pfiblizné€ 1 cm od kraje byl umistén hieben.

Po ztuhnuti gelu byla odstranéna lepici paska a hieben, gel i s blo¢kem byl
vlozZen do elektroforetické vanicky a prelit 0,5x TBE pufrem.

Vzorky pfipravené smichanim s BFM byly naneseny do jamek vzniklych po
vyjmuti hiebenu.

Aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti, velikost napéti byla nastavena na
60-70 V (5V/cm).

Doba potiebna k rozdéleni DNA byla asi 60 minut.

Gel byl prohlizen UV transluminatorem.

4.3.7.2 Maxiizolace plazmidové DNA — alkalicka metoda
(BIRNBOIM a DOLY, 1989)

500 ml bakterialni kultury, ktera byla kultivovana ptes noc pfi 37°C v ZB
¢. 2, bylo centrifugovano 10 min pfi 4000 rpm (Beckman Centrifuge GS-
15R, rotor S4180).
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Sediment byl resuspendovan v 20 ml roztoku 1. Poté bylo pfidano 40 ml
Cerstvé pripraveného roztoku II, smés byla opatrné promichana ota¢enim
zkumavky a inkubovana 5-10 min pfi laboratorni teploté.

K smési bylo pfidano 30 ml roztoku III, smés byla opatrné promichana
otaCenim zkumavky a inkubovana 20 min na ledu.

Smés byla centrifugovana 30 min pii 4300 rpm a 4°C (Beckman Centrifuge
GS-15R, rotor S4180).

Supernatant byl prefiltrovan ptes 4 vrstvy gazy.

K supernatantu bylo pfidano 0,7 objemu izopropanolu, smés byla
promichana a inkubovéana 10 min pti 4°C.

Smés byla centrifugovana 30 min pii 4300 rpm a 4°C (Beckman Centrifuge
GS-15R, rotor S4180).

Sediment byl promyt 80% ethanolem, vysuSen pii laboratorni teploté¢ a
rozpus$tén v 300 pl TE pufru.

Roztok byl extrahovan 1x1 objemem upraveného fenolu, 1 objemem smési
upraveny fenol/chloroform, dokud nezmizela mezifaze tvofend vysraZzenymi
zbytky proteini a nakonec 1x1 objemem upraveného chloroformu.

K roztoku byl pfidan 0,1 objem 3 M NaAc a 2,5 objemu 96% ethanolu, ktery
byl vychlazen pii -20°C. Roztok byl inkubovan 20-30 min pfi -72°C.
Vysrazenda DNA byla sedimentovdana 10 min pfi 15300 rpm pii 4°C
(Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

Sediment byl promyt 80% ethanolem, vysuSen pii laboratorni teploté a

resuspendovan v 100 ul TE pufru.

4.3.7.3 Odstranéni RNA ze vzorku DNA
(SAMBROOK et al., 1989)

Ke vzorku DNA bylo ptidano 0,1 objemu RNazy A (1mg/ml) a vzorek byl
inkubovan 1 hod pii laboratorni teloté.

Roztok byl extrahovan 1x1 objemem upraveného fenolu, 1 objemem smési
upraveny fenol/chloroform, dokud nezmizela mezifaze tvofend vysraZenymi
zbytky proteinti a nakonec Ix1 objemem upraveného chloroformu.

K roztoku byl pfidan 0,1 objem 3 M NaAc a 2,5 objemu 96% ethanolu, ktery
byl vychlazen pii -20°C. Roztok byl inkubovan 20-30 min pii -72°C.
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Vysrazend DNA byla sedimentovana 10 min p#i 15300 rpm pii pfi 4°C
(Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).
Sediment byl promyt 80 % ethanolem, vysu$en pfi laboratorni teploté a

resuspendovan ve 100 ul TE pufru.

4.3.7.4 Miniizolace plazmidové DNA - alkalicka metoda

Jednotlivé kolonie byly zao&kovany do 700 ul ZB ¢&. 2 s ampicilinem a
kultivovany ptes noc pii 37°C.

Buriky byly centrifugovany 1 min pfi 15300 rpm (Mikrocentrifuga Beckman
Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

Pelet byl resuspendovan v 250 ul roztoku I, dale bylo ptiddno 250 pl roztoku
IT a poté 200 pl roztoku III.

Promichana smés byla centrifugvana 5 min pfi 15300 rpm (Mikrocentrifuga
Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

K supernatantu bylo ptidano 500 p 100% izopropanolu.

Smés byla centrifugovéana 10 min pfi 15300 rpm (Mikrocentrifuga Beckman
Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

Sediment byl proplachnut 80% ethanolem a resuspendovan v 15-25 pl TE
pufru s RNazou A (10mg/ml).

4.3.7.5 Izolace fragmenti DNA z agarézového gelu kitem

DNA byla rozdélena v agar6zovém gelu.

Pro izolaci byl pouzit ,,NucleoSpin Extrakt II (Macherey-Nagel).

Postup probihal podle pfilozeného manualu:

Cast gelu s DNA byla vyfiznuta a pfevedena do mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 200ul/100mg NT pufru a mikrozkumavka
byla inkubovana 5-10 min ve vodni lazni pfi 50°C.

Smés byla pfenesena do mikrozkumavky ,,NucleoSpin Extrakt I a smés
byla centrifugovana 1 min pfi 15300 rpm (Mikrocentrifuga Beckman
Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

Do mikrozkumavky bylo pifiddno 600 pl NT3 pufru a smés byla
centrifugovana 1 min 15300 rpm. Pro odstranéni zbytku NT3 pufru byla cela
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smés centrifugovéana jesté 2 min pii 15300rpm (Mikrocentrifuga Beckman
Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

e Po odstranéni NT3 pufru byla DNA eluovédna 30-50 pl ,,Elution Buffer"
predehiattho na 60°C. A centrifugovana 1 min pfi 15300 rpm
(Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F241,5).

e Supernatant obsahujici DNA byl pfenesen do nové mikrozkumavky.

4.3.7.6 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami
(SAMBROOK et al., 1989)
¢ Byla pfipravena restrikéni smés:
DNA
Restrikéni endonukledza
Restrikéni pufr (vysledna koncentrace 1x koncentrovany)

Demineralizovana voda
e Smés byla inkubovana pfes noc v optimalnich restrikénich podminkach.
e Nastépena DNA byla izolovana zgelu kitem ,NucleoSpin Extrakt II*
(kapitola 4.3.7.5).

4.3.7.7 Amplifikace DNA polymerazovou fetézovou reakci — PCR
e Program PCR:
1. 94°C 3 min (denaturace DNA)
2.94°C 40 s (denaturace DNA)
3. X°C 50 s (vazba primert)
4.72°C 1 min ( polymerace)
5. 72°C 7 min (polymarace)
Program byl nastaven na 30 cykla.
e Reakeéni smés:
5 ul 10x koncentrovaného pufru pro DNA polymerazu
1,5 upl primeru 1 (10 uM)
1,5 ul primeru 2 (10 uM)
1 ul ANTP (10 pM)
1 ul DNA
0,5 ul DNA polymerazy
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39,5 pl demineralizované vody

4.3.7.8 Defosforylace vektorové DNA
(SAMBROOK, 1989)

K 50 pl Stépené vektorové DNA bylo ptidano 10 pl pufru pro alkalickou
fosfatazu, 38 pl demi vody a 2 pl alkalické fosfatazy.

Reakéni smés byla inkubovana 30 min pii 37°C, poté byly pfidany opét 2 pl
alkalické fosfatazy a smés byla inkubovana 30 min p#i 37°C.

Fosfatdza byla inaktivovana 10 pl 10% SDS, 1 ul 0,5M EDTA (pH 8.0) a 1 pl
proteindzy K (10 mg/ml) a inkubaci 30 min pii 55°C.

DNA byla piecisténa extrakci fenolem a chloroformem a sraZena ethanolem.

Poté byla DNA rozpusténa v 30-50 pl TE pufru.

4.3.7.9 Ligace
(SAMBROOK et al., 1989)

e Ligaéni smés byla pfipravena z linearizovaného plazmidu a fragmentu tak,
aby byl fragment oproti vektoru v dvojndsobném mnoZstvi.

e K ligani smési byla pfiddna T4 DNA ligaza a ligacni pufr pro T4 DNA
ligdzu (Vysledna koncentrace 1x koncentrovany). Takto pfipravena liga¢ni
smés byla inkubovana ptes noc pfi laboratorni teploté.

e Ligovana DNA byla pouzita k elektroporaci.

4.3.8 Prace s proteiny

4.3.8.1 Priprava lyzati z infikovanych hmyzich bunék

Sediment hmyzich bunék Sf9 infikovanych rekombinantnim bakulovirem byl
resuspendovan v 60 — 100 pl RIPA pufru.

Buné¢na suspenze byla inkubovana 20 min na ledu a poté byla centrifugovana
10 min pii 4800 rpm pti 4°C (Centrifuga GS-15R, rotor S4180).

Supernatant byl pouZit pro imunologickou detekci.
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4.3.8.2 SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS — PAGE)
(SAMBROOK et al., 1989)

Skla pro elektroforézu byla dikladné umyta a usuSena. Byla sestavena
aparatura.

Mezi skla byl nalit spodni gel 0,5 cm pod okraj zubl hiebenu a pievrstven
demineralizovanou vodou.

Po ztuhnuti gelu (pfiblizné 30 min) byla voda odstranéna, byl nalit horni
zaostfovaci gel a ihned vsunut hieben.

Vzorky byly smichany s 5x koncentrovanym loading pufrem v poméru 4:1, 5
min povafeny ve vodni lazni.

Vzorky (10 — 20 pl) smichané s SDS loading pufrem byly spole¢né
s markerem molekulovych vah naneseny do jamek.

Elektroforéza probihala nejprve pifi napéti 80V/cm, po zkoncentrovani
vzorkll na rozhrani horniho a spodniho gelu pii 120V/cm dokud vzorky

nedoputovaly ke spodnimu okraji gelu.

4.3.8.3 Dot - blot
(SAMBROOK et al., 1989)

Lyzat bunék byl nanesen na nitrocelulozovou membranu (3-5 pl).

Membrana byla po zachnuti pouzita k imunologické detekci.

4.3.8.4 Western blot
(SAMBROOK et al., 1989)

Nitroceluldzova membrana, Whattman a filtra¢ni papiry byly namoceny do
blotovaciho pufru. Byl sestaven blotovaci sendvic¢: ¢ernd mfizka, houbicka,
filtraéni papiry, Whattman, gel, nitrocelulozova membrana, Whattman,
filtra¢ni papiry, houbicka, bila miizka.

Ptenos probihal 3 hod pfi 250 mA.

Po ukonéeni blotovani byla membrana vlozena do odtu¢néného 5% mléka
v PBS, aby se vysytila.

Vzorky proteinl byly imunologicky detekovany.
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4.3.8.5 Imunodetekce proteini imobilizovanych na membrané

(SAMBROOK et al., 1989)

Membrana byla 30 minut inkubovana v 5% odtu¢néném mléce v PBS.

Poté byla membrana oplachnuta v PBS a inkubovana 1 — 1,5 hod s primarni
protilatkou nafedénou v 5% odtu¢néném mléce v PBS.

Membrana byla 3x 10 min promyta v PBS a inkubovana 30 min se
sekundarni protilatkou konjugovanou s peroxidazou nafedénou v 5%
odtu¢néném mléce v PBS.

Membréna byla 3x 10 min promyta v PBS.

Poté byla membrana prelita roztokem Luminolu, vloZena do prihledné félie
a byl pfilozen RTG film. Doba expozice se pohybovala mezi 1 — 30 min.

Film byl vyvolan ve vyvojce a nasledné v ustalovaci.

4.3.9 Elektronova mikroskopie
Elektronmikroskopické experimenty prezentované v této diplomové praci provedli

RNDr. J. Stokrova, CSs. a Mgr. Vojtéch Zila.

4.3.9.1 Negativni barveni

Na 5 ul kapku vzorku byla poloZena sitka s parlodionovou a pouhlikovanou
membranou. Vzorek byl nechén 5-10 min adsorbovat

Sitky byly dvakrat promyty 30 sec na 100 pul kapkach 2% fosfowolframové
kyseliny (na obou kapkach 1 min).

Barvivo bylo opatrné odsato filtratnim papirem a sitky jsme nechany

zaschnout.
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5. VYSLEDKY
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5.1 Priprava a charakterizace virovych izolatu

5.1.1 Priprava virovych plaki z kmeni A2 a P16 a jejich nasledné
pomnozeni
Plakové izolaty byly pfipraveny podle kapitoly 4.3.3. Pozorovali jsme, Ze kmen viru
P16 vytvaii vétsi plaky nez kmen A2. U ziskanych virovych plaki byl stanoven
infekéni titr (kap. 4.3.4.5.). Pro pomnozeni plakovych izolati byly pouzity mysi
embryonalni buitky WME. Kazdym virovym plakem (tj. 0,5 ml bezsérového média
s vypichnutym plakem, po diikladné homogenizaci) byla infikovana jedna Petriho
miska (@ 6cm). Po pomnoZeni viru v buiikdch byl izolovan virus z jednotlivych
plaku. Izolaty byly purifikovany pies sacharézovy polstai (kapitola 4.3.4.1). Virovy
izolat byl pouzit pro stanoveni infekéniho titru metodou in situ fluorescence
(mé&fenim poctu infikovanych pozitivnich na LT antigen) bun€k narostlych na
sklicku). V tabulkach jsou uvedeny hodnoty infekéniho titru (pfu/ml) a vytézkid viru

z jednoho plakového izoléatu ziskaného z jedné Petriho misky (@ 6¢cm).

C

Obr. 5.1: Snimky misek s plaky. A-plaky viru P16, B-plaky viru A2, C-negativni kontrola

Hodnoty vytézku ziskanych z jednotlivych plakovych izolati se pohybuji v pomérné
Sirokém rozmezi. Velky rozptyl hodnot byl zplisoben riznou velikosti plaki.
Z tabulky 5.1 je zjevné, ze kmen P16 dava na primarni linii bunék odvozenych
z celych mys$ich embryi vyssi vytézky. V priméru byla vytéznost P16 viru vice nez
30krat vy$si nez viru A2. Virus P16 z plaku, ktery dal nejlepsi vytéZek byl pouzit

k inokulacim pro nasledujici pokusy.
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A2 Vytézek z 1 misky P16 Vytézek z 1 misky
1 1,4x10° 1 4,8x10°
2 1,4x10° 2 1x107
3 4x10° 3 2,3x10’
4 5,2x10° 4 5,2x10°
5 1x10° 5 1,8x10’
6 1x10° 6 4.6x10
7 1,4x10’ 7 1,8x10°
8 9,6x10° 8 9x10°
9 8x10’ 9 2,6x10°
10 9,6x10° 10 6x10°
Primérny | 1,2x10 Primérny | 4,4x10
vytézek vytéZek

Tab. 5.1: Vytézky z jednotlivych plakd. V prvni tabulce jsou uvedeny hodnoty pro virovy
kmen A2, v druhé tabulce pro kmen P16. V druhém sloupci jsou vyjadieny hodnoty vytézku
viru z jedné Petriho misky.

5.1.2 Vliv bunéé¢né linie na vytézek viru P16

Protoze pro pfipravu primarnich bunék WME je zapotiebi vzdy obétovat mysi a
jejich embrya, mame snahu pouZivat pro izolaci polyomaviru stabilni bunééné linie.
Zajimalo nas, jaky je vliv pouzitych bunéénych linii na vytézek viru P16.

Pro porovnani vlivu bunécné linie na vytézek viru byly vybrany stabilni bunécné
linie 3T6 fibroblasti a epitelidlnich buné¢k odvozenych od prsni Zlazy
mys$i - NMuMG. Vytézky jsme srovnavali s vytézky ziskanymi z primarnich bunék
WME. Buriky (Petriho miska (@ 6cm)) byly infikovany (kap. 4.3.2.4) s multiplicitou
0,1 pfu/buriku a inkubovany, dokud nebyly virem usmrceny (5-7 dni). Izolaty byly
purifikovany pies sacharézovy polstar (kapitola 4.3.4.1) a zméfen infekeni titr in
situ fluorescenci, jak je uvedeno v kapitole 4.3.4.5.

Vytézky byly dle o¢ekavani nejlepsi v primarni WME linii, v 3T6 fibroblastech byly
vytézky pfiblizné o jeden fad niz§i a v NMuMG linii cca 30 krat nizsi, nez

v bunkach WME (tab. 5.2).
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Buriky vytézek P16 viru
z 1 misky (pfu)

vytézek P16 viru
z 1 misky (pfu)

WME 5,2x10’ 1,8x10’
3T6 1,3x10° 1,2x10°
NMuMG 4,1x10° 3,6x10°

Tab. 5.2: Vliv bunécné linie na vytézek viru

Piestoze vytézky v 3T6 fibroblastech jsou nizsi nez v WME burikach, rozhodli jsme
se v dalSich pokusech pomnoZovat virus, z praktickych i etickych diivodid na této
stabilni linii

Dale nas zajimalo, kolik virovych ¢astic P16 viru pfipada na jednu infek¢ni ¢astici,
neboli vztah hemaglutina¢nich jednotek (HAU) a pfu u viru ziskaného z 3T6
fibroblasti. V tabulce 5.3 jsou uvedeny hodnoty z nezédvislych izolaci viri P16 a pro
srovnani A2, vzdy ze 3 misek (podle kap.4.3.4.). Pro méfeni hemaglutinace a
infekéniho titru byla pouZita frakce z CsCl gradientu, ve které byl ,,peak® viriond
(frakce 2, v rozmezi refraktometrickych indexti 1,363-1,366, podobné jako je

uvedeno v nasledujici kapitole 5.1.3).

P16 infekéni titr hemaglutinaéni titr  |infekéni titr.
hemaglutinaéni titr

1. 3,4x10’ 3,3x10° 1:100

2. 5,6x10° 7,8x10’ 1: 14

3. 6,0x10 1,6x10° 1: 26

A2 infekéni titr hemaglutina¢ni titr ~ [infek¢ni titr
hemaglutinaéni titr

1. 6x10° 8,1x10° 1:135

2. 6x10° 6,310 1:1050

3. 4x 10° 6,3x10° 1:1575

Tab 5.3: Vztah mezi infekénim titrem a po¢tem virovych ¢astic (hemaglutinaénim titrem).
Hemaglutina¢ni titr byl po¢itan z empirického vztahu mezi hemaglutina¢nimi jednotkami a
poctem virovych (infekénich i neinfekénich ) €astic (viz kap.4.3.4.4).

Z tabulky 5.3 vyplyva, Ze mezi virovymi ¢asticemi nami dosud pouzivaného viru
A2 pomnoZovaného na 3T6 linii je vyrazné vice neinfekénich (defektnich virovych)

¢astic nez u kmene P16.
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5.1.3 Izolace polyomaviru P16

Mysi fibroblasty 3T6 (20 misek) byly infikovany mysSim P16 polyomavirem
ziskanym z plakového izolatu. Virus byl purifikovan podle kapitoly 4.3.4,
centrifugovan pies sacharézovy polstai a v CsCl gradientu. V tabulce 5.4 jsou
uvedeny nameéfené hodnoty refraktometrického indexu jednotlivych frakci

ziskanych rozebranim CsCl gradientu.

C.frakce | Refraktometricky index | C. frakce | Refraktometricky index
1.1 1,376 2.1 1,376
1.2 1,376 2.2 1,375
1.3 1,3735 2.3 1,372
1.4 1,3715 2.4 1,370
1.5 1,370 2.5 1,369
1.6 1,368 2.6 1,368
1.7 1,3665 2.7 1,366
1.8 1,365 2.8 1,3655
1.9 1,365 2.9 1,3645
1.10 1,365 2.10 1,3645
1.11 1,365 2.11 1,364
1.12 1,364 2.12 1,363
1.13 1,3635 2.13 1,362
1.14 1,362 2.14 1,361
1.15 1,362 2.15 1,361
1.16 1,361 2.16 1,360
1.17 1,360 2.17 1,359
1.18 1,358 2.18 1,358
1.19 1,357 2.19 1,357
1.20 1,357 2.20 1,357

Tab. 5.4: Hodnoty refraktometrickych indexi jednotlivych frakei gradientu. Rizné styly
pisma oznacuji rozdéleni do frakci: F1-kurziva, F2-tu¢né podtrzeno, F3-tu€né.

Na zékladé hodnot refraktometrickych indexti byly CsCl frakce spojeny do 3 frakei:
» Fl:1.1-1.6,2.1.-2.6
» F2:1.7.-1.13,2.7.-2.12
* F3:1.14.-1.17,2.13.-2.17
V F2 frakci by se mély nachazet plné infekéni viriony, v F3 frakci prazdné kapsidy.
Spojené frakce byly dialyzovany proti B pufru (kap. 4.3.4.3) a zahuS$tény pfes
sachar6zovy polstai (kap. 4.3.4.1). U kazdé frakce byl uren hemaglutina¢ni titr
(kap. 4.3.4.4), infekéni titr (kap. 4.3.4.5.) a kvalita izolace byla ovétena pomoci

elektronové mikroskopie (obr. 5.2) Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.5.
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frakce | hemaglutina¢ni titr infekéni titr
pfu/ml

Fl 640 HAU 6,4x10° | 6,4x10°

F2 327680 HAU 3,3x 10" | 3,2x10"

F3 409600 HAU 4,1x 10" | 4x10™

Tab. 5.5: Hemaglutinaéni titr a infek¢ni titr ziskanych frakci

Elektronmikroskopicky obrazek virovych frakci (a také udaje titri v tabulce 5.5)
ukazuje, ze v CsCl gradientu nebyly U¢inné oddéleny plné virové cEastice od
prazdnych. Pro dokonalou purifikaci viriont by bylo nutné zatadit jesté sacharézovy
a poté dalsi CsCl gradient.

Ziskany virus byl pouzit pro izolaci polyomavirové DNA, ktera byla vyuzita pro
zjisténi sekvence regulacni oblasti genomu viru P16 a také pro vSechny pokusy v

kapitole 5.2.

100 um
—

Obr. 5.2: Vzorek polyomaviru po izolaci v CsCl gradientu a zahu$téni ptes sachar6zovy
polstar. Ve frakci F2 se vyskytuji plné viriony (bilé) i prazdné (¢erné). Ve frakci F2 i F3 se
vyskytovalo hodné rozpadlého materidlu. Elektronovd mikroskopie, negativni barveni
(provedeno V. Zilou).
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5.1.4 1zolace DNA a sekvenace regula¢ni oblasti genomu polyomaviru
kmene P16 a porovnani se znamou sekvenci regula¢ni oblasti A2

K izolovanému viru (1x10"" v 800 ul) byl ptidan 1 pl proteinazy K (Img/ml) a smés
byla inkubovéna 1 hodinu pti 37 °C. Poté byl roztok ptecistén extrakci 1x1 objemem
upraveného fenolu, 1 objemem smeési upraveného fenol/chloroformu, dokud
nezmizela mezifaze tvofend vysrazenymi zbytky proteini a nakonec 1x1 objemem
upraveného fenolu. Ziskana DNA byla sraZena etanolem a poté byla rozpusténa v 30
ul sterilni demi vody.

DNA byla pouZita jako pifedloha pro amplifikaci metodou PCR (kap. 4.3.7.7)
s primery REG-LTcr a REG-VP2. Hybridiza¢ni teplota primerti byla 56 °C. PCR
fragment regulac¢ni oblasti byl ovéren elektroforeticky (obr. 5.3) a nasledné izolovan
zgelu (kap. 4.3.7.5). Kvalita DNA po izolaci zgelu byla opét ovéfena
elektroforeticky (obr. 5.4). Pro kontrolu byla provedena PCR 1 s pouzitim plasmidu
pMJG, ve kterém je vlozen cely genom polyomaviru kmen A2 a ziskany PCR
produkt byl rovnéz analyzovan elektroforeticky. Z obrazk 5.3 a 5.4 je patmé, Ze
ziskana regulacni oblast viru P16 je vé&t§i nez regulacni oblast ziskand PCR

plazmidu pMJG, ktery ma v sobé vloZzeny genom kmene A2.
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- 11501bp
- 5077bp

- 805bp

-502bp

Obr.5.3: Elektroforéza ziskaného PCR fragmentu
1. PCR fragment regulaéni oblasti genomu polyomaviru P16
Pozitivni kontrola: PCR regulaéni oblasti s pouZzitim templatu pMJG s genomem
kmene A2
3. Marker A DNA/Pst |

115016p -
50770p -

805bp -

502byp -

Obr. 5.4: Elektroforéza PCR fragmentu regulaéni oblasti P16 genomu po izolaci z gelu.
1. Marker A DNA/Pst |
2. Pozitivni kontrola: PCR produkt regulacni oblasti ziskany na templatu pMJG

3. [Izolovany PCR fragment s regula¢ni oblasti genomu polyomaviru P16.
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Po elektroforetickém ovéteni PCR fragmentu regulaéni oblasti byla pfipravena smés
pro sekvenaci: 1 pl PCR fragmentu regulacni oblasti DNA, 3,2 ul primeru
(1. reakce: REG/VP2, 2. reakce: REG-LT), 9,8 pl demi vody. Pro sekvenaci byl
pouzit ,,.BigDye Terminator® v3.1 Cycle Sequencing Kit“. (provedeno v Laboratofi
sekvenace DNA, UK Praha).

Ziskana sekvence regulacni oblasti P16 byla porovnana s jiz znamou sekvenci viru
A2 (obr. 5.5). Je patrné, Ze se ob€ sekvence li§i. Ve srovnani sregula¢nimi
sekvencemi viru A2 bylo v regulaéni oblasti viru P16 zjisténo 7 nukleotidovych
substituci, delece 1 nukleotidu a inzerce 1 nukleotidu o 35 nukleotidt dale. Nejveétsi
zménou je 44 nukleotidova inzerce mezi nukleotidy 5154 a 5155 (poditano
v genomu A2). Tento inzert se nachazi v oblasti enhanceru, ktery hraje roli jak
v regulaci transkripce tak vregulaci replikace. Pfi prozkoumdavani sekvenci bylo
zjisténo, ze dvéma substitucemi (v poloze 5104 a 5109 A2 genomu) ztratil genom
viru P16 jedno zvazebnych mist pro PEAl. Naopak, vinzertované  44ti
nukleotidové sekvenci se objevuje navic proti genomu kmenu A2 dal§i vazebné

misto pro transkripéni faktor PEA3.
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Pl6 GTCAGTGCGGCTCCCATTTTGAAAATTCACTTACTTGATCAGCTTCAGAAGATGGCGGAG 5048
A2 GTCAGTGCGGCTCCCATTTTGAAAATTCACTTACTTGATCAGCTTCAGAAGATGGCGGAG 5034

dhhkkhkdhhkhkhhkdkdhkhhkrhkhkhdhrrdhkhhkhrhkhkhbhkhhdhhkrhhrhrdhhbhkhhhdkhhhhhhkkdhki

P16 GGCCTCCAACACAGTAATTTTCCTCCCGACTCTTAAAATAGAAAATGTCAAGTCAGTTAA 5108
A2 GGCCTCCAACACAGTAATTTTCCTCCCGACTCTTAAAATAGAAAATGTCAAGTCAGTTAA 5094

khkdhkhkhhkhkhhrhhhrhkhkhkhhrdhbAhr bk d bk bk rA A rdrAdhkhkhhhhhkhk kkhkhhhhkkkhkhkrhk

Pl6 GCAGGAAGTCACTAGCT ;27 (v . AGCTGGCCGTGAGTCAGT TAAGCAGGAAGTCACTAGC | 5168
A2 GCAGGAAGTGACTAACTGACGIAGCTGGCCGTE-—--—- - - === === === ————————— 5154

RS AR E R EIEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEES]

P16 | TGNCCGCAGCTGGCCGTQCNACATCCTCTTTTAATTAGTTGCTAGGCAACTGGCCTC 5228

N CGACATCCTCTTTTAATTAGTTGCTAGGCAACTGCCCTC 5196
* khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkh kA dk Ak hk bk ddk bk hkhkhd K*khkkkhkk**

P16 GTTTTGCAAGAGGAAGCAAAAAGCCTCTCCACCCAGGCCTAGAATGTTT 5288

A2 GTTTTGCAAGAGGAAGCAAAAAGCCTCTCCACCCAGGCCTAGAATGTTT 5256

IR R SRR SRR R R R RS S SR R R RS R R R R R R R R R R R R R R R R EEREREREEEERE R

Plé6 CCACCCACTCATTACTATGACAACAGCTGTTTTTTTTAGTATTA.GCAGAGGCCGGGGGC 9
A2 CCACCCAATCATTACTATGACAACAGCTGTTTTTTTTAGTATTAAGCAGAGGCCGGGGGC 19

LR E R SRS E SRS SRS EREEEEEEREEESEREREREEREEREEEEEIEERESESESEERESESEERES.]

P16 CCCTGGCCTCCGCTTACTCTTGGAGAAAAAGGAGAGAGGCCTTGTAGAGGCTTCCAGAGG 70
A2 CCCTGGCCTCCGCTTACTCT.GGAGAAAAAGAAGAGAGGCATTGTAGAGGCTTCCAGAGG 78

hhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkrrkhhdkd *hkhhkhhkhkhkdd *hdhkhkhddt dkhddrhAhrhkhrrhbddddht

Pl6 CAACTTGTCAAAACAGGACTGGCGCCTTGGAGGCGCTGTGGGGCCACCCAAATTGATATA 1360~
A2 CAACTTGTCAAAACAGGACTGGCGCCTTGGAGGCGCTGTGGGGCCACCCARATTGATATA 138

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrkhk bbbk bk hkrhk kb d bk hb ok hkdhdhhkhkhkkh ko hdkkdh*k

Pl6 ATTAAGCCCCAACCGCCTCTTCCCGCCTCATTTCAGCCTCACCACCATCATGGATAGAGT 190
A2 ATTAAGCCCCAACCGCCTCTTCCCGCCTCATTTCAGCCTCACCACCATCATGGATAGAGT 198

Ak khkdhkhkhkhkkhkhkkdhdhhhdbdk kb kb kb hkhhrdhdhhkdbdbbkdhdArrrrhbhbhdrhkhkhkhdhkhhkdhhk

Plé6 TCTGAGC 250
A2 TCTGAGC 205

* k ok ok ok ok K

[44 nt inzerce]
7 substituci

PEA3 =
PEAl =
PEA2 = A
EF-C = GTTGCTAGGCAAC
PEB1 =

Obr. 5.5: Porovnani ziskané sekvence regulaéni oblasti genomu viru P16 se znamou
sekvenci regula¢ni oblasti A2. Hvézdicky oznaluji shodné nukleotidy v regulaénich
oblastech obou virl. Poml¢ky oznacuji chybégjici nukleotidy. Barevné jsou oznaceny
vazebné sekvence pro transkripéni faktory.
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5.2 Sledovani vlivu cytoskeletarnich inhibitoru na pohyb viriont
burikou

5.2.1 Funkce aktinového a tubulinového cytoskeletu v pohybu virionu
od bunééné membrany k bunéénému jadru

5.2.1.1 Vliv rozruseni tubulinu nocodazolem na virovou infekci.

Jiz dfive bylo v nasi laboratofi zjiSténo, Ze nocodazol, latka rozruSujici mikrotubuly,
prakticky zcela inhibuje virovou infekci. Inhibice je reverzibilni. Po odmyti
nocodazolu, znovuvytvofeni mikrotubulll probéhne infekce. jejiz ucinnost (pocet
infikovanych buné€k) dosahne stejné hodnoty jako v kontrolnich bunkach, ke kterym
nebyl nocodazol ptidan (LIEBL 2005).

Pomoci fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie byl sledovan vliv nocodazolu
(10 pM) na strukturu mikrotubulii a pohyb virioni v mySich fibroblastech 3T6.
Zajimalo nas, jaky bude osud vstupujicich viriond v bunkdch srozrusenym
tubulinem, zda se virus dostane do blizkosti bunécného jadra. Infikované burky
jsme fixovali 3 hod po adsorpci. (Nocodazol byl k buiikam pfidan 1 hod pred
adsorpci viru, ktera probihala 1 hod a poté byly bunky s virem inkubovany
v pfitomnosti nocodazolu vmediu dalsi 3 hodiny). Z minulych pokust
(RICHTEROVA et al., 2001) vime, Ze vétiina vstupujicich virovych &astic se
v normalnich bunkéach (neoSetfenych nocodazolem) dostava béhem tii hodin do
perinuklarniho prostoru. Z obrazku 5.7 je patrné, Ze se virus ptekvapiveé dostava do
perinuklearniho prostoru nejen v kontrolnich ale i v bunikdch s rozruSenymi
mikrotubuly. Tento pohyb tedy virus patrné vykondva pomoci aktinového
cytoskeletu.

Zajimalo nas také, zda rozruSeni tubulinového cytoskeletu vyrazné neovlivni
usporadani aktinovych filament. Obr. 5.8 dokumentuje, Ze nedo$lo k viditelnému
naruseni mikrofilament v burikach s depolymerizovanym tubulinem. Zaroven je opét
na obrazcich vidét, ze virus se dostava do blizkosti bunééného jadra bez
tubulinovych vldken. Pfitom (viz graf na obr. 5.6) tento pohyb v nepfitomnosti

funkéniho tubulinového cytoskeletu nevede k produktivni infekcei.
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Obr. 5.6: Reverzibilni inhibice virové infekce v pfitomnosti nocodazolu. Buriky
infikované v pfitomnosti nocodazolu (1 pM, 10 uM) byly po uplynuti inkubace fixovany a
poté byl metodou in situ fluorescence stanoven pocet bunék pozitivnich na LT antigen.
Utinnost infekce byla stanovena z po&tu bun&k pozitivnich na LT antigen a porovnana
s kontrolnimi butikami inkubovanymi bez inhibitoru (100%). V paralelnim vzorku byl
nocodazol odmyt a buiiky byly inkubovany zbyvajici ¢as do fixace a barveni. Ukazalo se, ze
infektivita v pfitomnosti nocodazolu je reverzibilné inhibovana (pfevzato z LIEBL 2005).

Obr. 5.7: Porovnani lokalizace viru v kontrolnich butikiach a v buiikich s rozruSenymi
mikrotubuly. Tubulin (Cervend) a VP1 (zelend) bez pouziti nocodazolu (Aa,Ab) a
v pfitomnosti nocodazolu (Ba,Bb). 3T6 fibroblasty 3 hod po infekci my$im polyomavirem.
Snimky fezl jedné buriky (A) a dvou riznych bunék (B) potizené pomoci fluorescencniho
mikroskopu Olympus IX 81.

Protilatky: smés mysi polyklonalni protilatky proti VP1 a my$i monoklondlni protilatka
proti a tubulinu; sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 kozi proti krali¢im IgG (zelend) a
Alexa Fluor 546 kozi proti my3im IgG (Eervend); znaCeni jader DAPI (modra).
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Obr. 5.8: Kontrola aktinovych filament v buiikich s tubulinem rozrusenym
nocodazolem. Aktin (Cervend) a VP1 (zelend) bez pouziti nocodazolu (A) a v ptitomnosti
nocodazolu (Ba,b,¢). 3T6 fibroblasty 3 hod po infekci my$im polyomavirem. Snimky fezl
ruznych bunék pofizené pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus IX 81.

Protilatky: mySi monoklonalni protilatka proti VP1; sekundarni protilatka: Alexa Fluor 488-
krali¢i proti mySim IgG (zelena), phaloidin znadeny rhodaminem (Cervend); znaceni jader
DAPI (modra).
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5.2.1.2 Vliv rozruseni aktinovych filament cytochalazinem D a latrunculinem

A na pohyb virioni od bunééné membrany Kk jadru.

Pfitomnost aktin polymerizujicich agens sice sniZi G¢innost infekce polyomaviru,
avSak vyrazné méné nez bylo pozorovano pfi rozruSeni mikrotubuld. I v bufikach
s rozruSenym aktinem je ¢aste¢na inhibice infekce reverzibilni. Po odstranéni aktin
rozrusujici latky se aktinovy cytoskelet obnovi a infekce prob&hne s G¢innosti, ktera
je vyrazné vyssi nez v kontrolnich burikach, ve kterych nebyl aktin transientné
rozruSen (viz obr. 5.9 grafy A, B). (LIEBL 2005). Zajimalo nas a) jaka bude
lokalizace viru v bunikach srozruSenym aktinem a b) jak ovlivni rozruseni

aktinovych filament tubulinovy cytoskelet.
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Obr. 5.9: Vliv transientni depolymerace aktinu na ucinnost virové infekce. Buriky
infikované v ptitomnosti cytochalazinu D (1 uM, 5 pM) (A) a latrunculinu A (0,5 pM, 2,5
uM) (B) byly po uplynuti inkubace fixovany a poté byl metodou in situ fluorescence
stanoven pocet bun€k pozitivnich na LT antigen. U¢innost infekce byla stanovena z poctu
bunék pozitivnich na LT antigen a porovnana s kontrolnimi buiikkami inkubovanymi bez
inhibitoru (100%). V paralelnim vzorku byl cytochalazin D a latrunculin A odmyt a buriky
byly inkubovany zbyvajici ¢as do fixace a barveni. (Prevzato LIEBL 2005).

Konfokalni mikroskopii byl studovan vliv latrunculinu A (2,5 pM) a
cytochalazinu D (5 pM) na pohyb virionti my3imi fibroblasty 3T6. Cas fixace bungk
byl zvolen stejny jako v pfedchozi kapitole, tj. 3 hod po adsorpci viru, aktin
rozrusujici agens bylo ptidano k buiikdm vzdy 1 hod pfed adsorpci viru. Obr. 5.10

ukazuje, ze aktinové svazky byly v pfitomnosti jak cytochalazinu D tak i
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latrunculinu A rozruSeny a buniky zménily tvar. VétSina virionu se v téchto bunkach
béhem 3 hodin do blizkosti jadra nedostala a z{istala na periferii buiiky (obr. 5.10).
Piesto infekce viru neni pii rozruSeném aktinu zcela inhibovana (viz grafy obr. 5.9).
To je velmi zajimavé zjisténi, které poskytuje vice interpretaci. Z vysledkti nicméné
vyplyva, Ze mikrotubuly jsou bezpodmine¢né nutné pro produktivni pohyb viriont
burikou. Z piedchozich pokusii nasi laboratofe vime (MANNOVA a FORSTOVA,
2003), ze i pfi vysoké multiplicité infekce pouze mélo viriont dopravi genom do
bunééného jadra. Tyto viriony mohou snadno uniknout pozornosti pii konfokalni
mikroskopii. Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost aktin rozruSujicich agens, i kdyZ ne
zcela, prece inhibovala virovou infekci, chtéli jsme zjistit, zdali tyto latky nemély
vyrazny vliv 1 na stav tubulinového cytoskeletu. Obrazek 5.11 ukazuje, Ze
v burikach vystavenych vlivu latek rozrusSujicich aktin cytochalazinu D (obr. 5.11
B) a latrunculinu A (obr. 5.11 C), doslo k drastickym zménam v uspofadani
tubulinového cytoskeletu. I zde je vidét, Ze v burikach, které nebyly vystaveny vlivu
cytochalazinu D nebo latrunculinu A (obr. 5.11 A) se nachazi virus ve vétsi blizkosti

jadra, nez v bunikach s rozruSenym aktinem.
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Obr. 5.10: Vliv aktin rozrusSujicich agens cytochalazinu D a latrunculinu A na pohyb
viru buiikou. Aktin (Cervend) a VP1 (zelend) bez pouziti aktin-rozrusujici latky (Aa,b),
aktin v pfitomnosti cytochalazinu D (Ba,b) a latrunculinu A (Ca,b). 3T6 fibroblasty 3 hod
po infekci myS$im polyomavirem. Snimky fezi stejné buiiky (a,b) pofizené pomoci
konfokalniho mikroskopu.

Protilatky: my$i monoklondlni protilatka proti VP1; sekundarni protilatka Alexa Fluor 488-
krali¢i proti my8im IgG (zelend), phaloidin znaéeny rhodaminem (Cervend); znaceni jader
DAPI (modrd).
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Obr. 5.11: Kontrola mikrotubuli v buiikach s rozrusenym aktinovym cytoskeletem.
Tubulin (¢ervena) a VP1 (zelend) bez pouziti aktin-rozrusujicich latek (A,B,C), tubulin v
ptitomnosti cytochalazinu D (Ba,Bb,Bc) a latrunculinu A (C). 3T6 fibroblasty 3hod po
infekci my$im polyomavirem. Snimky fezh riiznych bunék pofizené pomoci konfokéalniho
mikroskopu.

Protilatky: smés mysi- polyklonalni protilatky proti VP1 a mySi monoklondlni protilatka
proti a tubulinu; sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 kozi proti krali¢im IgG (zelend) a
Alexa Fluor 546 kozi proti my$im IgG (€ervend); znaceni jader DAPI (modra).
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5.2.1.3 Struktura cytoskeletu po odmyti aktin rozrusujicih latek

Zajimalo m¢, jak rychle jsou aktinova mikrofilamenta a mikrotubuly po odmyti
latek rozrusujicich aktin schopny obnovit svou piivodni strukturu a funkci a také, jak
se zméni lokalizace virionl. Builky narostlé na mikroskopickych sklickach byly
20-24 hod synchronizovany, poté byla k burikdm ptidéna latka rozrusujici cytoskelet
(cytochalazin D, latrunculin A). Po uplynuti jedné hodiny byla tato latka odstranéna,
buniky byly infikovany s multiplicitou infekce 100 pfu/b (4.3.2.4) v pifitomnosti
latky rozrusujici cytoskelet a inkubovany 1 hod. Poté bylo médium odstranéno a
bunikky byly 2 hod inkubovany v médiu se sérem v piitomnosti latky rozruSujici
cytoskelet. Po odstranéni agens byly buiiky inkubovany bud’ 1 nebo 2 hod v médiu
s 10% sérem a poté fixovany (kap. 4.3.2.9), barveny protildtkami a analyzovany
konfokalni mikroskopii.

Ukazky infikovanych bunék ,,zotavujicich se® po puisobeni aktin rozrusujicich latek
jsou na obr. 5.12. a 5.13. Z obrazki je patrné, Ze 1 hod po odmyti agens nestacila na
plnou obnovu aktinového ani tubulinového cytoskeletu, ptficemz nésledky pisobeni
latrunculinu A jsou vice patrné nez cytochalazinu D. Po dvou hodinach je vSak jak
aktinovy tak i tubulinovy cytoskelet obnoven a je mozné pozorovat virus blize
bunééného jadra (obr. 5.12 Ac, Ad, Bc, Bd, a obr. 5.13 Ac, Ad, Bc, Bd). Struktura
neporuseného tubulinu (obr. 5.7 A, 5.11 A) a aktinu (obr. 5.8 A, 5.10 A) je ukazana
v predchozich kapitolach 5.2.1.1.a5.2.1.2.
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Obr. 5.12: Obnova aktinového cytoskeletu po odmyti aktin rozrudujicich latek. Aktin
(¢ervend) a VP1 (zelend) po pusobeni cytochalazinu D (A:ab,c,d) a latrunculinu A
(B:a,b,c,d). Buriky 1 hod (a,b) a 2 hod po odmyti latek rozruSujicich aktin (c,d). V fadku
jsou snimky fezii stejné buriky potizené pomoci konfokalniho mikroskopu.

Protilatky: myS$i monoklonalni protilatka proti VP1; sekundarn’ protilatke: Alexa Fluor 488-
krali¢i proti mySim IgG (zelena), phalloidin znaceny rhodaminem (Cervend); znaceni jader
DAPI (modra).
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Obr. 5.13: Obnova tubulinového cytoskeletu po odmyti aktin rozrusujicich latek.
Tubulin (¢ervend) a VP1 (zelend) po pisobeni cytochalazinu D (A:a,b,c,d) a latrunculinu
A (B:a,b,c,d). Butiky 1 hod (a,b) a 2 hod po odmyti latek rozrusujicich aktin (c,d). V fadku
jsou snimky ez stejné butiky potizené pomoci konfokalniho mikroskopu.

Protilatky: smés krali¢i polykionalni protilatky proti VP1 a my$i monoklonalni protilatky
proti a tubulinu; sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 kozi proti krali¢im 1gG (zelena) a
Alexa Fluor 546 kozi proti my$im IgG (Cervend); znaceni jader DAPI (modra).

99



5.2.2 Sledovani lokalizace viru v pritomnosti cytoskelet rozrusujicich
latek

Viriony myS$iho polyomaviru vstupuji do bun¢k pies membranové mikrodomény,
pokracuji v monopinocytickych vaécich do ¢asnych endozomu, kde je mozné je
zastihnout 20-340 minut po adsorpci. Pozdé€ji (3hod po infekci) se nachézi
v perinukledrnim prostoru, kde casteéné kolokalizuje s recyklujicimi endozomy,
Castecné s endoplazmatickym retikulem (ER). Jeho genom dosud neznamym
zpusobem vstupuje do jadra.

Snazili jsme se identifikovat kompartmenty, ve kterych se mys$i polyomavirus
nachazi 3 h.p.i. po rozruSeni cytoskeletu nocodazolem, cytochalazinem D nebo
latrunculinem A. Nejprve jsme se zaméfili na kolokalizaci s kaveolinem-1.
Kaveolin-1 je protein lokalizovany na cytoplazmatické membrané v tzv. raftech
(membranovych mikrodoménach), ze kterych se tvofi invaginace, zvané kaveoly.
Kaveolin se déale nachazi ve vaccich odvozenych od kaveol, které pak fazuji
s dal§imi buné¢nymi endozomy. Kaveolin je mozno identifikovat 1 na Casnych a
recyklujicich endozomech nebo na velkych endozomech nazyvanych kaveozomy.
N¢ekteré z monopinocytickych vacki, do kterych se internalizuje mysi polyomavirus
jsou pozitivni na kaveolin a v mnohych burikach provazel kaveolin-1 virus az do
perinuklearniho prostoru (RICHTEROVA et al 2001).

V pfitomnosti nocodazolu se viriony (jak uz bylo uvedeno v predchozich
kapitolach) dostaly az kjadru. Obr. 5.14 ukazuje, Ze i kaveolinovy signal se
v buiikach s rozrusenymi mikrotubuly nachazi v hojné mife v perinuklearnim
prostoru, kde je moZno pozorovat i ¢aste¢nou kolokalizaci kaveolinu-1 a VPI1 (obr.
5.14 B, bilé Sipky a obdelniky).

Pii pouziti latek rozrusujicich aktin cytochalazinu D (obr. 5.14 C) a latrunculinu A
(obr. 5.14 D) byl kaveolin pfitomen vice v periferni oblasti bunék a na
cytoplazmatické membrané. Zajimavé je, Ze ani tam nebyla pozorovana ve veétsi
mifte jeho kolokalizace s VP1. Virus se nachazel vétSinou ve form¢ shluki rovnéz na
periferii bun€k nebo i v tésné blizkosti membrany ale az na ojedinélé piipady (obr.

5.14 Cd, Db, bilé Sipky), mimo signal kaveolinu.
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Obr. 5.14: Lokalizace kaveolinu a viru v buiikach s rozruSenym tubulinem (B) nebo
aktinem (C,D). Kaveolin (Cervend) a VP1 (zelend) bez pouziti latek rozruujicich
cytoskelet (A), v ptitomnosti nocodazolu (B), cytochalazinu D (C), latrunculinu A (D).
Kolokalizace jsou oznaeny bilymi Sipkami nebo obdelniky. Snimky fezii riznych bunék
(A,C,D) a stejnych bunék (Ba,b,c; Bd,e,f) potizené pomoci konfokalniho mikroskopu.
Protilatky: smés my3i monoklonalni protilatky proti VP1 a krali¢i protilatky proti caveolinu;
sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 osli proti my$im IgG (zelend) a Alexa Fluor 594 kozi
proti krali¢im IgG (Cervena); znaceni jader DAPI (modrd).
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Dale se na$ zajem soustfedil na ¢asné endosomy. V burnikach srozruSenym
cytosleletem jsme testovali kolokalizaci viru s proteinem EEA1. Protein EEAI
(,.carly endosomal antigen 1) je jeden zefektorovych proteinti Rab-5 GTPazy.
EEA1 je prostiednictvim Rab-5 GTP vazén do membrany ¢asného endozomu a je
vyuzivan jako spolehlivy marker ¢asnych endosomau.

Tti hodiny po infekci se v kontrolnich burikach virus v ¢asnych endozomech jiz
nevyskytuje (obr. 5.15 A). Stopy kolokalizace viru jsou vidét v pfitomnosti latky
rozrusujici tubulin nocodazolu (obr. 5.15 Bb, bila Sipka). U bun€k po pisobeni latek
rozruSujicich aktin cytochalazinu D (obr. 5.15 C) a latrunculinu A (obr. 5.15 D),
ackoliv se virus nachazi na bunécné periferii, s casnymi endozomy nekolokalizuje.
Dalsim vySetfovanym kompartmentem byly recyklujici endozomy s markerem
Rabl1. Komplex Rabll GTPazy a nékolika Rabll asociujicich proteinli ma
kli¢ovou roli v tfidéni proteind pii vystupu z recyklujicich endozomi. U kontrolnich
bunék (obr. 5.16 A), které nebyly pod vlivem latek rozrusujicich cytoskelet, je vidét
v blizkosti bunééného jadra obcasnd kolokalizace s Rabll (v souladu s na$imi
(obr. 5.16 B) je mozno obcasnou kolokalizaci Rab 11 a VP1 najit. V pfitomnosti
cytochalazinu D (obr. 5.16 C) a latrunculinu A (obr. 5.16 D) je zjevné, Ze distribuce
Rabl1 GTP4azy a s ni spojenych endozomt je zna¢né narusena. Rabl1 se vyskytuje
ve shlucich, €asto vzdalena od bunééného jadra. Kolokalizace s VP1 pozorovana

nebyla.
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obr. 5.15: Lokalizace ¢asnych endozomu (EEA1) a viru v buiikich s rozrusenym
tubulinem (B) nebo aktinem (C,D). Casné endozomy EEA1 (&ervena) a VP1 (zelend) bez
vlivu latek rozrusujicich cytoskelet (A), v ptitomnosti nocodazolu (B), cytochalazinu D (C)
a latrunculinu A (D). Kolokalizace je oznacena bilou Sipkou. Snimky fezl riznych buné¢k
pofizené pomoci konfokalniho mikroskopu.

Protilatky: smés my$i monoklonélni protilatky proti VP1 a kozi protilatky proti EEAI;
sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 osli proti my$im IgG (zelend) a Alexa Fluor 546 osli
proti kozim IgG (Cervena); znaceni jader DAPI (modra).
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Obr. 5.16: Lokalizace recyklujicich endozomi (Rabl1) a viru v buiikich s rozru§enym
tubulinem (B) nebo aktinem (C,D). Recyklujici endozomy Rabll (Cervend) a VP1
(zelena) bez vlivu latek rozruujicich cytoskelet (A), v pfitomnosti nocodazolu (B),
cytochalazinu D (C) a latrunculinu A (D). Kolokalizace jsou oznafeny bilymi Sipkami.
Snimky fez( riznych bunék pofizené pomoci konfokalniho mikroskopu.

Protilatky: smés mysi monoklonalni protilatky proti VP1 a krali¢i protilatky proti Rabl1;
sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 osli proti mySim IgG (zelend) a Alexa Fluor 594 kozi
proti krali¢im IgG (Eervena); znaCeni jader DAPI (modrd).
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Vzhledem k tomu, ze se nam zatim nepodafilo najit kompartmenty na periferii
buriky, ve kterych se polyomavirus nachdzi v burnikach s rozrusenym cytoskeletem,
vySetfovali jsme i kompartmenty, ve kterych v normalnich burnkach viriony
pozorovany nebyly — pozdni endozomy a lysozomy analyzou kolokalizace VP1
s proteinem LAMP2 (Lysosome associated membrane protein). LAMP2 se
nachazi v lumen i v membranach lysozoml a pozdnich endozomu. Tt hodiny po
infekci nebyla dle ocekavani pozorovdna zadna kolokalizace ani u kontrolnich
bunék (obr. 5.17 A) ani u bun€¢k po pouziti latek rozruSujicich cytoskelet:
nocodazolu (obr. 5.17 B), cytochalazinu D (obr. 5.17 C) a latrunculinu A (obr. 5.17
D).

Dale jsme zjistovali, zda nejsou viriony v pfitomnosti latek rozrusujicich cytoskelet
degradovany v proteazomech. Analyzovali jsme kolokalizaci VP1 proteinu s
ubiquitinem (marker proteazomové degrada¢ni drahy). Tti hodiny po infekci jsme u
kontrolnich bunék kolokalizaci viru subiquitinem nepozorovali ani v téchto
pokusech (obr. 5.18 A) ani v pokusech diivéjsich (MANNOVA a FORSTOVA
2003). 1 kdyz v pozdé€jsich €asech po infekci 8 hodin a vice, kolokalizace VP1
s ubiquitinem pozorovana byla. Piekvapivé v pritomnosti aktin rozrusujicich latek
jsme pozorovali, Ze vétsi shluky VP1 signdlu na periferii bun€k s ubiquitinem
kolokalizuji jiz 3 hod po infekci (obr. 5.18 C, D).

Z divodu casového omezeni této prace a také nedostupnosti kvalitnich protilatek
proti dal$im bunéénym markerim bude dalsi pokracovani analyzy provadéno jiz

mimo ramec diplomové prace.
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Pozdni endozomy a lysozomy (LAMP2), VP1, DAPI

Obr. 5.17: Lokalizace pozdnich endozoma a lysozomu (LAMP2) a viru v buiikach
s rozrusenym tubulinem (B) nebo aktinem (C,D). Pozdni endozomy a lysozomy LAMP2
(Cervend) a VP1 (zelend) bez vlivu latek rozrudujicich cytoskelet (A), v pfitomnosti
nocodazolu (B), cytochalazinu D (C) a latrunculinu A (D). Snimky fezii stejnych bun¢k (v
fadcich) pofizené pomoci konfokalniho mikroskopu.

Prtilatky: smés my$i mo—oklondlni protilatky proti VP1 a krysi protilatky proti LAMP2;
sekundarmni protilatka Alexa Fluor 488 osli proti my$im IgG (zelena) a Alexa Fluor 594 osli
proti krysim IgG (¢ervend); znaceni jader DAPI (modra).
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Proteazomy (ubiquitin), VP1, DAPI

Obr. 5.18: Lokalizace protezomu (ubiquitin) a viru v builkach s rozruSenym
tubulinem (B) nebo aktinem (C,D). Proteazomy s ubiquitinem (Cervend) a VP1 (zelend)
bez vlivu latek rozrusujicich cytoskelet (A), v pfitomnosti nocodazolu (B), cytochalazinu D
(C) a latrunculinu A (D). Kolokalizace jsou oznaleny bilymi Sipkami. Snimky fezl
stejnych bun€k (v fadcich) pofizené pomoci konfokalniho mikroskopu.

Protilatky: smés krali¢i polyklonalni protilatky proti VP1 a mysi monoklonalni protilatky
proti ubiquitinu; sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 kozi proti krali¢im IgG (zelend) a
Alexa Fluor 546 kozi proti mysim IgG (Cervend); zanceni jader DAPI (modrd).
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5.3 Priprava Kkapsidovych struktur BK polyomaviru slozenych
z hlavniho strukturniho proteinu VP1 a minoritniho proteinu
VP3

Pro pfipravu BK-VP1-VP3 kapsid byl pouzit Bac-to-Bac expresni systém, ktery je
ucinnou a rychlou metodou pro konstrukci rekombinantniho bakuloviru. Tento
systém je zaloZen na mistné specifické transpozici do bacmidu. Bacmid je
bakulovirovy kyvadlovy vektor o velikosti 136 kb. ktery nese rezistenci k n¢kterému
z antibiotik a také segment DNA kodujici LacZa peptid. Pro identifikaci
rekombinantniho bacmidu sta¢i, aby byl v médiu pfitomny chromogenni substrat
napt. X-gal a induk¢ni €Cinidlo IPTG. Po uspésné transpozici dojde k preruseni
sekvence [.acZa a kolonie obsahujici rekombinantni bacmid jsou bilé, zatimco
ostatni jsou modré.

Vybrany vektor pFastBac s vnesenym genem je vpraven metodou ,,heat-shock™ do
kompetentnich bun€ék DH10Bac. Tyto bunky v sob&é nesou bacmid a pomocny
plazmid kodujici transpondzu, kterd je odpovédna za transpozici mezi mini-Tn7
elementy a mini-attTn7 cilovych mistech bacmidu.

Pro produkci BK-VP1-VP3 kapsid byl pouzit vektor pFastBacDual. Tento plazmid
nese gen pro ampicilinovou a gentamicinovou rezistenci, dva promotory: pl0
promotor a polyhedrinovy promotor. Pod polyhedrinovy promotor byl uz dfive
pomoci restrikénich endonukledz Stu I a Pst I zaklonovan gen pro hlavni strukturni
protein VP1 lidského BK polyomaviru (BOHACOVA 2005). Gen pro strukturni
protein VP3 byl vkladan pod p10 promotor. Schéma konstrukce je uvedeno na obr.
5.19.

Vektor pFastBacDual-VP1 byl $tépen restrikénim: cndonukleazami Sma I a Nhe |
(obr. 5.20). Plazmid byl poté defosforylovan alkalickou fosfatdzou a izolovan

z gelu. Takto pfipraveny plazmid byl pouzit pro klonovani VP3 fragmentu.
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VPl

pFastBac™Dual
5238 bp

Obr. 5.19: Schéma konstrukce plazmidu pFastBacDual-VP1-VP3.
VP1 byl vloZen pod polyhedrinovy promotor ptes Stu I a Pst I mista (Mgr. V.Bohacova).
VP3 vkladan pod promotor pl0 pies Sma I a Nhe I mista.

«— 5238bp

Obr. 5.20: Elektroforéza vektoru pFastBacDual.
1. Marker A DNA/Pst 1

2. pFastBacDual nestépeny

3. pFastBacDual §tépeny Sma I a Nhe |
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Gen VP3 BK viru byl amplifikovan metodou PCR s primery VP3 BKV a VP2B
(kap. 4.3.7.7). Hybridiza¢ni teplota primert byla 60 °C. Jako templat byl pouzit
plazmid pBlueskript II KS(+)-BK. PCR fragment o velikosti 700bp nesouci VP3
gen BK viru byl §tépen restrikénimi endonukleazami Sma I a Nhel a izolovan

z gelu (obr. 5.21).

<— 700bp

Obr. 5.21: Elektroforéza amplifikovaného fragmentu VP3 BK viru §tépeného Sma I a Nhe |
a izolovaného z gelu. Pouzity marker A DNA/Pst 1.

Ligacni smé&s (1,5ul) obsahujici Stépenou a defosforylovanou vektorovou DNA a
amplifikovany VP3 fragment byla vpravena elektroporaci do bakteridlniho kmene
DHS5a. Po hodinové inkubaci pti 37 °C byly bakterie vysety na pevné médium
s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovany 16h pti 37 °C. Z narostlych kolonii bylo
vybrano 20 transformant a znich byly izolovany plazmidové DNA. Ziskané
plazmidy byly Stépeny restrikénimi endonukledzami Sma I a Nhe I pro ovéfeni
inzertu (obr. 5.21). Po rozstépeni se vektor rozdélil na dva useky o velikosti 700 a
6426 bp. Plazmidové DNA byly pro dalsi ovéfeni Stépeny restrikénimi
endonukleazami Xba [ nebo EcoR I v kombinaci s Nde I. Pokud byl fragment
vloZen spravné po Stépeni Xba I se vektor rozstépil na dva useky o velikosti 1142 a
5884 bp, a po Stépeni restrikénimi endonukleazami EcoR I a Nde I se vektor

rozStépil na 3 useky o velikosti 289, 884 a 5853 bp (obr. 5.22). Kolonie nesouci
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plazmid s genem pro VP1 a VP3 byly pomnozeny pro maxiizolaci plazmidové
DNA.

Smal Xbal EcoRI
Nhe | Ndel

6426bp
5884bp
5853bp

1142bp
- 884bp
- 700bp

- 289bp

Obr. 5.22: Elektroforéza plazmidu pFastBacDual-VP1 nesouciho gen pro VP3 po
Stépeni Sma I a Nhel, Xba I, EcoR 1 a Nde I. Pouzity marker (M) A DNA/Pst I.

Geny pro VPI a VP3 byly z vektoru pFastBacDual-VP1-VP3 transpozici pteneseny
do bacmidu. Kompetentni bakterialni buiiky DHI10Bac obsahujici bacmid a
pomocny plazmid byly transformovany metodou ,heat-shock® plazmidem
pFastBacDual-VP1-VP3. Poté byly transformované buiiky vysety na misky
s pevnym médiem, které obsahovaly kanamycin (50pg/ml), gentamycin (7pg/ml),
tetracyklin (10pg/ml), X-gal (100pg/ml) a IPTG (40pg/ml). Misky byly inkubovany
48-72 h pti 37 °C. Na miskach vznikly béhem této doby modré kolonie, u kterych
nedoslo k uspés$né transpozici, a bilé kolonie s uspé$nou transpozici do LacZa. Bilé
kolonie byly pfeockovany na nové misky a inkubovany dalSich 16 h pti 37 °C. Tim
bylo ovéfeno, ze se skute¢né jedna o bilé kolonie. Pfi vysoké koncentraci kolonii na
misce by mohlo dojit k vy€erpani chromogenniho substratu a nasledné ke vzniku
,.fale$nych* bilych kolonii.

Bil4 kolonie byla zaockovana do 5 ml zivného bujonu s antibiotiky a inkubovana za

stalého tiepani pfes noc pi1 37°C. Z kultury byla izolovana bacmidova DNA, ktera
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byla elektroforeticky ovéiena (obr. 5.23). Pfitomnost genu pro VP3 v bacmidové
DNA byla ovéiena metodou PCR, jako templat byla pouzita bacmidova DNA (obr.
5.24).

<«—— Bacmidova
DNA

Obr. 5.23: Elektroforéza 1zolované bacmidové DNA. Pouzity marker A DNA/Pstl.

1159bp —>

<— 700bp

Obr. 5.24: Elektroforéza ovéfeni pfitomnosti genu VP3 v bacmidové DNA.

1. Marker A DNA/Pst |

2. Pozitivni kontrola: PCR genu pro VP3 BK viru s pouzitim templatu
pBlueskript II KS(+)-BK

3. PCR genu pro VP3 BK viru s pouzitim bacmidové DNA jako templatu
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Ovétfenou bacmidovou DNA byly transfekovany hmyzi bunky Sf9. Transfekce byla
provedena pomoci 2,5 M CaCl,. Po transfekci byly buniky Sf9 infikovany inokulem
z transfekce. Byly pfipraveny lyzaty hmyzich bun¢k transfekovanych bacmidovou
DNA. ProtoZe protilatka proti VP3 BK neni prozatim dostupnd, byla provedena
imunologicka detekce bunéénych lyzati protilatkou proti VP2/3 viru SV40, ktera
s VP3 BK také reaguje (obr. 5.25).

1 2 3 4 NK PK

©c 90 C ®

Obr. 5.25: Imunologicka detekce proteinu VP3 BK v lyzatech hmyzich bunék Sf9.
K vyvolani byla pouzita krali¢i primarni protilatka proti VP2/3 SV40 a sekundarni
protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s peroxidazou. 1-4: lyzaty hmyzich
bunék transfekovanych bacmidovou DNA, NK: lyzat neinfikovanych hmyzich bunék, PK:
VP1/2 BK kapsidy.

Pro infekci hmyzich bun¢k Sf9 (20 Petriho misck o priméru 10 cm) bylo ptipraveno
inokulum bakuloviru pro produkci VP1 a VP3 polyomaviru BK. 92 h po infekei
byly buriky sklizeny, proplachnuty PBS, resuspendovany v B pufru a izolovany, jak
je popsano v kapitole 4.3.2.9. V tab. 5.6 jsou uvedeny refraktometrické indexy
frakci ziskanych zgradientu CsCl. Podle vznasivych hustot odpovidajicich
refraktometrickym indexGim jsme frakce pospojovali do 3 vyslednych frakci I-III.
Frakce byly dialyzovany proti B pufru, zahustény pies sachardzovy polstai. Frakce
IT (hodnota refraktometrického indexu 1,367-1,363, odpovidajici vznasivé hustoté
1,33 g/em’) by méla obsahovat plné kapsidy (s enkapsidovanou bakulovirovou
DNA nebo fragmenty hostitelské DNA), frakce [ (hodnoty refraktometrického
indexu 1,362-1,360, odpovidajici vznagivé hustoté 1,29 g/em’) prazdné kapsidy a ve
frakei III byly spojeny okrajové frakce (hodnoty refraktometrického indexu vyssi

nez 1,3675).
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C. frakce | Refraktometricky | C.frakce | Refraktometricky
index index
1.1 1,374 2.1 1,374
12 1,3725 22 1,3735
13 1,3705 23 1,371
1.4 1,3685 24 1,3695
1.5 1,367 25 1,3675
1.6 1,365 26 1,366
17 1,365 2.7 1,365
18 1,3645 28 1,364
1.9 1,363 29 1,3635
1.10 1,363 2.10 1,363
1.11 1,3625 211 1,3625
1.12 1,362 212 1,3625
1.13 1,362 2.13 1,362
1.14 1,3615 214 1,3615
1.15 1,361 2.15 1,361
1.16 1,360 2.16 1,360

Tab. 5.6: Hodnoty refraktometrickych indexi po rozebrani CsCl gradientu.). Frakce I"
(tuéng), frakce I (kurziva), frakce Il (oby¢ejné pismo).

Metoda elektronové mikroskopie (negativni barveni) potvrdila ve frakei II
ptitomnost plnych kapsid a ve frakci I pfitomnost prazdnych ¢astic. V obou frakcich
se nachazeji kapsidy o pruiméru cca 50 nm 1 mensi ¢astice o praméru 25 nm (obr.
5.26).

Obr.5.26: Elektronova mikroskopie VP1-VP3-BK kapsid. Negativni barveni. Vpravo
frakce 1, vlevo frakce I1.

Pfitomnost proteini VP1 a VP3 BK viru byla imunologicky ovéfena metodou

western blot (obr. 5.27) 1 na gelu barveném Coomassie blue (obr.5.28).
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Elektroforetickd pohyblivost proteinu VP1 BK viru odpovida velikosti 40 kDa a
VP3 velikosti 28 kDa.

1 2 3 4 5 6
114.6 114,6
92,7 — 92,7
I - ————
64,6 ! 64,6 e F
58,1 58,1 et
o
40 —> G
35 35—
S
3 3| — “. <+ 28
- -
|

Obr. 5.27: Imunologické detekce proteini VP1 a VP3 BK viru. Western blot byl vyvolan
krali¢i primarni protilatkou proti VP1 (2. a 3. draha) nebo krali¢i primarni protilatkou proti
VP2/3 SV40 (5. a 6. drdha) a sekundarni protilitkou proti krali¢im imunoglobulinim
konjugovanou s peroxidazou. V prvni draze je marker molekulovych vah (kDa). V 2. a5.
draze frakce [ (prazdné Castice) VP1-VP3-BK, v 3. a 6. draze frakce II (pIné &astice) VP1-
VP3-BK.

1 2 3
169,4 o
114,6 '
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Obr. 5.28: Ovéreni pritomnosti VP1 a VP3 proteinii BK viru. Gel byl obarven Coomassie
Brilliant Blue G250. V prvni draze je marker molekulovych vah (kDa), v druhé draze prézdné
kapsidy VP1-VP3-BK a ve tieti draze piné kapsidy VP1-VP3-BK.
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Produkci umélych kapsid jsme ovétovali také in situ fluorescenci infikovanych
hmyzich bun¢k. Hmyzi buiiky Sf9 byly infikovany inokulem bakuloviru nesouciho
genu pro VPl a VP3 BK viru. 92 hod po infekci byly buiky fixovany smési
methanol/aceton a obarveny s pouzitim protilatky proti proteinu VP1 a proti VP2/3
viru SV40. Z obrazku 5.29 je patrné, Ze bunky produkuji jak VP1 tak VP3 BK a ze

oba produkované proteiny jsou lokalizovany v jadte hmyzich bunék.
.

Obr. 5.29: Imunofluorescence hmyzich bunék Sf9 92 h po infekci rekombinantnim
bakulovirem produkujicim VP1 a VP3 protein BK viru. K imunofluorescenénimu znaceni
byla pouzita primarni protilatka proti VP1 BK, primarni protilatka proti VP 2/3 SV40 a
sekundarni protilatka Alexa fluor 488 kuteci proti krali¢éim imunoglobulinlim. A — buriky
infikované rekombinantnim bakulovirem produkujicim VP1 protein BK viru, anti VP1 BK,
B, C — buiiky infikované rekombinantnim bakulovirem produkujicim VP1 a VP3 protein
BK viru, B — anti VP1 BK, C — anti VP2/3 SV40, D - neinfikované buriky.

Kapsidy BK-VP1-VP3 budou slouzit pro izolaci a ptipravu monoklonélnich
protilatek proti VP3 proteinu BK viru a také ke studiu vlastnosti VP3 BK viru.
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6. DISKUZE
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6.1 Priprava virovych plaku z kmeni A2 a P16 a jejich nasledné
pomnozeni

Prvni ¢ast diplomové prace byla zaméiena na plakovou izolaci dvou kmenti mysiho
polyomaviru, standardné v laboratofi pouzivaného kmenu A2 a kmenu P16, ktery
jsme ziskali z laboratote B. Griffinové z Londyna. Diivodem, ktery nas k tomu vedl
byly problémy s infektivitou kmenu A2. U tohoto viru jsme dostavali v laboratofi
nizké vytézky infekénich ¢astic na celkova mnozstvi izolovanych ¢astic.

Existuje fada mozZnych pficin, které by mohly tento jev vysvétlovat. Jednou z
mozZnosti jsou zmény v genomu - mutace nebo inzerce a zaroven delece. Pokud
dojde k néjaké deleci v kodujici oblasti a zaroven k repetici ¢asti regulaéni oblasti,
véetn¢é replika¢niho pocatku, vznikaji defektni ¢astice, které maji zaroven replikaéni
vyhodu pfed nemutovanymi infekénimi viriony. Dal§i moznou pfi¢inou mize byt
charakter a stav pouzivanych bungk. U¢inna replikace a transkripce viru zavisi
mimo jiné na pfitomnosti bunéénych transkripénich faktorti, které se ucastni
regulace téchto d&€j vazbou na enhancer regula¢ni oblasti. Ne v kazdém typu
bunék mize byt slozeni a koncentrace transkripénich faktort pro ucinnou replikaci
polyomaviru optimalni. V nekterych buinkach muze byt také maélo ucinna
morfogeneze viriond. To ma pak za nasledek vysoky pomér prazdnych kapsid a
pseudoviriont (tj. vird, které enkapsidovaly fragmenty bunééné DNA, piipadné i
s buné¢nymi histony) v preparacich. Pfitom pseudoviriony maji podobnou
vznasivou hustotu jako infekéni viriony, takZe se nedaji G¢inné oddélit v hustotnich
gradientech. Je znamo, Ze pro u¢innou morfogenezi virionl jsou dileZité nekteré
posttransla¢ni (fosforylované) formy VP1. Existuji mutanty stzv. ,host range*
mutacemi, u kterych v nékterych buikach vazne morfogeneze viriond. Bylo
zjisténo, Ze prislusné mutace se nachazeji v genu pro MT antigen a ovliviiuji miru
aktivace protein kinazy c¢-SRC a tim i stav fosforylacni aktivity, kterd pak
v nékterych bunéénych typech nestaci k u¢inné fosforylaci VP1 (GARCEA et al.,
1983 GARCEA et al., 1985). Moznym vysvétlenim skutec¢nosti, Ze jsou viriony
malo stabilni a rozpadaji se béhem purifikace a skladovani, je hypotéza, Ze pfi
morfogenezi virionl existuje zavérecny krok maturace, pii kterém (naptiklad
proteolytickym krokem nebo naopak vytvorenim urcité vazby) viriony dozraji a
stavaji se uzavienymi a stabilnimi. Je mozné, Ze v nekterych buiikach neprobéhne

ucinné prave tento krok a izolované viriony jsou nestabilni.
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Podle FREUND ef al. (1990) vytvati kmen A2 velké plaky a virus P16 malé plaky.
V naSich plakovych zkouSkéach provedenych na primarnich liniich WME jsme rozdil
ve velikosti plak(i obou kmenii nepozorovali. Naopak, rozdily ve velikosti plaka
v ramci jednotlivych virovych kmeni byly zna¢né (Tento fakt se vyznamnou mérou
podilel na vysokém rozptylu ziskanych hodnot infekéniho titru (tab. 5.1)). Divodem
odlisného pozorovani muze byt rozdilnost bunééné linie, kterou jsme k plakové
zkouSce pouzili. Autofi pouzili linii mySich fibroblasti 3T3. V na$i laboratofi
dostupna 3T3 linie neni pro polyomavirus permisivni a na linii 3T6 fibroblastd byly
plaky A2 linie malé a Spatné¢ rozeznatelné (Ustni sdé€leni, P. Mannova). Pii
porovnavani hodnot infekéniho titru (snazili jsme se odebrat od kazdého viru ty
nejvétsi plaky) bylo zjisténo, Ze virus P16 ma v priméru vyssi hodnoty infekéniho
titru 1 vyS$$i vytéZek nez kmen A2.

U kmene A2 jsme jiz diive zjistili, Ze z linii, které mame k dispozici dava nejvétsi
vytézky viru primarni linie ziskana z celych mysich embryi. Pro izolaci viru (i kdyz
s niz§im vytéZzkem) je mozZno pouZzit téz stabilni linie fibroblastd 3T6 nebo
epitelidlnich bun¢k NMuMG.

Pii porovnavani vyt€zkl ztéchto tii linii, byly nejvy$si hodnoty dle ocekavani
ziskdny z embryondlnich bunek WME. Vytézek viru P16 byl na 3T6 fibroblastech
mens$i pfiblizné o 1 ¥ad. V nasi laboratofi se pro béZné pomnoZovani pouziva
buné¢na linie mysich fibroblasti 3T6, z etickych i praktickych divodi se snazime
pouzivani mySich embryonélnich bunék WME omezit.

Z téchto divoda byla pro pomnoZeni viru ve vétsim métitku pro naslednou praci
pouzita stabilni buné¢na linie 3T6. Pfi srovnadni mnozstvi infek¢nich viriont
k celkovému poctu hemaglutinujicich ¢astic provedeném u viru izolovaného z linie
3T6 bylo ukazano, Ze na jednu infekéni virovou €astici pripada nejméne o fad méné
hemaglutinujicich ¢astic pro virus P16 neZ pro virus A2, piestoZe pro izolace obou
vird byly pouzity virové izolaty z velkych plakd. Sekvence viru A2, ktery jsme do
této doby pouzivali, byla neddvno opét ovéfovana na spolupracujicim anglickém
pracovisti (B. Griffinova) a nelisila se od publikované (SOEDA et al., 1980). V nasi
laboratofi je dostupny genom kmene A2 na plazmidu pMJG a je mozné kdykoliv
z tohoto genomu pfipravit virus. Soudime tedy, Ze problém $patné ucinnosti infekce
muze byt dan spiSe nez vyraznou zménou v sekvenci stavem bunécnych linii.

Nicméné planujeme v nejblizs§i dob€ znovu ovéreni sekvence viru A2.
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Zajimalo nas jak se li§i genom P16 od kmene A2. Gen pro VPl kmene P16 byl
publikovan (STEHLE a HARRISON 1997). Srovname-li sekvence genu pro VP1 u
kmene A2 a P16 (obr. 6.1). Je moZno pozorovat n¢kolik zmén v aminokyselinovém
slozeni, z ¢ehoz dvé takové oblasti se nachazeji v rozvoliiovanych smy¢kach tohoto
proteinu a sice vBC a DE smycce. To jsou pravé sekvence VP1, které jsou
odpovédné za interakce nejen s protilatkami, ale také s bunéénymi strukturami a
zmény v nich by mohly mit vliv na tropizmus, replikaci a infektivitu viru. RICCI et
al. (1992) naptiklad nalezli zmény v tropizmu (bunéném) u polyomaviru

s mutacemi v DE smy¢ce.

A2 MAPKRKSGVSKCETKCTKACPRPAPVPKLLIKGGMEVLDLVTGPDSVTEIEAFLNPRMGQ 60
Pl6 MAPKRKSGVSKCETKCTKACPRPAPVPKLLIKGGMEVLDLVTGPDSVTEIEAFLNPRM 60

Fhdk ok hk ko k ke kdhkhkhkhkkhhdehhk ok hkkhkkkkkkhk kA bk kA khkhk ok kkkkkh kK

BC o smycka

A2 PPTPESLTEGGQYYGWSRGINLATSDT-WIPRNNTLPTWSMAKSSFPCLNEDLTCDTLOM 119
Pl6 [PPTPESLTEGGQYYGWSRGINLATSDTEDSPGNNTLPTWFMAKLQLPMLNEDLTCDTLQM 120

Fhkkkkkhkk kR hkkrkk Rk hkhkkhk*k*k*k**** LR EEEEEEEE LS Kk kg kokok ok ok ok ok ok ke

LE smycChka EF smycCka
A2 WEAVSVKTEVVGSGSLLDVHGFNKTHRFSKHKGNST PVEGSQYHVFAGGGEPLDLOGLVT 179
Ple WEAVSVKTEVVGSGSLIDVHGFNKPTDTVNTKGIST PVERSQYHVFAVGGEPLDLOGLVT |180

ok ek ok ok ok ok ok ok ke ko ok ok ko ko ok ok ok ke ok ok hhkkkkdkhkkhkkkhkk *hkhkhkhkkhkkkhkk

EF smycha

A2 DARTKYKEEGVVTIKTITKKDMVNKDQVLNPISKAKLDKDGMYPVEIWHPDPAKNENTRY 239

Pl6 DARTKYKEEGVVIIKTITKKDMVNKDQVLNPISKAKLDKDGMYPVEIWHPDPAKNENTRY 240

IR E T E R E R E R R EEEEEEEEEET TR R T E LT TR T EEEEEEEZETREEEEEELEXETEEESES

GH smycka HI smyclka
A2 FGNYTGGTTAPPVLQFTNTLTTVLLDENGVGPLCKGEGLYLSCVDIMGWRVTRNYVSSLE 299

P16 FGNYTGGTTTPPVLQFTNTLTTVLIYDENGVGPLCKGEGLYLSCVDIMGWRVTRNYDWVHHW 300

hhkhkkkkhhh hhkhkkkkk ko ohdk koo ok hk ko ok k ok ko ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ke ok

A2 KGFPRYFKITLRKRWVKNPYPMASLISSLFNNMLPQVQGQPMEGENTQVEEVRVYDGTEP 359
P16 RGLPRYFKITLRKRWVKNPYPMASLISSLFNNMLPQVQGQPMEGENTQVEEVRVYDGTEP 360
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A2 VPGDPDMTRYVDRFGKTKTVFPGN 383
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Obr. 6.1: Porovnani aminokyselinové sekvence genu pro VP1 kmenti P16 a A2. Hvézdi¢ky
oznaCuji shodné aminokyseliny v slozeni obou virl. Zlut€ jsou vyznaceny zmény v sekvenci
P16 oproti A2. Cervené ramecky oznacuji smycky proteinu VP1.

Dalsi oblasti, ve kterych by se mohly nachdzet mutace ovliviiujici vy$e uvedené
vlastnosti viru je regulaéni oblast genomu, ale také, jak bylo uvedeno vySe Casna
kodujici oblast (naptf. gen pro MT). My jsme se v této praci zaméfili na zjiSténi
pfipadnych rozdila v sekvencich regula¢ni oblasti viru P16 a A2. Z porovnani nami
ziskané sekvence regulacni oblasti viru P16 s publikovanou sekvenci A2 je patrné,

Ze se obé sekvence li$i. Nejvétsi zména - 44 nukleotidova inzerce mezi nukleotidy
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5154 a 5155 (pocitano v genomu A2) byla nalezena také u ,,Crawford-small plaque
variant” polyomaviru (ROTHWELL a FOLK 1983). Jeji detekce v P16 potvrdila uz
zjisténi na elektroforetickych snimcich, Zze regulacni oblast viru P16 je delsi. Inzert
obsazeny v regulacni oblasti viru P16 by mohl byt také pfi¢inou pozorovanych
rozdild v infektivité mezi P16 a A2 kmeny. Tento inzert se totiZ nachazi v oblasti
enhanceru, ktery hraje roli jak vregulaci transkripce tak v regulaci replikace. Pii
prozkoumavani sekvenci bylo zjisténo, ze dvéma substitucemi (v poloze 5104 a
5109 nukleotidd A2 genomu) se zmenila sekvence vazebného mista pro PEAI
vregulacni oblasti P16. Naopak, v inzertované 44ti nukleotidové sekvenci se
objevuje navic proti genomu kmenu A2 dal$i vazebné misto pro transkripéni faktor
PEA3.

Polyomavirovy enhancer aktivuje ¢asny virovy promotor in vivo a je pozadovan pro
replikaci virové DNA (TANG et al., 1987). Polyomavirové enhancery jsou zna¢né
redundantni. Nicmén€, TANG ef al. (1987) ukézali, Ze replikace a transkripce
polyomavirové DNA mize byt vyrazné ovlivnéna zavedenim bodovych mutaci do
téchto enhancerovych elementd. MARTIN er al. (1988) ukézali dulezitost
transkripénich faktorti PEA1, 2, 3 v aktivaci transkripce i replikace DNA. Mutace ve
vazebném misté pro PEA1 redukovala transkripci 1 replikaci DNA a redukovala
vytézky virového potomstva. Reverzi této mutace se uc¢innost replikace polyomaviru
vratila k ptivodnim hodnotam. Transkripéni faktor PEA3, produkt mysiho genu pea3
(lidsky analog se nazyva EIA-F a ETV4) je ¢lenem pea3 podrodiny kddované ets
geny. Ets proteiny maji konzervovanou ,helix-turn-helix* ETS DNA vazebnou
doménu. Tvorfi heterokomplexy s dal§imi proteiny a aktivuji (ptipadn€ 1 reprimuji
podle proteinového kontextu) transkripci. Ets proteiny hraji kli€ovou roli
v embryondlnim vyvoji a vbunétné diferenciaci a nadorové transformaci
(SHEPHERD et al., 2001). Jaky je pfesné¢ vyznam dal§itho vazebného mista pro
tento transkripéni faktor neni zatim zcela jasné.

Bude uzite¢né v budoucnu jesté zjistit zdali nejsou také zmény v genech pro €asné

antigeny nebo minoritni strukturni proteiny v genomu kmene P16.
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6.2 Sledovani vlivu cytoskeletarnich inhibitord na pohyb virionu
bunkou

Dalsi problematikou, kterou se v nasi laboratoti zabyvame je studium endocytické
drahy vyuzZivané polyomavirem pii jeho cest¢ od plazmatické membrany
k buné¢nému jadru. Jedna z otazek, ktera nas v souvislosti s touto problematikou
zajima, je role bunétného cytoskeletu pii dopravé genomu MPyV do jadra.
Ke studiu funkce aktinového a tubulinového cytoskeletu v pohybu virioni od
bunééné membrany k bunécnému jadru byly pouzity: latka rozruSujici tubulin -
nocodazol a latky rozrusSujici aktinové svazky - cytochalazin D a latrunculin A.

Jiz diive bylo zjisténo, Ze infektivita mysiho polyomaviru v pfitomnosti agens
rozruSujiciho tubulin je zcela avSak reverzibilné inhibovana (LIEBL er al.,
manuscript v preparaci). Z toho vyplyva, Ze intaktni mikrotubuly jsou nutné pro
transport viru k bunéénému jadru a dopravé virového genomu do jadra. Nyni jsme
ptekvapivé zjistili, Ze pfestoze nocodazol inhibuje virovou infekci, velka ¢ast
viriond docestuje v jeho pfitomnosti do perinuklearniho prostoru, podobné jako u
kontrolnich bun€k (obr. 5.7). Z tohoto vysledku by se dalo naopak soudit, Ze virus
vyuziva k transportu k jadru jinou drdhu nez tubulinova vlakna.

V pfitomnosti cytochalazinu D je infektivita viru inhibovéana jen asi z poloviny,
v piitomnosti latrunculinu A vyraznéji, avSak stdle ne tak efektivné jako
v ptitomnosti nocodazolu. Bylo také zjisténo, Ze transientni depolymerace aktinu
v pocatcich virové infekce naopak vyrazné zvySuje ucinnost virové infekce ve
srovnani s kontrolnimi buiikami (obr. 5.9) (LIEBL et al., manuscript v preparaci).
Piechodné rozruseni aktinu v kone¢ném dusledku infektivité viru ziejmé pomaha.
Po pouziti cytochalazinu D nebo latrunculinu A byl vyrazné zménén tvar burky,
buriky se zakulatily, (obr. 5.10 B, C), takZe bylo pomérné obtizné identifikovat
oblast burniky, ve které se virus nachazi. Nejcastéji se vyskytoval ve formé shlukl na
periferii buriky na segmentech rozruseného aktinu. Po depolymeraci aktinu mél
virus zjevné problém dostat se z bunééné periferie do blizkosti jadra. Dvé hodiny po
odmuyti latek rozrusujicich aktin byla viditelna rekonstrukce aktinového cytoskeletu
a také vyrazny posun virionii smérem k jadru. To by napovidalo, Ze virus vyuZiva
k cesté k bunéénému jadru aktinovy cytoskelet.

Jak se daji tyto (zdanlivé?) protichidné vysledky vysvétlit?



Jedno zmoznych vysvétleni je, ze virus potiebuje k produktivni infekci jak
tubulinova vldkna tak aktin. Jiz dfive bylo vna$i laboratofi pozorovano
(RICHTEROVA et al., 2001), ze kratce po internalizaci polyomaviru dochézi
k ¢astecné reorganizaci a depolymerizaci aktinu a v té dob¢ (20 min — 2 hod po
adsorpci) je moZno pozorovat kolokalizaci virionti (VP1) s aktinem. Poté, co je virus
sveden do blizkosti jadra, je aktinovy cytoskelet obnoven. Kolokalizace VPI
s tubulinem je vice patrna pozdgji v perinuklearnim prostoru (RICHTEROVA et al.,
2001). Je tedy mozné, Ze v prvni fazi pohybu viriont je viriony vyuZivan aktin a to
v podob¢ aktinovych ,kometek™, které pomahaji pohybu a fazim vacki s viry
(shluky aktinu u pohybujicich se vacki s virovymi Casticemi byly pozorovany
v zivych burikach, DIFATO a LIEBL, nepublikované vysledky). Tubulinové vldkna
by byla virem vyuZivana v pozdéjsi fazi pohybu burkou.

Je moZny ale také jiny vyklad. Je zfejmé, Ze neporuSeny tubulinovy cytoskelet je
pro produktivni pohyb virionli nezbytny. Role aktinu tak jasna neni. Aktinovy
cytoskelet by mohl slouzit jako ochrannd bariéra buniky a aktinova filamenta nebo
kometky by mohly svadét viriony na degrada¢ni dradhu. Jak jiZ bylo uvedeno
v kapitole vysledky, i pfi vysoké multiplicité infekce pouze né€kolik malo viriond
dopravi genom do bunééného jadra. Vétsina virionl je svedena na degradacni drahu
spojenou s endoplazmatickym retikulem (ERAD - endoplasmic reticulum associated
degradation pathway) (MANNOVA a FORSTOVA 2003). Je mozné, Ze usp&snymi
viriony jsou ty, které nebyly zachyceny aktinovym cytoskeletem a podarilo se jim
hned po internalizaci ziskat tubulinovy motor a dostat se k jadru po tubulinu. Za to,
Zze 1 v pritomnosti latek rozruSujicich aktin byla infekce sniZzena, by mohla byt
zodpovédna skuteCnost, Ze forma tubulinového cytoskeletu je zna¢né ovlivnéna
rozruSenim aktinu (obr. 5.11). K uréeni, kterd z teorii odpovida skuteCnosti bude
potieba dalsi vyzkum.

V souvislosti se ziskanymi vysledky o struktufe bunéného cytoskeletu jsme si
polozili otazku, ve kterych z bunéénych kompartmenti popsanych v endocytické
draze mysiho polyomaviru se viriony nachézeji v pritomnosti latek rozruSujicich
cytoskelet. Vime, Zze MPyV vstupuje do bun€k v monopinocytickych véccich, z
nichZ na mnohych byl identifikovan kaveolin-1 (RICHTEROVA et al., 2001). Virus
byl pozorovan dale v ¢asnych endozomech, charakterizovanych proteinem EEAI,
vrecyklujicich  endozomech (MANNOVA a  FORSTOVA  2003) a

v endoplazmatickém retikulu.
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Kaveolin-1 byl detekovan i v ¢asnych endozomech (POL et al., 1999; LIEBL et al.,
2006) i v recyklyjicich endozomech (GAGESCU et al., 2000). Proto nas zajimalo,
jak je to s kolokalisaci kaveolinu a VP1 pfi rozruSeni cytoskeletu (nocodazolem,
cytochalazinem D a latrunculinem A) Tti hodiny po infekci bylo mozno pozorovat
obcasnou kolokalizaci kaveolinu s VP1 pobliz jadra jak u kontrolnich bun¢k tak po
pouziti latky rozruSujici tubulin-nocodazolu (obr. 5.14 B). Z toho vyplyva, Ze virus
se patrné dostava 1 pfi rozruSeném tubulinovém cytoskeletu do perinuklearniho
prostoru v kompartmentech (nebo do kompartmentti) pozitivnich na kaveolin. Stopa
kolokalizace je viditelna 1 po pouziti latky rozruSujici aktin cytochalazinu D a
latrunculinu A (obr. 5.14 Cc, Dd).

Virus zadrZzovany na periferii buiiky v pfitomnosti aktin rozrusujicich latek
ptekvapivé nekolokalizoval s markerem ¢asnych endozomi. Je mozné, Ze pravé za
fuzi monopinocytickych vacki nesoucich virus s ¢asnymi endozomy je odpovédny
aktinovy cytoskelet.

Za normalni situace se subpopulace viru nachazi 3 h.p.i. v endoplazmatickém
retikulu a ¢astedn& té2 v recyklujicich endozomech (MANNOVA a FORSTOVA
2003). I v bunikach s rozruSenym tubulinem byla ob¢asna kolokalizace VP1 a Rab11
detekovana. Naopak v pfitomnosti latek rozrusujicich aktin kolokalizace s Rabl1
pozorovéna nebyla a na obrazcich bunék bylo moZno pozorovat abnormalni shluky
Rabl1 signélu indikujici naruseni endocytické drahy, v nichZ je Rabll GTPaza
zapojena. Zda se tedy, ze recyklujici endozomy nejsou pro produktivni infekci
dulezité. Potvrzeni (nebo vyvraceni) této domnénky by pfinesl pokus zkoumajici
infektivitu polyomaviru v pfitomnosti dominantné negativni mutanty Rabl]
GTPazy.

Kompartment, ve kterém se nachazi virus pii rozruseném aktinu, se ndm bohuzel
nepodafilo ur¢it. I kolokalizace s pozdnimi endozomy a lysozomy byla negativni.
K identifikaci struktury, ve které se viriony v bunkach srozrusenym aktinem

nachazeji bude zapotiebi vyzkouset vice bunécnych markert.
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6.3 Priprava kapsidovych struktur BK polyomaviru slozenych
z hlavniho strukturniho proteinu VP1 a minoritniho proteinu
VP3

Lidsky BK virus je pfitomny u 85 % lidské populace po celém svét¢ v podobé
perzistentni infekce ledvin. Jeho reaktivace koresponduje se snizenou imunitou.
K aktivaci BK viru dochazi nejcastéji v ledvinach. U imunosuprimovanych pacientt
po transplantaci ledvin mohou byt nasledky reaktivace fatalni. Proto je také tomuto
viru vénovana pozornost.

V porovnani s ostatnimi polyomaviry (mysi polyomavirus, SV40) neni o
molekularnich mechanizmech BK viru prozatim mnoho zndmo. Vzhledem k tomu,
ze studium tohoto viru zacalo pozdéji, v porovnani s ostatnimi polyomaviry, nebyl
zatim objasnén vztah infekce, patogeneze a imunitni reakce hostitele. V nedavné
dobé jsme v naSi laboratofi zacCali, ve spolupraci s virologickou laboratofi ve
Wiirzburgu (K. Dorries), studovat také lidsky polyomavirus BK. Zminéna laboratof
se zabyva klinickym studiem BK viru a jeho detekci v riznych lidskych tkanich a
burikach (DORRIES, 1998).

Abychom mohli studovat interakce BK viru s bunéénymi strukturami potfebujeme
nejprve pripravit specifické protilatky proti jednotlivym virovym proteiniim.
Protilatka proti hlavnimu strukturnimu proteinu VPl byla jiz pripravena (M.
STANCIKOVA, nepublikované vysledky). Jako antigen byly vyuzity VP1 &éstice
pfipravené¢ v hmyzich bunkach. Pokusy o izolaci minoritniho proteinu VP3
z hmyzich bunék, ve kterych byl produkovan samotny, bez VP1, selhaly pro Spatnou
rozpustnost tohoto proteinu v nativnim stavu. Izolace denaturovaného proteinu VP3
po rozdéleni lyzatu hmyzich bunék produkujicich tento protein byla rovnéz obtiZzna,
protoZe v bunééném lyzatu byla pfitomna fada proteinit bakulovirového ptvodu se
stejnou pohyblivosti. V této praci jsme se tedy rozhodli ptipravit bakulovirus, ze
kterého by bylo mozno produkovat virové castice obsahujici protein VP1 a VP3. Po
aplikaci izolovanych virovych ¢astic na SDS elektroforézu by bylo mozné protein
VP3 snaze izolovat. Navic bude mozné vyuzit takovych ¢astic i pro studium funkei
VP3 proteinu.

Po konstrukci pomocného vektoru a izolaci bakuloviru byly z infikovanych hmyzich
bunék izolovany virové Castice. Kapsidy ziskané izolaci v CsCl gradientu byly dvou

vvvvvv

(LI e al, 2003; BOHACOVA 2005). Piitomnost VP3 proteinu v &asticich byla
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ovéfovana metodou Western blot. Vzhledem k tomu, Ze protiladtka proti proteinu
VP3 BK neni prozatim komeréné dostupna, byla produkce proteinu VP3 ovéfena
pomoci polyklonalni protilatky proti proteinim VP2/3 viru SV40 (poskytnuté Prof.
A.Oppeheim, Izrael), ktera vzhledem k zna¢né (90%) homologii genomt BK viru a
SV40 (NEWELL et al., 1978) rozpoznava i nékteré epitopy VP3 u BK viru.

Na obr. 5.27 je vdraze 5 a 6 imunodetekovan protein VP3 (28 kDa). V draze 6,
ve které byl vzorek lyzatu izolovanych castic frakce Il se nachazeji jesté dalsi
prouzky s vétsi pohyblivosti, coz by mohly byt degradaty proteinu VP3, ale také
prouzek odpovidajici velikosti asi 60 kDa . Tento prouzek se nevyskytuje ve draze 5
u prazdnych kapsid. Mohlo by jit o kontaminaci bunéénym proteinem, ktery ,,cross™
reaguje s pouzitou primarni protildtkou. Tomu by nasvédCovala i negativni
fluorescence in situ (obr. 5.29 D), ve které se sice slab¢, ale objevuji svitici body.
Vzhledem k tomu, Ze se 1 vlevé casti western blotu (kde jsou nanesené virové
¢astice detekovany protilatkou proti proteinu VP1) nachazeji, krom¢ prouzki s vyssi
pohyblivosti nez by odpovidalo proteinu VP1 (40 kDa), také prouzky s nizsi
pohyblivosti, je moZné, Ze se na gelu zobrazily 1 komplexy virovych proteinli
snéjakymi bunéénymi (nebo bakulovirovymi) proteiny které ko-purifikovaly
s kapsidovymi strukturami, v dasledku oslabeni [ merkaptoethanolu v ,loading*
pufru.

V soucasné dobé jsou jiZz imunizovdny mySi proteinem VP3 pro pfipravu
monoklonalnich protilatek.

Bude zajimavé porovnat vlastnosti proteinu VP3 BK viru s proteinem VP3 mysiho
polyomaviru. O minoritnich proteinech polyomavird primati, BK, JC a SV40 je
Znamo, Ze maji oproti minoritnim proteinim MPyV delsi C-konec. Tento konec jim
udili schopnost nespecificky interagovat s DNA (CLEVER et al., 1993, DEAN et
al., 1995). Pro virus SV40 bylo publikovano, Ze protein VP3 je dllezity pro skladani
virioni (GHRAKHANIAN ef al., 2003). U  JC viru bylo publikovano, ze C-
koncové sekvence minoritnich proteint, které u minoritnich proteind mySiho
polyomaviru chybi, maji schopnost dovést protein VP1 do specifickych PML domén
v bunééném jadre (SHISHIDO-HARA e al., 2004).
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7. SOUHRN
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1.

Snazili jsme se ziskat polyomavirus s vyssi acinnosti infekce nez byl dosud
v laboratofi pouzivan
= S pouZzitim primarnich bunék ziskanych z mySich embryi jsme piipravili
plaky polyomaviru kmene A2 pouZivaného v nasi laboratofi a kmene
P16 (ziskano od Prof. B.Griffin, Royal Postgraduate School, Londyn).
= 7 jednotlivych plaki jsme pomnozili viry a porovnali jejich uG¢innosti
infekce. VytéZzky viru izolovanych z plaki kmene P16 byly v pruméru o
fad vyssi nez vytézky kmenu A2.
= V preparaci viru P16 byl pomér infekénich &astic k celkovému poctu
hemaglutinujicich ¢astic vyrazné vyssi nez u kmeme A2
= Sekvenovali jsme regulacni oblast genomu kmene P16 a porovnali ji se
znamou sekvenci regulacni oblasti kmene A2. V regulacni oblasti kmene
P16 bylo nalezeno 7 nukleotidovych substituci, delece 1 nukleotidu a
inzerce o velikosti 35 nukleotidd a inzerce o velikosti 44 nukleotidovych
pard v oblasti enhanceru. Témito zménami oproti kmenu A2 doslo k
zaniku vazebného mista pro transkripéni faktor PEA1 a ke vzniku dal$iho

vazebného mista pro transkrip¢ni faktor PEA3.

S vyuzitim konfokalni mikroskopie jsme studovali vliv latek rozrusujicich
cytoskelet na pohyb virioni mysiho polyomaviru. PFitom jsme zjistili:

» V burikach s rozruSenym tubulinem (v pfitomnosti nocodazolu) se virus
dostava béhem 3 hod od adsorpce na bunéény povrch, podobné jako
v kontrolnich buiikach, do blizkosti bunééného jadra.

s V burikach s depolymerizovanym aktinem (v pfitomnosti cytochalazinu D
nebo latrunculinu A) je vétSina viru 3 hod po infekci zadrzovana na
periferii bunky. Dvé hodiny po odstranéni aktin rozrudujicich latek je
aktinovy cytoskelet obnoven a virus lze nalézt v perinuklearnim prostoru.

= V bunkach vystavenych vlivu latek rozruSujicich aktin byly pozorovany
zavazné zmény v uspotradani tubulinového cytoskeletu.

» Pfi pokusu identifikovat bunéné kompartmenty, ve kterych se mysi
polyomavirus nachazi v pfitomnosti latek rozruSujicich cytoskelet, jsme
v pfitomnosti nocodazolu pozorovali, podobné jako v kontrolnich
burikach, kolokalizaci malé ¢asti virioni s kaveolinem-1 a s GTPazou

Rabl1 (markerem recyklujicich endozomi). RozruSeni aktinu zpisobilo
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abnormalni lokalizaci kompartmentd sRabll GTPazou. VPl ani
v pfitomnosti latek rozruSujicich cytoskelet nekolokalizuje s markerem
pozdnich endozomi a lysozomi - LAMP2. Struktury, ve kterych se
nachdzi vétSina virionll v burnikach s rozruSenym aktinem, se nepodaftilo

identifikovat.

3. Pro studium mechanizmi replikace lidského BK polyomaviru jsme
pripravili rekombinantni bakulovirus pro expresi proteini VP1 a VP3
polyomaviru BK. Z hmyzich bunék infikovanych timto rekombinantnim
bakulovirem jsme izolovali a charakterizovali kapsidy sloZzené z obou
produkovanych proteini. Kapsidy jsou v soucasné dobé pouzivany pro

pripravu antigenu k ziskani protilatky proti VP3.

130



8. SEZNAM CITOVANE LITERATURY

131



Acheson N. H. (1978): Polyoma gigant RNAs contain tandem repeats of the
nucleotide sequence of the entire viral genome. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
75:4754-4758

Akhmanova A., Hogenraad C. C. (2005): Microtubule plus-end-tracking proteins:
mechanisms and functions. Curr Opion Cell Biol. 17: 47-54

Ailenberg M, Silverman M. (2002): Trichistatin A-histone deacetylase inhibitor
with clinical therapeutic potential-is also a selective and potent inhibitor of
gelatinase A expression. Biochem Biophys Res Comun. 298:110-115

Anderson H. A., Chen Y., Norkin L. C. (1996): Bound Simian Virus 40
translocates to caveolin-enriched membrane domains, and its entry is inhibited by
drugs that selectively disrupt caveolae. Molecular Biology of the Cell. 7:1825-1834

Apodaca G. (2001): Endocytic traffic in polarized epithelial cells: role of the actin
and microtubule cytoskeleton. Traffic. 2:149-159

Apperley J. F., Rice S. J., Bishop J. A., Chia Y. C., Krausz T., Gardner S. D.,
Goldman J. M.(1987): Late-onset hemorrhagic cystitis associated with urine

excretion of polyomaviruses after bone marrow transplantation. Transplantation.
43:108-112

Ashok A., Atwood W. J. (2003): Contrasting roles of endosomal pH and the
cytoskeleton in infection of human Glial cells by JC virus and Simian virus 40. J.
Virol 77(2):1347-1356

Auger K. R., Carpenter C. L., Shoelson S. E., Piwnica-Worms H., Cantley,L. C.
(1992): Polyoma virus middle T antigen-pp60c-src complex associates with purified
phosphatidylinositol 3-kinase in vitro. J. Biol. Chem. 267:5408-5415

Ayscough K.R., Stryker J., Pokala N., Sanders M., Crews P., Drubin D.G.
(1997): High rates of actin filament turnover in budding yeast and roles for actin in

establishment and maintence of cell polyrity revealed using the actin inhibitor
latrunculin-A. J Cell Biol. 137:399-416

Barouch D. H., Harrison S. C. (1994): Interactions among the major and minor
coat proteins of polyomavirus. J Virol. 68:3982-9

Bernad R., van der Velde, H., Fornerod M., Pickresgill H. (2004):
Nup358/RanBP2 attaches to the nuclear pore komplex via association with Nup88

and Nup214/CAN and plays a supporting role in CRM1-mediated nuclear protein
export. Mol Cell Biol. 24:2373-2384

Bettinger B. T., Gilbert D. M., Amberg D.C. (2004): Actin up in the nucleus. Nat
Rev Mol Cell Biol 5:410-415

Bofill-Mas S., Formiga-Cruz M., Clemente-Casares P., Calafell F., Girones R.
(2001). Potential transmission of human polyomaviruses through the gastrointestinal
tract after exposure to virions or viral DNA. J Virol 75:10290-10299

Bohacova V. (2005): Diplomova prace

Bolen J. D., Anders D. G., Trampy J., Consigli R. A. (1981): Differences in the
subpopulations of the structural proteins of polyoma virions and capsids: biological
functions of the VP1 species. J. Virol. 37:80-91

132



Breau W. C., Atwood W. J., Norkin L. C. (1992): Class [ major histocompatibility
proteins are essentials component of the simian virus 40 receptor. J. Virol 66:2037-
2045

Brodsky J. M., Pipas J. M. (1998): Polyomavirus chaperones for multiprotein
complexes. J Virol. 72(7):5329-5334

Bubb M. R., Senderowicz A. M., Sausville E. A., Duncan K. L., Korn E. D.
(1994): Jasplakinolide, a cytotoxic natural product, induces actin polymerization and
competitively inhibits the binding of phalloidin to F-actin. J Biol Chem. 269:14869-
14871

Buss F., Spuddich G., Kendrick-Jones J. (2004): Myosin VI: cellular functions
and motor properties. Annu Rev Cell Dev Biol. 20:649-676

Cai Y., Singh B. B., Aslunkov A., Zhao H., Ferreira P. A. (2001): The docking of
kinesins, KIF5B and KIF5C, to ran.binding protein 2 (RanBP2) is mediated via a
novel RanBP2 domain. J Biol Chem. 276: 41594-41602

Campbell K. S., Orgis E., Burke B., Su W., Auger K. R., Druker B. J.,
Schaffhausen B. S., Roberts T. M., Pallas D. C. (1994): Polyoma middle T
antigen interacts with SHC via the NPTY motif in middle T. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:6344-6348

Carmichael G. G., Schaffhausen B. S., Dorsky D. 1., Oliver D. B., Benjamin T.
L. (1982): Carboxyterminus of polyoma modele-sized tumor antigen is required for

attachment to membranes, associated protein kinase activites, and cell
transformation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79(11):3579-3583

Clever J., Dean D. A., Kasamatsu H. (1993): Identification of a DNA binding
domain in simian virus 40 capsid proteins Vp2 and Vp3. J Biol Chem.
268(28):20877-83

Cole N.C. (1996): Polyomavirinae: The viruses and their replication. In: Fields
Virology 2. Third edition, Lippincot — Raven Publishers. Philadelphia.

Consigli R. N., Griffith G. R., Marriot J. S., Ludlow J. W. (1986): Biochemical
characterisation of polyomavirus receptor interactions, p. 44-53. R.L. Crowell a K.
Longberg-Holm ed., Virus attachment and entry into cells. American Society for
Microbiology, Washington, D.C.

Cooper J. A., Schafer D. A. (2000): Control of actin assembly and disassembly at
filament ends. Curr Opin Cell Biol. 12:97-103

Corallini A., Pagnani M., Viadana P., Silini E., Mottes M., Milanesi G., Gerna
G., Vettor R., Trapella G., Silvani V., Gaist G., Barbanti-Brodano G. (1987):

Association of BK virus with human brain tumors and tumors of pancreatic islets.
Int J Cancer. 39:60-67

Coulombe P. A., Bousquet O., Ma L., Yamada S., Wirtz D. (2000): The ‘ins’ and
‘outs’ of intermediate filament organization. Trend Cell Biol. 10:420-428

Courtneidge S. A., Smith A. E. (1983): Polyoma virus transforming protein
associates with the product of the c-src cellular gene. Nature. 303:435-439

Cudmore S., Reckmann I, Way M. (1997): Viral manipulations of the actin
cytosleleton. Trends Microbiol 5: 142-148

133



Dean D.A, LI P. P., Lee L. M., Kasamatsu H. (1995): Essential role of the Vp2
and Vp3 DNA-binding domain in simian virus 40 morfogenesis. J Virol. 69(2):
1115-1121

Desai A., Mitchison T. J. (1997): Microtubule polymerization dynamics. Annu Rev
Cell Dev Biol. 13:83-117

Diefenbach R. J., Miranda-Saksena M., Diefenbach E., Holland D. J., Boadle R.
A., Armati P. J., Cunningham A L. (2002): Herpes simplex virus tegument protein
US11 interacts with conventional kinesin heavy chain. J Virol. 76: 3282-3291

Dilworht S. M. (1990): Cell alterations induced by the large T-antigens of SV40
and polyomavirus. Semin. Cancer Biol. 1(6):407-414

Déhner K., Sodeik B. (2004): The role of cytoskeleton during viral infection. Curr
Top Microbiol Immunol. 285:67-108

Déhner K., Wolfstein A., Prank U., Echeverri C., Dujardin D., Valle R., Sodeik
B. (2002): Function of dynein and dynactin in herpes simplex virus capsid transport.
Mol Biol Cell. 13: 2795-2809

Déhner K., Nagel C. H., Sodeik B. (2005): Viral stop-and-go along microtubules:
taking a ride with dynein and kinesins. Trends Microbiol 13:320-327

Dornreiter 1., Hoss A., Artur A. K., Fanning E. (1990): SV40 T antigen binds
directly to the large subunit of purified DNA polymerace a. EMBO J 9:3329-3336

Dorries K. (1998): Molecular biology and pathogenesis of human polyomavirus
infections. Dev Biol Stand. 94:71-79

Dorries K., Loeber G., Meixenberger J. (1987): Association of polyomavirus JC,
SV40 and BK with human brain tumors. Virology. 160:268-270

Dorries K., Vogel E., Guntherand S., Czub S. (1994): Infection of human
polyomavirus JC and BK in peripheral blood leukocytes from immunocompetent
individuals. Virology. 198:59-70

Dugan A. S., Eash S., Atwood W. J. (2005): An N-linked glycoprotein with a(2,3)-
linked sialic acid is a receptor for BK virus. J Virol. 79:14442-14445

Dyson N., Bernards R., Friend S. H., Gooding L. R., Hassell J. A., Major E. O.,
Pipas J. M., Vandyke T., Harlow E. (1990): Large T antigens of many
polyomaviruses are able to form complexes with the retinoblastoma protein. J Virol.
64:1353-6

Eash S., Querbes W., Atwood W. J. (2004): Infection of vero cells by BK virus is
dependent on caveolae. Am Soc Mirob. 78:11583-11590

Eddy B. E., Borman G. S, Grubbs G. E., Young R. D. (1962): Identification of
the oncogenic substance in rgesus monkey kidney cell culture as simian virus 40.
Virology. 17:65-75

van Eijl H., Hollinshead M., Rodger G., Zhang W. H., Smith G. L. (2002): The
vaccinia virus F12L protein is associated with intracellular enveloped virus particles
and is required for their egress to the cell surface. J Gen Virol. 83:195-207

Ellman M., Bikel L., Figge J., Roberts T., Schlossman R., Livingston D .M.
(1984): Localization of the simian virus 40 small t antigen in the nucleus and
cytoplasm of monkey and mouse cells. J. Virol. 50:623-628

134



Everett, R. D. (2006): Interactions between DNA viruses, ND10 and the DNA
damge response. Cell Microbiol 8:365-74

Fackler O. T., Kriusslich H.-G. (2006): Interactions of human retroviruses with
the host cell cytoskeleton. Curr Opin Microb. 9:406-415

Forest T., Barnard S., Baiens J. D. (2005): Active intranuclar movement of
herpesvirus capsids. Nat Cel Biol. 7:429-431

Forstova J., Krauzewicz N., Wallace S., Street A. J., Dilworth S. M., Beard S.,
Griffin B. E. (1993): Cooperation of structural proteins during late events in the life
cycle of polyomavirus. J Virol. 67:1405-1413

Freund R., Garcea R. L., Sahli R., Benjamin T. L. (1991): A single-amino-acid
substitution in Polyomavirus VP1 correlates with plaque size and hemagglutination
behavior. J Virol. 65:350-355

Frischknecht F., Moreau V., Rottger S., Gonfloni S., Reckmann I., Superti-
Fruga G., Way M. (1999): Actin-based motility of vaccinia virus mimics receptor
tyrosine kinase signalling. Nature. 401:926-929

Gagescu R., Demaurex N., Parton R. G., Hunziker W., Huber L. A,
Gruenberg J. (2000): The recycling endosome of Madin-Darby canine kidney cells
is a mildly acidic compartment rich in raft components. Mol Biol Cell. 11: 2775-
2791

Garcea R.L., Ballmer-Hofer K., Benjamin T. L. (1985): Virion assembly defect
of polyomavirus hr-t mutants under phosphorylation of major capsid protein VP]
before viral DNA encapsidation. J Virol. 54: 311-316

Garcea R.L., Benjamin T. L. (1983): Host range transforming gene of
polyomavirus plays a role in virus assembly. Proc Natl Acad Sci USA. 80:613-617

Gardner S. D:, Field A. M., Coleman D.V., Hulme B. (1971): New human
papovavirus (B.K.) isolated from urine after renal transplantation. Lancet. 1:1253-
1260

Garoff H., Hewson R., Opstelten D.-J. E. (1998): Virus maturation by budding.
Microbiol Mol Biol Rev. 62:1171-1190

Giner D., Neco P., Mdel F., Lopez 1. Vinierga S., Gutierrez L. M. (2005): Real
time dynamics of the F-actin cytoskeleton duering secretion from chromaffin cells. J
Cell Sci. 18:2871-2880

Gordon-Shaag A., Ben-Nun-Shaul O., Kasamatsu H., Oppenheim A. B.,
Oppenheim A. (1998): The SV40 capsid protein VP3 cooperates with the cellular
transcription factor Spl in DNA-binding and in regulating viral promoter activity. J
Mol Biol. 275(2):187-195

Gordon-Shaag A., Ben-Nun-Shaul O., Roitman V., Yosef Y., Oppenheim A.
(2002): Cellular transctiption factor Spl rectuits simian virus 40 capsid proteins to
the viral packaging signal, ses. J Virol. 76(12):5915-5924

Gharakhanian E., Munoz L. (2003): The simian virus 40 minor structural protein

Vp3, but not Vp2, is essential for infectious virion formation. J Gen Virol. 84: 2111-
2116

Greber U. F., Fornerod M. (2004): Nuclear import in viral infections. Curr Top
Microbiol Immunol. 285:109-138

135



Griffith J. P., Griffith D. L., Rayment 1., Murakami W. T., Caspar D. L. D.
(1992): Inside polyomavirus at 25-A resolution. Nature. 355:652-4

Gross L. (1953) A filterable agent, recovered from Ak leukemic extracts, causing
salivary gland carcinomas in C3H mice. Proc Soc Exp Biol Med. 83: 414-421

Gupta S., De, Drazba J. A., Banerjee, A. K. (1998): Involvement of actin
microfilaments in the replication of human parainfluenza virus type 3. J Virol.
72:2655-2662

Halmer L., Vestner B., Gruss C. (1998): Involvement of topoisomerases in the

initiation of simian virus 40 minichromosome replication. J. Biol. Chem.
273:34729-34798

Hariharan N., Kelley D. E., Perry R. P. (1989): Equipotent mouse ribosomal
protein promotors have a similar architecture that includes internal sequence
elements. Genes Dev. 3:1789-1800

Hariharan N., Kelley D. E., Perry R. P. (1991): Delta, a transcription factor that
binds to downstream elements in several polymerase II promoters, is a functionally
versatile zinc finger protein. Proc. Natl. Acat. Sci. 88:9799-9803

Harris K. F.,Chang E., Christensen J. B., Imperiale M. J. (1998a): BK virus as a
potential cofactor in human cancer. Dev Biol Stand. 94:81-91

Hartl F. U. (1996): Molecular chaperones in cellular protein folding. Nature.
381:571-580

Helfand B. T., Chang L., Goldman R. D. (2004): Intermediate filaments are
dynamic and motile elements of cellular architecture. J Cell Sci. 117:133-141

Hedquist B. G., Bratt G., Hammarin A. L., Grandien M., Nennesmo I.,
Sundelin B., Seregard S., (1999): Identification of BK virus in a patient with

acquired immune deficiency syndrome and bilateral atypical retinitis.
Ophthalmology. 106:129-132

Herrero-Martinez E. Roberts K. L., Hollinshead M., Smith G. L. (2005):
Vaccinia virus intracellular enveloped virions move to the cell periphery on
microtubules in the absence of the A36R protein. J Gen Virol. 86:2961-2968

Hirokawa N. (1998): Kinesin and dynein superfamily proteins and the mechanism
of organelle transport. Science. 279 (5350):519-26

Hofmann W,., Reichart B., Ewald A., Muller E., Schmitt 1., Stauber R. H.,
Lottspeich F. (2001): Cofactor requirements for nuclear export of rev response
element (RRE) — and constitutive transport element (CTE)-containing retroviral
RNAs: an unexpected role for actin. J Cell Biol. 152:895-910

Holléinderova D. (2004): Diserta¢ni prace

Huang S. G., Weisshart K., Gilbert I., Fanning E. (1998): Stoichiometry and
mechanism of assembly of SV40 T antigen complexes with the viral origin of DNA
replication and DNA polymerace alpha-primase. Biochemistry. 37:15345-15352

Chang D., Cai X., Consigli R. A. (1993): Characterization of the DNA binding
properties of polyomavirus capsid proteins. J. Virol. 67:6327-6331

Chen L., Fluck M. (2001): Kinetic analysis of the steps of the polyomavirus lytic
cycle. J. Virol 75(18):8368-8379

136



Chen C., Weiss O. A., Stolz d. B., Watkins S. C., Montelaro R. C. (2004):
Differential effects of acetin cytoskeleton dynamics on equine infectious anemia
virus particle production. J Virol. 78: 882-891

Ito Y., Brocklehurst J. R., Dulbecco R. (1977): Virus-specific proteins in the
plasma membrane of cells lytically infected or transformed by polyoma virus. Proc.
Natl. Acad. Sci. 74:4666-4670

Janssens V., Goris J., Van Hoof C. (2005): PP2A: the expected tumor suppressor.
Curr Opin Genet Dev. 15(1):34-41

Jordan A., Hadfield J. A., Lawrence N. J., McGown A. T. (1998): Tubulin as a
target for anticancer drugs: agents which interacts with mitotic spindle. Med Res
Rev. 18:259-296

Jordan M. A., Thrower D., Wilson L. (1992):. Effects of vinblastine,
podophylotoxin and nocodazole on mitotic spindles. Implications for the role of
microtubule dynamics in mitosis. J Cell Sci. 102:401-416

Jouvenet N., Monoghean P., Way M., Vileman T. (2004): Transport of African
swine fever virus from assembly sites to the plasma membrane is dependent on
microtubules and conventional kinesins. J Virol. 78:7990-8001

Kastan M. B, Onyakwere O., Sidransky D. (1991): Partipacion of p53 protein in
the cellular response to DNA damane. Cancer Res. 51:6304-6311

Kimura T., Hashimoto I., Yamamoto A., Nikishawa M., Fujisawa J.-1. (2000):
Rev-dependent association of the intron-containing HIV-1 gag mRNA with the

nuclear actin bundles and the inhibition of its nucleocytoplasmic transport by
latrunculin-B. Genes Cells. 5:289-307

Komano J., Myiauchi K., Matsuda Z., Yamamoto N. (2004): Inhibiting the
Arp2/3 complex limits infection of both intracellular mature vaccinia virus and
primate lentiviruses. Mol Biol Cell 15:5197-5207

Koshizuka T., Kawaguchi Y., Nishiyma Y. (2005): Herpes simplex virus type 2
membrane protein UL56 associates with the kinesin motor protein KIF1A. J Gen
Virol. 86:527-533

Krendel M., Mooseker M. S. (2005): Myosins: tails (and heads) functional
diversity. Physiology. 20:239-251

Kryszke M. H., Piette J., Yanic M. (1987): Induction of a factor that binds to the
Polyoma virus A enhancer on differentiation of embryonal carcinoma cells. Nature
328:254-256

Lakadamyali M., Rust M. J., Babcock H. P., Zhuang X. (2003): Visualizing
infection of individual influenza viruses. Proc Natl Acad Sci USA. 100:9280-9285

Lehmann M. J., Sherer N. M., Marks C. B., Pypaert M., Mothe W. (2005):
Actin- and myosin-driven movement of viruses along filopodia precedes their entry
into cells. J Cell Biol. 170:317-325

LepSsik M. (1999): Diplomové prace

Li M., Garcea R. L. (1994): Identification of the threonine phosphorylation sites on
the polyomavirus major capsid protein VP1: relationship to the activity of middle T
antigen. J Virol. 68:320-327

137



Li M., Garcea R. L. (1994): Identification of the threonine phosphorylation sites on
the polyomavirus major capsid protein VP1: relationship to the activity of middle T
antigen. J Virol. 68:320-327

Li T-C. Takeda N., Kato K., Nilsson J., Xing L., Haag L., Cheng R. H,,
Miyamura T. (2003): Characterization of self-assembled virus-like particles of

human polyomavirus BK generated by recombinant baculoviruses. Virology.
311:115-124

Liddington R. C., Yan Y., Moulai J., Sahl I. R., Banjamin T. L., Harrison S. C.
(1991): Structure of simian virus 40 at 3.8-A resolution. Nature. 354:278-285

Liebel D. (2005): Dizerta¢ni prace

Liebel D., Difato F., Hornikova L., Mannova P., Stokrovi J., Forstova J.
(2006): Mouse polyomavirus enters early endosomes, requires their acidic pH for

productive infection, and meets transferring cargo in Rabl1-positive endosomes. J
Virol. 80(9):4610-4622

Lodish H., Berk A., Matsudaira P., Kaiser C. A., Krieger M., Scott M. P.,
Zipursky S. L., Darnell J. Molecullar cell biology. 5™ edition. W. H. Freeman and
Company, New York, USA

Mallardo M., Schleich S., Krijnse Locker J. (2001): Microtubule-dependent
organization of vaccinia virus core-derived early mRNAs into distinct cytoplasmic
structures. Mol Biol Cell. 12:3875-3891

Mannova P., Forstova J. (2003): Mouse polyomavirus utilizes recycling
endosomes for traffic pathway independent of COPI vesicle transport. J. Virol
77(3):1672-1681

Mannova P., Liebl, D., Krauzewicz N., Fejtova A., Stokrova J., Palkova Z.,
Griffin B. E., Forstova J. (2002): Analysis of mouse polyomavirus mutants with
lesions in the minor capsid proteins. J Gen. Virol. 83:2309-2319

Martelli, F., Iacobini, C., Causo, M., Felsani, A. (1996): Characterization of two
novel YY1 binding sites in the polyomavirus late promoter. J. Virol. 70(3):1433-
1438

Martin M. E., Piette J., Yaniv M., Tang W., Folk W. R. (1988): Activation of the
polyomavirus enhancer by activator protein 1 (AP1) homolog and two contiguous
proteins. Proc. Natl. Acat. Sci. 85:5839-5843

Marton A., Marko B., Delbecchil L., Bourgaux P. (1995): Topoisomerase activity
associated with polyomavirus large tumor antigen. Biochim Biophys. Acta
1261(1):59-63

De Mattei M., Martini F., Corallini A., Gerosa M., Scotlandi K., Carinci P.,
Barbanti-Brodano G., Tognon M., (1995): High incidence of BK virus large-T-
antigen-coding sequence in normal human tissues and tumors of different
histotypes. Int J Cancer. 61:756-60

McDonald D., Vodicka M. A., Lucero G., Svitkina T. M., Borisy G. G.,
Emerman M., Hope T. J. (2002): Visualization of the intracellular behavior of HIV
in living cells. J Cell Biol 159:441-452

138



Mitchinson T. J., Cramer L. P. (1996): Actin-based cell motility and cell
locomotion Cell. 84(3): 371-9

Monini P., Rotola A., Di Luca D., De Lellis L., Chiari E., Corallini A., Cassai E.
(1995): DNA rearrangements impairing BK virus productive infection in urinary
tract tumors. Virology. 214:273-9

Monini P., Rotola A., De Lellis L., Corallini A., Secchiero P., Albini A., Benelli
R., Parravicini C., Barbanti-Brodano G., Cassai E. (1996): Latent BK virus
infection and Kaposi's sarcoma pathogenesis. Int J Cancer. 66:717-22

Montross L., Watkins S., Moreland R. B., Mamon H., Caspar D. L. D., Garcea
R. L. (1991): Nuclear assembly of polyomavirus capsids in insect cells expressing
the major capsid protein VP1. J. Virol. 65:4991-4998

Moreau V., Frischknecht F., Reckman I., Vincentelli R., Rabut G., Stewart D.,
Way M. (2002): A complex of N-WASP and WIP integrates signaling cascades that
lead to actin polymerization. Nat Cell Biol 2:441-448

Muratani M., Gerlich D., Janicki S. M., Gebhard M., Elis R., Spector D. L.
(2002). Metabolic-energy-dependent movement of PML bodies within the
mammalian cell nucleus. Nat Cell Biol. 4:106-110

Newell N., Lai C.J., Khoury G., Kelly T. J. Jr. (1978): Electron microscope study
of the base sequence homology between simian virus 40 and human papovavirus
BK. J Virol. 25:193-201

Newsome T. P., Scaplehorn N., Way M. (2004): Src mediates a switch from
microtubule- to actin-based motility of vaccinia virus. Science 306:124-129

Norkin L. C., Anderson H. A., Wolfrom S. A., Oppenheim A. (2002): Caveolar
endocytosis of simian virus 40 is followed by brefeldin A-sensitive transport to the
endoplasmic reticulum, where the virus disassembles. J Virol. 76:5156-66

Oppenheim A., Sandalon Z., Peleg A., Shaul O., Nicolis S., Ottolenghi S. (1992):
A cis-acting DNA signal for encapsidation of simian virus 40. J Virol. 66(9):5320-
5328

Ostapchuk P., Diffley J. F., Neuder J. T., Stillman B., Levine A. J., Hearing P.
(1986): Interaction of nuclear factor with the Polyomavirus enhancer region. Proc.
Natl. Acat. Sci USA. 83:8550-8554

Ott D. E., Coren L.V., Johnson D.G. , Sowder R.C., Kim Y.D., Fisher R.J.,
Zhou X.Z., Lu K.P., Henderson L.E. (2000): Actin-binding cellular proteins inside
human immunodeficiency virus type 1. Virology. 266(1): 42-51

Padgett, B. L., Walker, D. L., ZuRhein, G. M., Eckroade, R. J., Drasel, B. H.
(1971): Cultivation of a papova-like virus from human brain with progressive
multifocal leukoencephalopathy. Lancet. 1:1257-1260

Palkova Z., Adamec T., Liebl D., Stokrova J., Forstova J. (2000a): Production of
polyomavirus structural protein VP1 in yeast cells and its interaction with cell
structures. FEBS Letters. 478:281-289

Pallas D. C., Shahrik L. K., Martin B. L., Jaspers S., Miller T. B., Brautigan D.
L., Roberts T. M. (1990): Polyoma small and middle T antigens and SV40 small t
antigen form stable complexes with protein phosphatase 2A. Cell. 60:167-176

139



Pederson T., Aebi U. (2005): Nuclear actin extends, with no contraction in sight.
Mol Biol Cell. 16:5055-5060

Pelchen-Mathews A., Raposo G., Marsh M. (3004): Endosomes, exosomes and
Trojan viruses. Trends Microbiol. 12:310-316

Pelkmans L., Fava E., Grabner H., Hannus M., Habermann B., Krausz E.,
Zerial M. (2005): Genome-wide analysis of human kinases in clathrin- and
caveolae/raft-mediated endocytosis. Nature. 436:78-86

Pelkmans L., Helenius A. (2002): Endocytosis via caveolae. Traffic. 3:31-320

Pelkmans L., Helenius A. (2003): Insider information: what viruses tell us about
endocytosis. Cur Opin Cell Biol. 5:414-422

Pelkmans L., Piintener D., Helenius A. (2002). Local actin polymerization and

dynamin recruitment in SV40-induced internalization of caveolae. Science 296:535-
539

Pelkmans, L., Kartenbeck J., Helenius A. (2001): Caveolar endocytosis of simian

virus 40 reveals a new two-step vesicular-transport pathway to the ER. Nat Cell
Biol. 3: 473-483

Philimonenko V. V., Zhao J., Iben S., Dingova H., Kysela K., Kahle M. (2004):
Nuclear actin and myosin | are required for RNA polymerase I transcription. Nat
Cell Biol. 6: 1165-1172

Pho M. T., Ashok A., Atwood W. J (2000): JC virus enters human glial cells by
clathrin-dependent receptor-mediated endocytosis. J. Virol. 74:2288-2292

Ploubidou A., Moreu V., Ashman K., Reckmann I., Gonzales C., Way M.
(2000): Vaccinia virus infection disrupts microtubule organization and centrosome
function. Embo J. 19:3932-3944

Pietropaolo V., Di Taranto C., Degener A. M., Jin L., Sinibaldi L., Baiocchini
A., Melis M., Orsi N. (1998): Transplacental transmission of human polyomavirus
BK. J Med Virol. 56:372-6

Pol A., Calvo M., Lu A., Enrich C. (1999): The “early sorting” endocytic
compartment af rat hepatocytes is involved i the intracellular pathway of caveolin-1
(VIP-21). Hepatology. 29:1848-1857

Pollard T. D., Borisy G. G. (2003): Cellular motility driven by assembly and
disassembly of actin filaments. Cell. 112:453-465

Pollard T., Blanchoin L., Mullins R. (2001): Actin dynamics. J Cell Sci. 114:3-4

Poole E., Strape P., Mok H.-P., Hicks R., Lever A. M. L. (2005): HIV-1 Gag-
RNA interaction occur at a perinuclear/centrosomal site; analysis by confocal
microscopy and FRET. Traffic. 6:741-755

Radtke K., Dohner K., Sodeik B. (2006): Vrl interactions with the cytoskeleton: a
hitchhiker’s guide to cell. J Microbiol. 8:387-400

Rayment L., Baker T. S., Caspar D. L., Murakami W. T. (1982): Polyoma virus
capsid structure at 22.5 A resolution. Nature. 295(5845):110-115

Reeves P. M., Bommarius B., Lebeis S., McNulty S., Christensen J., Swimm A.
(2005): Disabling poxvirus pathogenesis by inhibition of Abl-family tyrosine
kinases. Nat Med. 11:731-739

140



Reploeg M. D., Storch G. A., Clifford D. B. (2001): BK virus: A clinical review.
Clinl Inf Diseases. 33:191-202

Rietdorf J., Ploubidou A., Reckmann 1., Holmstrom A., Frischknecht F, Zettl
M. Zimmermann T., Way M. (2001): Kinesin-dependent movement on

microtubules precedes actin-based motility of vaccinia virus. Nat Cell Biol. 3:992-
1000

Richterova Z., Liebl D., Horak M., Palkova Z., Stokrova J., Hozak P., Korb J.,
Forstova J. (2001): Caveolae are involved in the trafficking of mouse olyomavirus

virions and arteficial VP1 pseudocapsids toward cell nuclei. J Virol.75: 10880-
10891

Rothwell V. M., Folk W.R. (1983): Comparison of the DNA sequence of the
Crawford Small-Plaque Variant of Polyomavirus with Those of Polyomaviruses A2
and Strain 3. J Virol. 48:472-480

Rubtsova S. N., Kondratov R. V., Kopnin P. B., Chumakov P. M., Kopnin B.
P., Vasiliev J. M. (1998): Disrubtion of actin microfilaments by cytochalasin D
leads to activation of p53. FEBS Lett. 71:353-357

Saito S. Y., Hori M., Ozaki H., Karaki H. (1996): Cytochalasin D inhibits smooth
cells contraction by directly inhibiting contractile apparatus. J Smooth Muscle Res.
32:51-60

Sasaki H., Nakamura M. Ohno T., Matsuda Y., Yuda Y., Nonomura Y. (1995):
Myosin-actin interaction plays an important role in human immunodeficiency virus
type 1 release from host cells. Proc Natl Acad Sci USA. 92:2026-2030

Salunke D. M., Caspar D. L., Garcea R. L. (1986): Self assembly of purified
polyomavirus capsid protein VP1. Cell. 46:895-904

Sambrook J., Westphal H., Srinivasan P. R., Dulbecco R. (1968): The integrated
state of viral DNA in SV40-transformed cells. Proc.Natl Acad Sci USA. 60:11288-
1295

Sanjuan N., Porras A, Otero J. (2003): Microtubule-dependent intracellular
transport of murine polyomavirus. Virology. 313:105-116

Sandler E. S., Aquino V. M., Gross-Shohet E., Hinrichs S., Krisher K.(1997):
BK papovavirus pneumonia following hematopoietic stem cell transplantation. Bone
Marrow Transplant. 20:163-165

Seisenberg G., Ried M. U., Endress T., Bunning H., Hallek M., Brauchle C.
(2001): Real-time single-molecule imaging of the infection pathway of an
adeno.associated virus. Science. 294:1929-1932

Senderowicz A. M., Kaur G., Sainz E., Laing C., Inman w. D., Rodriguez J.,
Crews P., Malspeis L., Grever M. R., Sausville E. A. (1995): Jasplakinolide’s
inhibition of the growth of prostate carcinoma cells in vitro with disruption of the
actin cytoskeleton. J Natl Cancer Inst. 8§7:46-51

Shepherd T. G., Kockeritz L., Szraiber M. R., Muller W. J., Hassell J. A.
(2001): The pea3 subfamily ets genes are required for HER2/Neu-mediated
mammary oncogenesis. Curr Biol. 11:1739-1748

Schepis A., Schramm B., de Haan C. A. M., Locker J. K. (2006): Vaccinia virus-
induced microtubule-dependent cellular rearrangements. Traffic 7:308-323

141



Schramm B., Locker J. K. (2005): Cytoplasmic organization of poxvirus DNA
replication. Traffic. 6:839-846

Shishido-Hara Y., Ichinose S., Higuchi K., Hara Y., Yasuj K. (2004): Major and
minor capsid proteins of human polyomavirus JC cooperatively accumulate to
nuclear domain 10 for assembly into virions. J Virol. 78(18):9890-9903

Sieczkarski S. B., Whittaker G. R. (2004): Viral entry. Curr Top Microbiol
Immonol. 285: 1-23

Simpson-Holley M., Colgrove R. C., Nalepa G., Harper J. W., Knipe D. M.
(2005): Identification and functional evaluation of cellular and viral factors involved

in the alteration of nuclear architecture during herpes simplex virus 1 infection. J
Virol 79:12840-12851

Sinibaldi L., Cavallo G., Goldoni P., Pietropaolo V., Viti D., Orsi N. (1990):
Extraction and purification of gangliosides from CER cells, a cell line suitable for
rabies virus replication. Microbiologica. 13(4): 339-42

Smith G. A., Enquist L.W. (2002): Break ins and break outs: viral infections with
the cytoskeleton of mammalian cells. Annu Rev Cell Dev Biol. 18:135-161

Smith G. A., Helenius A. (2004): How viruses enter animal cells. Science 304:237-
242

Smith G. L., Murphy B. J., Law M. (2003): Vaccinia virus motility. Annu Rev
Microbiol. 57:323-342

Soeda E., Arrand J. R,, Smolar N., Walsh J. E., Griffin B. E. (1980): Coding
potential and regulatory signals of the polyoma virus geonome. Nature.
283(5746):445-453

Spector L. ,Braet F, Schochet N. R., Bubb M. R. (1999): New anti-actin drugs in
the study of the organization and function of the acetin cytoskeleton. Microsc Res
Tech. 47:18-37

Stamatos N. M., Chakrabarti S., Moss B., Hare J. D. (1987): Expression of
polyomavirus virion proteins by a vaccinia virus vector: association of VP1 and
VP2 with the nuclear framework. J Virol. 61: 516-525

Stehle T., Gamblin S. J., Yan Y., Harrison S. C. (1996): The structure of simian
virus 40 refined at 3.1 A resolution. Structure. 4:165-182

Stehle T., Harrison S. C. (1997): High-resolution structure of a polyomavirus VP1-
oligosaccharide komplex: implications for assembly and receptor binding. EMBO J.
16:5139-5148

Stradal T., Kranewitter W., Winder S. J., Gimona M. (1998): CH domain
revisited FEBS Lett. 431(2):134-7

Storrie B., White J., Rottger S., Stelzer E. H., Suganuma T., Nilsson T. (1998):
Recycling of golfu-resident glycosyltransferases through the ER reveals a novel
pathway and provides an explanation for nocodazole-induced Golgi scattering. J
Cell Biol. 143:1505-1521

Streuli C.H., Griffin B., (1987): Myristic acid is coupled to a structural protein of
polyoma virus and SV40. Nature. 326:619-622

142



Strunze S., Trotman L. C., Boucke K., Greber U. F. (2005): Nucelar targeting of

adenovirus type 2 recquires CRM1-mediated nuclear export. Mol Biol Cell 16:2999-
3009

Sullivan C.S., Pipas J.M. (2002). T antigens of simian virus 40: Molecular
chaperones for viral replication and tumorigenesis. Microbiology and Molecular
Biology Reviews: 179-202

Suomalainen M., Nakano M. Y., Boucke K., Keller S., Greber U. F. (2001):
Adenovirus-activated PKA and p38/MAPK pathways boost microtubule-mediated
nuclear targeting of virus. Embo J. 20:1310-1319

Suomalainen M., Nakano M. Y., Keller S., Boucke K., Stidwill R. P., Greber U.
F. (1999): Microtubule-dependent plus- and minus end-directed motilities are
competing processes for nuclear targeting of adenovirus. J Cell Biol. 144:657-672

Stuurman N., Heins S., Aebi U (1998): Nuclear lamins: their structure, assembly,
and interactions. J Struct Biol. 122:42-66

Tang Y. Winkler U., Freed E. O., Torrey T.-A., Kim W., Li H., Goff S. P.,
Morse H. R. (1999): Cellular motor protein KIF-4 associates with retroviral Gag. J
Virol. 73:10508-10513

Tang W. J., Berger S. L., Triezenberg S. L., Folk W. R. (1987): Nucleotides in
the polyomavirus enhancer that control viral transcription and DNA replication. Mol
Cel Biol. 7:1681-1690

Tsai B., Gilbert M. J., Stehle T., Lencer W., Benjamin T. L., Rapoport T. A.
(2003): Gangliosides are receptors for murine polyoma virus and SV40. EMBO.
22:4346-4355

Tsakiridis T., Vranic M., Klip A. (1994): Disassembly of the actin network
inhibits insulin-dependent stimulation o glucose transport and prevents recruitment
of glucose transporters to the plasma membrane. J Biol Chem. 269:2934-2942

Tuxworth R. L., Titus M. A. (2000): Unconventional myosins: Anchors in the
membrane traffic relay. Traffic. 1:1-18

Vale R. D. (1987): Intracellular transport using microtubule-based motors. Ann Rev
Cell Biol. 3:347-378

Urbanik E., Waare B. R. (1989): Actin filaments capping and cleaving activity of
cytochalasins B, D, E and H. Arch Biochem Biophys. 269: 181-187

Varshavsky A. J., Bakayev V. V., Chumackov P. M., Georgie G. P. (1976):
Minichromosome of simian virus 40: Presence of H1. Nucleic Acids Res 3:2101-
2113

Vasquez R. J., Howell B., Yvon A. M., Wadsworth P., Cassimeris L. (1997):
Nanomolar concentrations of nocodazole alter microtubule microtubule dynamic
instability in vivo and in vitro. Mol Biol Cell. 8:973-985

Voltz R., Jager G., Seelos K., Fuhry L., Hohlfeld R. (1997): BK virus
encephalitis in an immunocompetent patient. Arch Neurol. 53:101-103

Walter G., Ruediger R., Slaughter C., Mumby M. (1990): Association of protein
phosphatase 2A with polyomavirus medium tumor antigen. Proc Soc Exp Biol Med.
87(7):2521-2525

143



Wang T. H., Wang H. S., Ichijo H., Gianakakou, Foster J. S., fojo T.,
Wimalasena J. (1998): Microtubule-interfering agents activate c-Jun N-terminal
kinase/stress-activated protein kinase through both Ras and apoptosis signal-
regulating kinase pathways. J Blol Chem. 273:4928-4936

Ward B. M., Moss B. (204): Vaccinia virus A36R membrane protein provides a
direct link between intracellular enveloped virions and the microtubule motor
kinesins. J Virol. 78:2486-2493

Woehlke G., Schliwa M. (2000): Walking on two heads: the many talents of
kinesin. Natur Rev Mol Cell Biol. 1:50-58

White S. R., Williams P., Wojcik K. R., Sun S., Hiemstra P. S., Rabe K. F.,
Dorscheid D. R. (2001): Initiation of apoptosis by actin cytoskeletal dearangement
in human airway epithelial cells. Am J Respir Cell Mol Biol. 24:282-294

Whittaker G. R. (2003): Virus nuclear import. Adv Drug Deliv Rev. 55:733-747

Whittaker G. R. Helenius A. (1998): Nuclear import and export of viruses and
virus genomes. Virology. 246:1-23

Winder S. J., Ayscough K. R. (2005): Actin binding proteins. J Cell Sci. 118:651-
654

Yang S. L., Lickteig R. L., Estes R., Rundell K., Walter G., Mumby M. C.
(1991): Control of protein phosphatase 2A by simian virus 40 small-t antigen. Mol.
Cell Biol. 64:1988-1995

Yarar D., Waterman-Storer C.M., Schmid S. L. (2005): A dynamic actin
cytoskeleton functions at multiple stages of clathrin-mediated endocytosis. Mol Biol
Cell. 16:964-975

Yelton D. B., Vasken Aposhian H. (1972): Polyoma pseudovirions I. Sequence of
events in primary mouse embryo cells leading to pseudovirus production. J Virol.
10(3): 340-346

Yuen L. K., Consigli R. A (1983): Generation of capsods from unstable polyoma
virions. J Virol. 47:620-625

144



