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Abstract

Exploitation of pseudocapsids for studies of functions of polyomavirus minor structural
proteins VP2 and VP3

Polyomaviruses are non-enveloped DNA viruses with capsid composite of three proteins — the major
VPI1 and the minor VP2 and VP3. The function of minor structural proteins remains still unclear in
spite of many years of researching. We studied possible function of these proteins in the early phase
of infection by using virus-like particles (VLPs) of murine polyomavirus as competitive inhibitors of
infectivity. Furthermore, we compared localization and cytotoxic propeties of structural minor
proteins of BK virus and murine polyomavirus (MPyV) fused with EGFP.

First we infected murine 3T3 fibroblasts by viral inocula mixed with VLPs composite of VP1 proteins
only, VP1 and VP2 proteins or VP1 and VP3 proteins. To detect possible inhibition of viral infection
by VLPs, we counted cells expressing LT antigen using indirect imunofluorescence and flow
cytometry one day post infection. Surprisingly, we did not observed any evidential changes in rate of
infection. This results imply there is probably no competition among VLPs and infective virions for
extra and intracelullar receptors.

Furthermore we compared localization and cytotoxicity of fusion variants of minor proteins VP2 and
VP3 (fused C- or N-terminally with EGFP) and minor proteins alone of both viruses expressed in
murine 3T3 and simian VERO fibroblasts. All forms of fusion variants have very similar localization
like non-fused minor proteins, except for artificial nucleolar localization of BKV with EGFP added to
C-terminus. Whereas the cytotoxicity of MPyV proteins fused with EGFP situated on C-terminus
resembled non-fused proteins, cytotoxicity of non-fused BKV minor proteins resemble fusion variants
with EGFP situated on N-terminus. Taken together, the BKV and MPyV minor proteins have
different properties when expressed in cells dependent on protein type (non-fused or N- or C-terminal

fused with EGFP), whereas the influence of used cell type was neglectable.

Kli¢ova slova: mysi polyomavirus, BK virus, strukturni minoritni proteiny, kompetitivni

inhibice, pseudokapsidy (VLPs), apoptoza

Key words: murine polyomavirus, BK virus, structural minor protein, competitive inhibition,

virus-like particules (VLPs), apoptosis,



Seznam pouzitych zkratek:

AIDS
ATP

MCCV
MPyV
MT
MtV
NLS
NPC
PAAGE
PARP
PBS

Acquired Immune Deficiency Syndrome
adenosintrifosfat

Bloka¢ni pufr

Virus napadajici mlad’ata andulek

BK virus

Bovinni sérum albumin

Bovinni polyomavirus
4',6-diamidino-2-fenylindole, DNA specifické barvivo
Dendritic cells, dendritické buiiky
deoxyribonukleova kyselina

enhanced green fluorecent protein
endoplazmatické retikulum
hemaglutinaéni jednotka

polyomavirus napadajici kie¢ky

hepatitis B virus

Human Immunodeficiency Virus

JC virus

part kilobazi

kilodaltony

Lymfotropni papovavirus (LPV)

velky T antigen

Merkel cell carcinoma virus, virus karcinomu Merklovych buné¢k
Mouse polyomavirus, Mysi polyomavirus
sttedni T antigen

murine pneumotropic virus

jaderny lokaliza¢ni signal

komplex proteint jaderného poru
polyakrylamidova gelova elektroforéza
poly (ADP) rib6za polymeraza

fosfatovy pufr



PFA paraformaldehyd

PI3 fosfoinositol — 3 - kinaza

PML progresivni multifokalni leukoencefalopatie
PMSF fenyl-methylsulfonylchlorid

PPA2 protein fosfataza A2

RI refraktometricky index

RKV Virus vakuolujici krali¢i ledviny

RNA ribonukleova kyselina

rpm otac¢ky za minutu

SA sialova kyselina

SDS sodium dodecyl sulfat

ST maly T antigen

SV40 simian virus 40, opi¢i virus 40
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin
VLPs, CVLPS virus like particlgs, chimerické VLPs
VP1 hlavni strukturni protein

VP2, VP3 minoritni strukturni proteiny

VP4 protein viru SV40
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Uvod



Tato prace vznikla jako soucést Sir§iho dlouholetého vyzkumu polyomaviri na Katedie
genetiky a mikrobiologie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.

Polyomaviry jsou malé tumorogenni DNA viry, které jsou vzhledem k omezené velikosti
jejich genomu (cca 5,2 kbp) ve velké mife zavislé na funkcich hostitelské buiiky. Diky
tomu jejich studium v minulosti pfineslo zasadni objevy bunéénych mechanismi. Napft.
studium opi¢iho polyomaviru SV40 pomohlo objasnit mechanizmus replikace bunééné
DNA, né&které zplisoby regulace genové exprese (enhancery), polyadenylaci mRNA,
podstatu jaderného lokaliza€niho signalu nebo piitomnost nukleozomi na eukaryotnich
DNA. Vyznamnou roli sehraly polyomaviry, zejména myS$i poyomavirus a SV40, ve
vyzkumu bunééné transformace. Jednou zfunkci €asnych proteind polyomavirt je
deregulovat bun&¢né procesy tak, aby hostitelskd burika byla pfipravena pro intenzivni
replikaci virovych genomu. Tyto proteiny indukuji buné€nou proliferaci a aktivaci drah
signalni transdukce. Zatimco produktivn€¢  infikované buitkky konéi destrukei,
nepermisivni buiiky, ve kterych jsou produkovany c&asné virové proteiny, avsak
blokovana replikace virové DNA nebo morfogeneze virionl, se mohou v disledku
konstitutivni exprese Casnych virovych antigenti zménit na nadorové transformované.
Diky studiu indukce transformace polyomaviry byl objeven protein pS3 a poznana funkce
p53 a pRb onkosupresort.

PiestoZe polyomaviry byly a jsou intenzivné studovany, stile zbyvd mnoho otazek
neobjasnénych: Neni znamo, jak je zaji§téna doZivotni perzistence vird v infikovanych
organizmech, ani zdali a jak pfispivaji lidské (pfipadné také jiné primati) polyomaviry ke
vzniku lidskych nadorovych onemocnéni. Nedavno objeveny novy lidsky polyomavirus,
jehoZ genom je integrovan klonalné v karcinomech Merkelovych bun€k, napovida, Ze by
polyomaviry mohly byt pfimo zodpovédné za indukci n€kterych nadort. Navic, dosud
nejsou objasnény ani vSechny mechanizmy jednotlivych stadii replika¢niho cyklu
polyomavird, zejména interakce jejich strukturnich proteini s bunénymi strukturami
b&hem pohybu virioni od bunééné membrany k bunéénému jadru, misto a zptisob jejich
rozvolnéni, ani zptsob dopravy virovych genomi do jadra. Nejsou také objasnény
v$echny funkce polyomavirovych produktii, zejména strukturnich proteind.

Mnoho z téchto otazek bude tfeba zodpovédét, aby mohlo byt naplnéno dalsi potencialni
vyuZiti polyomaviri — respektive jejich kapsidovych struktur — pro vyvoj nanostruktur
vyuZitelnych v genové a protinadorové terapii. Uméle pfipravované kapsidy na bazi
polyomaviri by mohly slouZit kpfenosu terapeutické DNA, proteind i

nizkomolekularnich latek do cilovych bunék a tkani.
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Cim je virus mens$i, tim vice funkci byva soustfedéno v jeho jednotlivych genovych
produktech. Zatimco u hlavniho strukturniho proteinu polyomaviru VP1 je zndma fada
funkci (i kdyZ jisté¢ ne vSechny), o funkci minoritnich proteinti se stile nevi mnoho.
Pfitom jejich nepfitomnost ve virionech vede ke ztraté infektivity.

Tato prace je ptispévkem ke studiu vlastnosti minoritnich proteini polyomaviri a jejich

mozné ucasti ve velmi Casnych stadiich virové infekce.
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IL. 1 Viry &eledi polyomaviridae

IL 1.1 Charakteristika &eledi Polyomaviridae
Celed Polyomaviridae je ze systematického hlediska pomé&mé novou &eledi vird, pfestoze

jsou jeji zéstupci znami jiZ mnoho let, napf. virus SV (Simian virus) 40 - EDDY et al.,
1962, BK virus - GARDNER et al., 1971, JC virus - PADGETT et al., 1971, a dalsi.
Vznikla rozdé€lenim &eledi Papovaviridae. Pod&eledi Polyomavirinae a Papilomavirinae
byly na zdklad€ novych poznatkid o organizaci genomu a o replikaénim cyklu povy$eny na
samostatné &eledi. Hostitelé polyomavirid jsou ptaci a savci - Tab. II. 1 (pfevzato a upraveno
z IMPERIAL a MAJOR 2007) shrnuje vyznamné zastupce &eledi Polyomaviridae.

Tab. II 1:
Hostitel Virus Vyznamni

zastupci Celedi
BK virus (BKV), poloymaviridae
JC virus (JCV)

Clovek

SV 40, Simian
agent 12,
Lymfotropni
papovavirus (LPV)
Bovine

Skot polyomavirus
(BPyV)
Virus vakuolujici

Kralik krali¢i ledviny
(RKV)
Mysi polyomavirus

(MPyV), K virus

Papovavirus kie¢kt
(HPyV)
Virus napadajici
Papousek mléd’ata andulek

(BFDV)

Opice

Mys§

Krecek

Polyomaviry nesou v relativné malé (40 — 50 nm) neobalené kapsidé kruhovou dsDNA.
Virovy genom je kondenzovan asociaci s histony H2A, H2B, H3 a H4, histon H1 nebyl ve
virionech nalezen. DNA polyomavird, dlouhd kolem 5,2 kbp kdéduje 6 — 7 vesmés
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multifunkénich proteind. Proteiny jsou kddovanv v obou fetézcich a jsou translatovany z
mRNA tvofenych alternativnim sestfihem dvou primarnich transkripti (IMPERIAL a
MAJOR 2007).

Kapsidy polyomavirii jsou tvofeny 360 molekulami hlavniho strukturniho proteinu VPI,
poskladanych do 72 pentamert, 12 pentavalentnich a 60 hexavalentnich. Triangula¢ni ¢islo
kapsidy je 7 (SALUNKE et al., 1986). Virova inokula obsahuji mnoho prazdnych kapsid
nebo kapsid s inkorporovanymi fragmenty bunééné DNA. Pomér hemaglutinaéniho a
infek&niho titru byva &asto vysoky (=100 : 1; TURLER A BEARD, 1985). Vsechny
polyomaviry mohou indukovat v nepermisivnich hostitelich tumory. Infekce permisivnich
bunék konéi jejich destrukci. Za tumorogenezi jsou zodpovédné Casné virové antigeny,

podobné jako u zastupct dalSich ¢eledi malych DNA viri (LEVIN, 2009).

IL. 1.2 Patogeneze viri ¢eledi Polyomaviridae

Do deledi Polyomaviridae patti perzistujici viry, které v jinak zdravych jedincich
nevyvoldvaji onemocnéni. V imunosuprimovanych jedincich (novorozené mysSi, pacienti
s AIDS nebo s imunosupresivni 1é¢bou pfed transplantacemi) se teprve mulze projevit
tumorogenni nebo patogenni efekt viru.

Primati virus SV40 napadajici pfedevsim ledvinné buiiky opic, nebyl diagnostikovéan jako
puvodce konkrétnich lidskych nadorti. Ve vyjime€nych pripadech byla ale nalezena virova
DNA nebo ¢asné proteiny v nadorovych buiikach.

BK virus zplsobuje komplikaci 1é¢by po transplantaci ledvin, napada fibroblasty i
epitelidlni ledvinné buiiky a muze pilisobit hemorhagické zanéty mocového méchyfe i
selhani ledvin. JC virus miZe zpuisobit u imunosuprimovanych jedinct fatalni progresivni
multifokalni leukoencefalitidu (PML) (shrnuto v IMPERIAL a MAJOR, 2007).

Sekvence nedivno objeveného MCC viru byly nalezeny integrovany v karcinomech
Merkelovych bunék. Monoklonalni charakter integrace virového genomu naznaluje, Ze by
MCC virus mohl byt pivodcem tohoto agresivniho neuroendokrinniho néddoru (shrnuto v
ZHAN et al., 2009)

I 1.3 Zivotni cyklus polyomavira
Infek&ni viriony i prazdné kapsidy se vaZou na specifické receptory na povrchu bunék a

vstupuji do bun&k receptorem zprostiedkovanou endocytézou. Viriony dale cestuji pfes
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membranové vacky, endoplazmatické retikulum a zatim nevyjasnénym zpisobem dopravi
virovy genom do bun&&ného jadra. Rovnéz transport prazdnych kapsid i kapsid obsahujicich
fragmenty bun&né DNA zistava otazkou, i kdyZ je pravdépodobné, Ze jsou degradovany
v cytoplazmé (MACKAY a CONSIGLY, 1976; STEHLE et al., 1997; GILBERT a
BENJAMIN, 2000; RICHTEROVA et al., 2001; LIEBL et al., 2006; DANIELS et al.,
2006), viz. kapitola II. 4.

V jadie se nejprve z Casného promotoru exprimuji ¢asné geny, jejichZ genové produkty
funguji jako transkripéni faktory, iniciuji replikaci a dereguluji bunéény cyklus. Virova
DNA je replikovana bun&nymi DNA polymerazami a jiz v prib&hu replikace zacina
produkce pozdnich antigeni - strukturnich proteint (shrnuto ve FANNING a ZHAO, 2009)

Strukturni proteiny jsou transportovany do jadra (STAMATOS et al., 1987). Zde probihé
morfogeneze virioni dosud neobjasnénym mechanismem. Replikaéni cyklus konéi smrti
infikované buiiky nekrézou i apoptézou (NORKIN 1976, DANIELS et al., 2006). Nekteré
prace uvadéji, ze viriony jsou aktivné uvolfiovany z bunék jesté pred jeji smrti (CLAYSON
et al., 1989). Mechanismus transportu viru z jadra, cytoplasmou i zplisob uvolnéni se

z buriky v8ak neni Gpln€ prozkouman.

IL. 1.4 Proteiny polyomaviri
Proteiny polyomaviri miZeme rozdélit na casné (nestrukturni) a pozdni (strukturni)

antigeny. Vyjimku tvofi pozdni agnoprotein primatich polyomavird (OKADA et al., 2001),
a nové popsany protein VP4 viru SV40 (DANIELS et. al.,, 2007), které maji funkci

v morfogenezi virionu a lyzi buriky.

IL. 1.4.1 Casné proteiny polyomaviri

vvvvvv

LT je 100 — 200 kD velky multifunkéni protein s DNA vazebnou aktivitou, ktery pozitivng i
negativné ovliviluje expresi ostatnich virovych proteini. Po vazbé na replikacni pocatek
tvofi LT hexamery, je aktivovana LT ATPazova a helikazova aktivita. Dojde k rozvolnéni
DNA a na replikaénim pocatku virového genomu vytvofi bunéfné proteiny replikon
(LEVIN, 2009). LT ma také roli v deregulaci buriky, nebot’ vaze fadu buné€nych proteind,
Rb onkosupresor, alfa podjednotku DNA polymerazy, p300 a LT primatich polyomavirt

jesté onkosupresor p53.
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StFedni tumorogenni antigen (MT) je membranovy protein typicky pro polyomaviry
napadajici hlodavce a ma funkci v deregulaci buné¢ného cyklu. Nema katalytickou aktivitu,
spiSe ovliviluje aktivitu proteini drah signalni transdukce. Inhibuje aktivitu protein
fosfatazy 2 (PPA2), naopak aktivuje fosfoinositol kindzu 3 (PI3) a kinazy rodiny src
(shrnuto v SCHAFFHAUSEN a ROBERTS, 2009).

Maly T antigen (ST) je cytoplazmaticky protein, ktery rovnéz dereguluje bunéény cyklus.
Molekularni mechanismus spo¢iva ve sniZeni aktivity PPA2, coz vede k hyperfosforylaci
signalnich protein kinaz. (Shrnuto v SABLINA a HAHN, 2008).

II. 1.4.2 Strukturni proteiny polyomaira
Kapsidy polyomaviri jsou tvofeny tfemi strukturnimi proteiny, majoritnim VP1 a

minoritnimi VP2 a VP3. Geny pro tyto tfi proteiny se ptekryvaji, ale VP1 je kédovén v jiné
genu pro VP2 — je zkracenou formou proteinu VP2. U primatich virli jsou minoritni
proteiny prekladany z jedné mRNA, u hlodav¢ich ze dvou riznych mRNA (BATT et al,,
1994). Minoritni proteiny polyomavirti budou dale popsany v kap. II. 2. Obecné vlastnosti
proteinu VP1 jsou demonstrovany na ptikladu VP1 MPyV.

Hlavni strukturni protein mysiho polyomaviru - VPI.

Protein VP1 (45 kD) je zakladnim stavebnim prvkem polyomavirové kapsidy. Na Obr. II. 1
je znazornéna jeho sekundarni struktura. Smycky mezi beta listy (viz Obr. II. 1) maji
dilezitou funkci ve vazb€ gangliosidového receptoru zakonceného kyselinou sialovou,
v hemaglutinaci, v protein - proteinovych interakcich a také v protilatkové odpovédi
(STEHLE et al., 1997, GEDVILAITE et al., 2004).
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Obr. II. 1:
Struktura
proteinu VP1,
MPyV.
Protein VP1
(¢ervené): Na
obrazku jsou
oznateny beta
listy, které
jsou spojeny
povrchovymi
smyc¢kami,
Sousedni
proteiny

v pentametru
(modfe),
Sialova
kyselina
receptoru
(Zluté)
(pfevzato z
STEHLE et
al., 1997)

C—koncova doména je zodpovédnd za samouspoFdddvdni pentamer do kapsid
(YOKOAMA et al., 2007).

Pentamery jsou transportovany do jédra prostfednictvim jaderného lokalizalniho signdlu
(NLS) na N—konci proteinu VP1. Jedna se o aa 1 — 11, kritick4 je pfitomnost lysinu v pozici
3 (CHANG et al., 1992). Protein VP1 vaZe rovnéZz svym N-koncem nespecificky DNA. Pro
aktivitu k DNA jsou dulezité aa 1 — 7 a lysin 28 (MORELAND et al., 1991). HAYNES a
kolegové (1993) popsali také vazebné misto pro vdpnik (aa 232 — 364). Mutace v tomto
misté znemozni produkci infek&nich viriont (viz kap. II. 3) I kdyZ byl popsan u primatich
virovych genomt enkapsidaéni signdl (OPENHEIM et al., 1992), u jinych je nespecificka
vazba DNA zfejmé postadujici pro enkapsidaci a tvorbu novych viriond. Byla popséna i
schopnost VP1 vézat se na cytoskeletarni mikrofilamenta (RICHTEROVA et al., 2001), na
mitoticky tubulin (PALKOVA et al., 2000) a také lamin (PLEVKA dipl. prace, 2002,
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MANINOVA dipl. prace, 2007). Vztah proteinu VP1 a cytoskeletarniho aparatu viak zatim
beze zbytku objasnén nebyl.

VP1 je posttranslainé modifikovdn — acetylovan, fosforylovin (BOLEN et al., 1981),
sulfurylovan a methylovan (BURTON a CONSIGLI 1996). Podle typu modifikaci je
rozeznavano az 11 izoforem proteinu VP1, u nichZ nejsou prozatim znamy rozdily ve
funkci. Nicméné€ byly popsiny rozdily v distribuci izoforem mezi infekénimi viriony a
prazdnymi kapsidami, vliv riiznych izoforem na hemaglutinaci nebo na samouspofadavani
se kapsid (BOLEN at al., 1981, GARCEA et al., 1985, FORSTOVA et al., 1993).

I1. 2 Minoritni strukturni proteiny VP2 a VP3

V kazdém infekénim virionu je 72 molekul minoritnich proteind VP2 nebo VP3 — jeden na
pentamer tvofeny VP1 proteiny (BAROUCH A HARRISON 1994). O jejich vyznamu a
vzajemné nezastupitelnosti pro infektivitu viru svéd¢i nefunkénost viriond s deleci
n&kterého z minoritnich proteini (MANNOVA et al., 2002).

IL 2.1 Struktura minoritnich proteini
Obr. 11.2 ukazuje pomérnou délku a dilezité domény proteini VP2 a VP3 MPyV. Na

C—konci je jaderny lokaliza¢ni signdl (aa 307 - 318, CHANG et al., 1992b), po jehoz
odstranéni jsou minoritni proteiny distribuovany v cytoplazmé. U minoritnich proteint viru
SV40 je NLS také na C—konci (aa 317 — 323, WYCHOWSKI et 1., 1987), ktery je
prodlouZen a obsahuje navic (oproti minoritnim proteinim hlodavéich polyomaviri) DNA
vazebnou doménu (CLEVER et al., 1993). Blize k N-konci je jedina sekundéarni struktura
minoritnich proteini - hydrofobni a-helix, kterym jsou minoritni proteiny vadzany ke
stfedové prohlubni pentametrti proteinu VP1. VP2 a VP3 lze chépat jako deldi a kratsi
formu téhoZ proteinu. VP2 je o 116 aminokyselin (z N-konce) delsi (Obr. II. 2).

Obr. IL 2: Proteiny VP2 a VP3

MPyYV a jejich domény. Myr:
A ' 1e 3 myristylova kotva. Sipka oznaluje
% | ve2 variabilni doménu orientovanou k
il ' povrchu dutiny pentameru, &ervené
[ ves VP1 vazebna oblast véetné a
" o0 3ot 206 helixu, &erny prouZek: NLS

(Ptevzato a upraveno z Barouch a
Harrison 1994)



N—konec proteinu VP2 je myristylovan, coZz je jedind dosud znamé posttransla¢ni
modifikace minoritnich proteini (STREULI A GRIFFIN, 1987). Funkce této myristylace
byla zkouména substituci N-koncového glycinu za jinou aminokyselinu, coZ myristylaci
zabranilo. Substituce za kyselinu glutamovou a glutamin sniZila infektivitu, nicméné aZ po
né€kolika kolech infekce (KRAUZEWICZ et al., 1990, MANNOVA et al., 2002). Néahrada
glycinu za alanin sniZila infektivitu zhruba o 95% (SAHLI et al., 1993). Zajimavym jevem
je drastické sniZeni infektivity pfi substituci glycinu za histidin. Je pravdépodobné, Ze na
infektivitu viru ma vliv nejen pfitomnost ¢i nepfitomnost myristylové kyseliny, ale také
naboj koncové aa (MANNOVA et al., 2002). Protoze VP2 tvofi v duting pentameru
vlasenku, pfedpokladala se uréita role myristilové kyseliny pfi internalizaci viru burtikou.
V tomto modelu by byl N—konec s myristilovou kyselinou vystaven na povrch virionu po
navazani VP1 na receptor a zanofoval by se do bun&né membrany (CHEN et al., 1998).

Tato teorie zatim potvrzena nebyla.

IL. 2.2 Lokalizace minoritnich proteint

IL. 2.2.1 Lokalizace minoritnich proteinii ve virionu
Lokalizaci proteini VP2 a VP3 ve virionu ukazuje Obr. II. 3. Za VP1 vazebnou doménou

smérem k N-konci se nachazi hypervariabilni doména, ktera se prudce sta¢i do vnitfniho
prostoru pentameru. V dutiné pentameru pfechazi plynule do mirné konzervativni domény,
ktera se pod otvorem v pentameru obraci zpatky k virovému core. Protein VP3 za timto
ohybem konéi. V kompaktni kapsid€ nejsou tedy minoritni proteiny exponovany na povrchu
(LIDDINGTON et al 1991, GRIFFITH et al.,, 1992, BAROUCH A HARRISON 1994,

CHEN et al., 1998).
B Obr. 1. 3:
Lokalizace
minoritnich
proteini
Vv pentameru.
Q Dvé rizna
> zobrazeni. A:

wsl

Stuhovy model,
B: Schematicky

model.
VP2
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IL. 2.2.2 Lokalizace minoritnich proteinii v buiice
Nové syntetizované strukturni proteiny SV 40 jsou transportovany diky svému NLS do

jadra, dokonce i do izolovanych jader bez cytoplazmy (LIN et al., 1986, DEAN a
KASAMATZU 1993). I minoritni proteiny mysiho polyomaviru jsou v infikovanych
sav¢ich buiikach lokalizovany v bunééném jadre (CAI et al., 1994). V hmyzich buiikach
infikovanych rekombinantnim bakulovirem produkujicim samostatné minoritni proteiny
mys$iho polyomaviru je VP2 asociovan s jadernou membranou a VP3 je lokalizovén
v cytoplazmé&. Ve vSech typech bunék ale koexprese s proteinem VP1 podporuje transport
minoritnich proteint do jadra (FORSTOVA et al., 1993, DELOS et al., 1993). V n&kterych
pokusech o samostatnou expresi minoritnich strukturnich proteinti v mysich bunikach byly
VP2 a VP3 pozorovany &asteénd v jadfe a ¢astetné té2 v cytoplasmé (KECKESOVA, dipl.
prace, 2003, BOURA, dipl. prace, 2004).

II. 2.3 Funkce minoritnich proteint
Jak jiz bylo dtive fe¢eno (II. 2) strukturni minoritni proteiny polyomaviri jsou nezbytné

pro infek&nost viriond. Dosud byly popsany n€které funkce VP2 a VP3 proteinti v Zivotnim
cyklu viru, které souvisi sjadernym lokalizatnim signalem, schopnosti perforovat

membrany nebo pisobit v posttranslanich apravach.

IL. 2.3.1 Funkce minoritnich proteini v ¢asné fazi infekce
Bylo publikovano, ze VP2 SV40 se n&jakym zpisobem ucastni velmi ¢asné faze infekce.

Ackoliv za vazbu na receptor je odpovédny VP1, nepfitomnost VP2 ve virionu sniZuje
adsorpci na buiku az tfikrat. To je nicméné v rozporu se zjiSténim, Ze jsou minoritni
proteiny exponovany na povrch kapsidy az v ER (NORKIN et al., 2002).

DANIELS a kolegové (2006b) zjistili, Ze se VP2, ale hlavné VP3 inkorporuje do membran
ER v ¢asnych fazich infekce (Obr. II. 4). Vzniklymi péry by mohlo virové core proniknout
do jadra translokaci pres komplex proteini jaderného poru (NPC) (DANIELS et al,
2006b).
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Obr. 1. 4: Funkce
VP2 a VP3 SV 40

v ¢asné fazi infekce.
1: Rozvolnéni
kapsidy, 2: Uvolnéni
VP2 aVP3

z pentamer, 3: ,
tvorba port, 3 a, 4:
Transport virového
core pOry. Pfevzato a
upraveno

z DANIELS et al.,
2006b

U MPyV se do membran ER v ¢asnych fazich infekce inkorporuji oba dva minoritni
proteiny, duleZit&jsi je ale zfejmé& permeabilizatni schopnost proteinu VP2 (RAINER —
BERGER et al., 2007). Protein VP3 viru SV 40 vaZe s vysokou afinitou importin a2/8 a
mutace importin vazebné domény prudce sniZi infektivitu. Ukazalo se, Ze enkapsidaéni
signal proteinu VP3 viru SV40 je dostate¢né silny, aby dopravil do jadra pentamer proteini
VP1 s odstranénym NLS, nebo rozvolnéné virové core (NAKANISHI et al., 2002).

II. 2.3.2 Funkce minoritnich proteinii v pozdni fazi infekce
Protein VP2 (pfipadné jeho myristylové kyselina) MPyV ma déle funkci v posttransla¢nich

modifikacich proteinu VP1. Izoformy proteinu VP1 nalezené v infekénich virionech byly
fosforylovany stejné jako izoformy VP1 produkované v hmyzich buiikdch spolu s proteinem
VP2. V hmyzich butikach produkujicich protein VP1 samotny nebo spolu s proteinem VP3
byly proteiny VP1 fosforylovany odliné (FORSTOVA et al. 1993, LI et al., 1995).

Bylo zjisténo, Ze protein VP3 viru SV40 reguluje na poc¢atku pozdni faze pribéh virové
infekce. Protein VP3 viru SV40 tvoii komplex s transkripénim faktorem Sp-1, ktery ptisobi
jako represor v oblasti promotorti ¢asnych proteini (CLEVER et al., 1993).

V priibéhu pozdni faze infekce se uplatiiuje DNA vazebna doména na C—konci strukturnich
minoritnich proteinii primatich polyomaviri v morfogenezi viriond. Viriony nesouci
minoritni proteiny s delecemi této domény netvofi plaky, pfestoZe jsou proteiny normalné
transportovany do jadra (DEAN et al., 1995). Proteiny VP2 a VP3 MPyV tuto DNA
vazebnou doménu nemaji, ale vaZou buné&né histony. Mohly by se tedy také podilet na
tvorb& vazby mezi virovym core a proteinem VP1 (CAI et al., 1994).
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DANIELS et al. (2006a) zjistili, Ze je protein VP3 viru SV40 schopen lyzovat prokaryotické
buiiky permeabilizaci jejich membran. Protein VP3 také indukuje specificky nekrézu
sav¢ich bunék aktivaci jaderného enzymu poly (ADP ribéza) polymerazy (PARP). Na
enzym PARP se vaze C—koncova doména proteinu VP3 (GORDON - SHAAG et al., 2003).

IL. 3 Pseudokapsidy viri ¢eledi polyomaviridae

V této praci je dale pouzivan termin ,viru podobné Castice” = ,virus-like particles” =
,»VLPs®, ktery se pouziva pro jakékoli kapsidy vytvotené in vitro nebo v heterolognich
systémech, neobsahujici virovou DNA. Termin ,,pseudokapsidy“, ktery neni podle vSech
praci vyznamové totozny, je nicméné dale v textu pouzivan synonymné s terminem VLPs
(MONTROSS et al., 1991, PALKOVA et al., 2000 a dal¥i).

IL. 3. 1 Obecné vlastnosti a produkce VLPs

VLPs polyomavird maji podobné vlastnosti jako viriony zhlediska tvaru, velikosti a
imunogenity. Jsou tedy dobrym nastrojem pro studium vlastnosti virovych &astic a pro
aktivaci imunitniho systému.

Pseudokapsidy polyomaviri jsou také mimoiadné stabilni a vydrZzi mnoho tydni pfi
pokojové teploté (CAPARROS — WANDERLEY et al., 2004).

Za optimalnich podminek (nizké& iontova sila, neredukéni prostiedi, pH 7,4, pfitomnost
vapenatych iontd) se pentamery proteinu VP1 sklddaji do pseudokapsid (BRADY et al.,
1977, SALUNKE et al., 1986, 1989), €asto samovolné bez interakci s bunéénymi nebo
virovymi proteiny nebo DNA (MONTROSS et al. 1991). Nicméné byl popsan vliv Hsp70
(CRIPE et al., 1995), minoritnich proteini (KAWANO et al., 2006) nebo virové DNA
(TSUKAMOTO et al., 2007) na skladani VLPs. V nizkém pH nebo vysoké iontové sile
vytvati protein VP1 celou $kalu prostorovych utvar. Jsou to tubularni utvary, kapsidy
s triangulaénim €islem 1 nebo kapsidy s oktaedralni symetrii (SALUNKE et al., 1989).
VLPs je mozné produkovat napf. v bakteriich (LEAVITT et al., 1985), v kvasinkach
(STOKROVA et al., 1999) nebo pomoci rekombinantnich bakulovirii v hmyzich buiikéch
(FORSTOVA et al., 1993, MONTROSS et al., 1991, KOSUKEGAWA et al., 1996, LI et
al., 2003). Pseudokapsidy obsahujici minoritni strukturni proteiny byly pfipraveny koinfekci
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hmyzich bunék rekombinantnimi bakuloviry (FORSTOVA et al. 1993, AN et al., 1999,
SANDALON a OPPENHEIM 1997). Vzhledem redukénimu prostfedi a nedostatku vapniku
v cytoplazmé se mohou VLPs sklddat az v jadrech produkujicich bun€k. NesloZené
pentamery VP1 z cytoplazmy se sklddaji po pfidani vapniku (BRADY et al., 1977,
MONTROSS et al., 1991, HAYNES et al., 1993). ADAMEC et al., 2005 naopak popsali, Ze
pseudokapsidy nepotiebuji vapnik pro své slozeni, ale jako stabiliza¢ni prvek.

VLPs se také mohou skladat v extracelularnim prostoru, pokud je k proteinu VP1 ptipojen
signalni peptid. Ten transportuje protein VP1 k buné&€né membrané. Tyto VLPs jsou ale na
rozdil od pseudokapsid izolovanych z bunéénych jader glykosylované a jsou odlisné citlivé
na trypsin (NG et al., 2007).

Izolované VLPs obsahuji ¢asto heterologni bunéénou DNA (i s histony) o velikosti virového
genomu (GILLOCK et al., 1997). V ptipad€ produkce VLPs v hmyzich buiikach se jedna o
hmyzi i bakulovirovou DNA (GILLOCK et al.,1997, AN et al., 1999, RIPOVA dipl. prace,
2002). Schopnosti VLPs nespecificky enkapsidovat DNA podnitily vyzkum ptipadného

vyuziti VLPs pro pfenos terapeutické DNA v genové terapii.

IL. 3.2 Vyznam VLPs polyomaviri

II. 3.2.1 Genovy pienos do bunék pomoci VLPs
DNA az do velikosti 7,2 kbp interaguje s VLPs tvofenych proteinem VP1 MPyV a miiZe byt

dopravena kapsidami po ,, pseudoinfekci“ do bunék. Exprese takto pifenesenych geni je ale
nizka, i kdyz v nékterych ptipadech vy$§i neZ u jinych, b&zné pouzivanych metod
(FORSTOVA et al., 1995, SOEDA et al., 1998, YANG a CHEN 2000). Polylysin chréani
DNA pied DNazami a proto byl pouZzit pro zvySeni u¢innosti genového pienosu. Pfidani
polylysinu k VLPs a DNA zvysilo kratkodobou produkci proteind, dlouhodobou ale
neovlivnilo (SOEDA et al., 1998). Ta je totiz zavisla na integraci transfekované DNA do
chromozomii (FORSTOVA et al., 1995).

DNA v agregatech s MPyV VP1 VLPs byla pienesena do bunék pfiblizné s 50% uspéSnosti
ptenosu DNA infekénim virem nebo kalcium — fosfitovou metodou. Transfekované buriky
ale produkovaly heterologni protein mnohem déle (KRAUEWICZ et al., 2000).

Moznost vyuziti VLPs ke genového prenosu mize byt vyrazn€ sniZena skute¢nosti, Ze

VLPs jsou velmi imunogenni. CLARK et al., (2001) pozorovali imunitni protilatkovou
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odpovéd’ namifenou také proti proteinu piekladanému z ptenesené DNA. Jednou z moZznosti
opakovaného pienosu DNA je pouziti VLPs z rliznych virti. Napf. VLPs MPyV a murine
pneumotropic viru (MtV) nejsou rozpoznavany stejnymi protilatkami a prenaseji DNA do
bunék s podobnou Gc¢innosti (TEGERSTEDT et al., 2003).

Vysokd imunogennost VLPs miiZe byt naopak vyhodou pro vyuziti pseudokapsid jako
adjuvans pro DNA vakciny (CLARK 2000). Jako adjuvans byly pseudokapsidy MPyV
pouzity také v ptipad€ nukleokapsidového proteinu viru HIV. V poloviné pokusnych zvifat
imunizovanych VLPs nesoucich gen pro p36 HIV byly detekovany protilatky proti HIV
antigenu. MnoZstvi protilatek pfitom bylo asi tfikrat vétsi nez po aplikaci samotné DNA
(ROLLMAN et al., 2003).

Pro ptenos genli byly vyuZity i VLPs dal3ich polyomavirt, BKV, HPyV i JCV. U&innost
genového prenosu je ale pro viechny pouzité VLPs podobné nizka (GOLDMANN et al.,
1999, TOUZE et al., 2001, VORONKOVA et al., 2007).

Zajimava je schopnost VLPs viru SV 40 enkapsidovat az 17 kbp dlouhou DNA aniZ by se
vyrazn€ menil jejich tvar. Transfekované buriky produkovaly funkéni multi drug receptor na
svém povrchu (KIMCHI — SARFATY et al., 2003).

II. 3.2.2 Vyuziti VLPs — vyvolani imunitni odpovédi

Jak bylo feceno, pseudokapsidy jsou velmi imunogenni, pfevazné proto, Ze totoZny
strukturni motiv je mnohokrat opakovan. Umisténi cizorodého ligandu na povrch nebo
dovnitf kapsidy mize vyvolat imunitni odpovéd’ proti tomuto ligandu (nejéastéji proteinu).
Pfipojenym proteinem miZe byt antigen patogennniho agens nebo nadorovy antigen. VLPs,
do kterych byly inzertovany cizorodé struktury, oznacujeme jako chimerické VLPs
(CVLPs).

Dilezitymi aspekty pro imunogennost CVLPs jsou: velikost pfipojeného proteinu,
lokalizace piipojeni, pouZiti nastavctli (poly GS), stabilita vzniklych Gtvart apod. (GLEITER
et al., 1999). U polyomaviri jsou peptidy Ci proteiny pfipojovany nejéastéji k povrchovym
smy&kam BC a HI, nebo ke konctim minoritnich proteinti (GEDVILAITE et al., 2000, FRIC
et al., 2008).

CVLPs mohou vyvoléavat imunitni odpovéd’ pouze v ptipad¢€, Ze buiiky imunitniho systému,

dendritické buiiky (DC) a B a T lymfocyty dozravaji a proliferuji. VLPs a CVLPs
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hlodavéich polyomavird aktivuji lidské imunitni buitky, VLPs lidskych polyomavirg,

aktivuji tyto buitkky mnohem méné (GEDVILAITE et al., 2006).

IIL. 3.2.2.1 Protildtkovd odpovéd® na CVLPs

Nahrazeni nejvice imunogennich epitopti na proteinu VPl miZe vyvolat masivni

protildtkovou odpovéd’ proti pfipojenému proteinu. DileZitost velikosti proteinu a
lokalizace pfipojeni prokazali GEDVILAITE a kolegové (2000, 2004). Ptipojili n&kolik aa
povrchového proteinu viru HBV (hepatitis B virus) k BC smy¢ce HaPyV VP1. V dal3i praci
do stejné smy¢ky pfipojili 120 aa nukleoproteinu Puumala hantaviru (Eeled’ Bunyaviridae).

V obou pfipadech byla vyvolana silnd protilitkova odpovéd. Pfemisténi hantavirového

ligandu do HI smy¢&ky protildtkovou odpovéd’ jesté zvysilo. Navic byla indukovéana i Thl
odpovéd (GEDVILAITE et al., 2000, 2004). Do obou smyc&ek byl také pfipojen krétky
fragment (n€kolik aa) karcinoembryonélniho antigenu. Vysledna protilatkova odpovéd’ byla

nejvyssi, pokud byl fragment pouze v BC smy¢&ce. Vice ligandd na povrchu pseudokapsidy

totiZ pravdépodobné zpiisobuje jeji destablizaci. Spojovaci
peptidy (G,S) titr protilatek mirné zvySovaly, hlavné v§ak
prodluZovaly u¢inek imunizace (LAWATSCHEK et al.,
2007).

V ptipadé¢ HBV viru (hepadnaviridae) byla porovnavana
protilatkova odpovéd’ proti povrchovému proteinu HBV na
povrchu riznych nosiéd. I kdyz MyPV VLPs
VP1/preSiphil protilitkovou odpovéd® vyvolavaly, Tc
odpovéd’ indukovaly nosie sloZzené z kapsidového HBV
proteinu (SKRASTINA et al., 2008).

II. 3.2.2.2 Cytotoxickd odpovéd’na CVLPs
NejdileZit€j$im imunitnim procesem v pfirozené obrané
organizmu proti nadorim je sou¢innost DC a cytotoxickych

T-lymfocytd. ,,Zralé“ Tc lymfocyty vyhledavaji a zabijeji

Obr. IL. 5: Model ligandu (EGFP)
pFipojeného k minoritnimu
proteinu, s vyslednou lokalizaci
uvnit¥ kapsidy. Pfevzato z FRIC et
al., 2008

nadorové builky, které na svych MHC 1 glykoproteinech prezentuji cizorody (nebo

nadorovy) antigen.
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ProtoZe pfi umisténi cizich epitopli na povrch kapsidy protilatkova Th2 odpovéd’ ptevazuje
nad Th1 odpovédi, mohou byt cizi epitopy umisté€ny dovniti kapsidy.

BOURA s kolegy (2005) pfipravili a zkoumali chimerické VLPs - VP1/EGFPtVP3 mysiho
polyomaviru ve kterych byl EGFP protein fiizovan s proteinem VP3 zkrdcenym na N-konci
(Obr. II. 5). VLPs vstupovaly mimo jiné i do bunék imunitniho sytému, kde byly
degradovdny a prezentovany na povrchu. PfestoZze nedoslo k dozravani DC, indukovaly
VP1/EGFPtVP3 VLPs silnou protilatkovou odpovéd’ proti proteinu VP1, protilatky proti
EGFP v$ak nebyly detekovany. Specifické Tc buiky proliferovaly a produkovaly
intreleukin 12, cilové butiky ale in vitro nezabijely (BOURA et al., 2005, FRIC et al., 2008).
Ponékud uspésnéjsi byl tym TEGERSTEDT a kolegii (2005). K proteinu VP2 ve VP1/VP2
VLPs byl pfipojen fragment nadorového proteinu Her2 (1-683 aa). Imunizace vyslednymi
VLPs - VPI1/VP2Her, 633 ochranila vSechna pokusnd zvifata proti letdlni davce
transformovanych bun€¢k (TEGERSTEDT et al., 2005). Problémem ale byla vySe zmin€na
protilatkova odpovéd’ proti proteinu VP1. Chimerickymi VLPs VP1/VP2Her,.¢s3 byly tedy
opisobeny DC a pokusna zvifata byla imunizovana pifimo DC, coz protilatkovou odpovéd’
snizilo Sestkrat (TEGERSTEDT et al., 2007). V nedavné dobé€ byly také pfipraveny CVLPs
s dvéma kratkymi epitopy Tc bun€k na povrchu. DC tyto VLPs fagocytovaly, dozravaly a
aktivovaly B-lymfocyty k produkci protilatek, které se vazaly na nddorové buiiky. Zralé DC
in vitro indukovaly proliferaci a dozravani specifickych T-bunék (DORN et al., 2008).

II. 3.2.3 Protinadorova terapie — toxické CVLPs
Chimerické toxické VLPs by mohly byt pouzity pro onkolyzu. VLPs JC mohou byt pfi

disociaci/reasociaci naplnény toxinem, ktery mohou transportovat do bunék (GOLDMANN
et al., 2000). Problémem takto pfipravenych pseudokapsid je ptedeviim volné Sifeni toxinu
z degradovanych pseudokapsid. Pfipojenim protinddorového jedu methotrexatu k C—konci
proteinu VP2 lze tomuto volnému §ifeni zamezit (ABBING et al., 2004). Dovniti kapsidy
muze byt také umistén enzym, konkrétné cytosin deamindza. V buiikach, které ptijaly
chimerické SV40 VLPs, je enzym stile funkéni a je mozné indukovat bunéénou smrt
(INOUE et al., 2008).

Nebezpeci intoxikace zdravych tkani mize byt zabranéno specifitou chimerickych VLPs.
Specificky u¢inek muze byt zajistén napf. umisténim proteinu s afinitou pro specificky

bunéény receptor na povrch kapsidy (SCHMIDT et al.,, 2001, SHIN a FOLK 2003).
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S vyhodou je mozné pouzit protilatky, napf. pfipojenim vazebného fragmentu protilatky
k mistu vazby proteinu VP1 na receptor (Fv). CVLPs ztrati afinitu k pfirozenym receptorim
a jejich specifitu ur¢i fragment protilatky (STUBENRAUCH et al., 2001). GLEITER A
LILIE (2001) pfipravili pseudokapsidy s proteinem Z v povrchové smycce dilezité pro
vazbu proteinu VP 1 s receptorem. S proteinem Z reaguji takika vSechny protilatky svymi
Fc konci.

Do chimérickych VLPs s epitopy na povrchu je navic mozné inkorporovat dovnité napf.
epitop s afinitou pro 1é¢ivo. Mohly by tak vzniknout dvojité¢ chimerické pseudokapsidy,
specifické pro cilové buriky i pouZita terapeutika (SCHMIDT et al., 2001). Specifické
chimerické VLPs by mohly byt samoziejmé pouZity i ve vySe popsané genové terapii.

Naroc¢nost tohoto modelu je zfejma a praktické vysledky jsou jesté daleko.
Zcela opa¢ny smér ve vyzkumu VLPs ukazuje prace BUTIN- ISRAELI et al., (2008) kteti

pouzili VLPs SV 40 k ochran€ mysi pfed smrti zptisobenou otraveni ledvin rtuti. VLPs SV

40 totiz aktivovaly signalni drahy vedouci k pieziti buné&k.
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I1. 4 Casné fize infekce polyomavirt — vstup viriont do bunék a
jejich transport k jadru

Podobné jako ostatni malé neobalené DNA viry, vyuZivaji i polyomaviry pro vstup do
bun&k receptorem zprostfedkovanou endocytézu. Nejprve se viriony vaZou na specificky
receptor a poté je virova &astice internalizovana membranovou invaginaci, ktera je nakonec
odskrcena. Membranové vacky s virovymi &asticemi jsou dale transportovany od
plazmatické membrany k bun&nému jadru.

II. 4.1 Vazba na receptor a internalizace polyomavira
Ve vazb& viech poloymavird na receptor ma kli€ovou funkci kyselina sialova (SA).

Kyselina sialova (N-acetylneuraminova kyselina) je sloZity monosacharid, ktery je souéasti
glykoproteinti a glykolipidi. Z glykoproteinii polyomaviry vaZou nejéastéji N-vazané
glykoproteiny a z glykolipidi gangliosidy. Gangliosidy tfidime podle po&tu molekul sialové
kyseliny a typtl vazeb mezi monosacharidovymi zbytky (GM, GD atd., Obr. II. 6).
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Obr. 11. 6: Chemicky vzorec a model gangliosidu GM. Pfevzato z VOET a VOET , 1990
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MPyV

Jako receptory pro MPyV byly identifikovany gangliosidy GT1b a GDla (TSAI et al,,
2003). Autofi ale zmifiuji pfedpokladanou vazbu na dal$i glykolipidy a glykoproteiny
bunééné membrany obsahujici disacharid sialova kyselina (2,3) - galaktéza, naptiklad
gangliosid GM1 (TSAI et al., 2003, SMITH et al., 2003). GILBER a BENJAMIN (2004)
pozd&ji zjistili, Ze gangliosid GDla se neuplatiiuje pfimo ve vazbé virionu, ale az
v pozdé&jsich fazich infekce. Viriony MPyV nepotiebuji kompletni gangliosid, nebot’ pokud
byla sialova kyselina vazéna k virionu, vstupovaly viriony i do bun€k oSetfenych
neuraminidaizou (CARUSO et al.,, 2003a). VP1 MPyV reaguje také s rozvétvenymi
oligosacharidy na O-glykosylovanych proteinech. Na rozdil od vySe zminénych
gangliosidd, tyto glykoproteiny nevedou k produktivni infekci in vitro a zfejmé brzdi i Sifeni
viru in vivo (BAUER et al., 1999).

Jako koreceptor MPyV byl v praci CARUSO et al., (2003a) navrhovan integrin a4fl. V
DE smycce VP1 proteinu byla totiZ nalezena vazebna doména pro tento transmembranovy
protein. Vysyceni integrin a4f1 pfirozenymi ligandy také zpisobilo redukci infektivity
(CARUSO et al., 2003a). ZvySena exprese integrinu a4p1 na druhou stranu infektivitu viru
zvySovala. Ani zvySend exprese integrinu a4Pl ale neobnovila infektivitu pfi absenci
sialové kyseliny v bunééné membrang€. Autofi tedy pfedpokladaji, Ze se a4l podili i na
nésledné internalizaci virionu (CARUSO et al., 2003b).

MPyV vstupuje do bun€k v hladkych monopinocytickych vaccich znichz nékteré jsou
odvozeny od kaveol, coZ jsou invaginace plazmatické membrany s vysokou koncentraci
proteinu kaveolinu. Viriony zfejmé vstupuji do bunék riznymi typy tzv. membranovych
rafti (membranovych mikrodomén) s vy$8im obsahem cholesterolu a signalnich molekul
(RICHTEROVA et al., 2001, GILBERT a BENJAMIN 2004). Kaveolin zfejm& neni nutny
pro internalizaci my$iho polyomaviru, protoze MPyV vstupuje i do bungk, které kaveolin
neprodukuji (LIEBL et al., 2006) a to hladkymi vacky, které neobsahuji ani klatrin ani
kaveolin. GILBERT a BENJAMIN (2000) publikovali, Ze pro vstup MPyV neni nutna
¢innost dynaminu, ktery odSkrcuje klatrinové a kaveolinové vacky a ze MPyV vstupuje do
bun€k neklatrinovou i nekaveolinovou endocytézou (GILBERT a BENJAMIN 2000).
Nicméné pozdé&ji publikovali, Ze nadprodukce kaveolinu zvy3uje infektivitu MPyV
(GILBERT et. al., 2005).
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SV 40

MHC 1 glykoproteiny jsou prezentovany na vSech buiikdch v organizmu. ATWOOD a
NORKIN (1989) urtili tyto glykoproteiny jako receptory pro SV 40. Virus SV 40 vyzaduje
kompaktni HLA molekuly, protoZe se nevaze na MHC I, které nejsou v komplexu s beta 2
mikroglobulinem. Potvrzenim tlohy MHC 1 bylo proteolytické odstépeni HLA molekul
z bunék, které infekci zabranilo (BREAU et al., 1992). SV 40 nicméné nenapada viechny
typy bunék, a nékdy jen nékteré jejich oblasti (CLAYSON a COMPANS, 1988). Je tedy
mozné, Ze se na vstupu viru do burky podili i dal$i molekuly. SV 40 vstupuje do bunék
v kaveolinovych vaécich (ANDERSON et al., 1996). Molekuly MHC I glykoproteini vSak
nevstupuji spolu sviriony do bun€k a zlstivaji nezménéné na bunéfném povrchu
(ANDERSON et al., 1998). Pozdé&ji TSAI a kolegové (2003) ukazali, Ze receptorem pro
SV40 je patrné gangliosid GM1.

Internalizace kaveolinovych vafku je provazena fosforylaci vackovych proteind
tyrozinkinazami. Pohyb vacku rozrusuje aktin a ten tvofi za vackem aktinové ,ocasy” ve
spolupraci s dynaminem. V pozdéjsich fazich infekce se aktinovd vlakna znovu obnovi
(PELKMANS et al., 2002).

BKYV

V ¢asnych studiich hledajicich receptor pro BKYV se zjistilo, Ze se BKV vaze na skupinu
gangliosidii nesoucich a (2,3) nebo a (2,6) vazanou SA (SINIBALDI et al., 1990). Dale
bylo zji§t€no, ze BKV véze se silnou afinitou a (2-8) disialovou kyselinu, ktera se nachazi
na gangliosidech GTlb a GDI1b. V ptipadé, Ze byly gangliosidy GTlb a GDIlb
inkorporovany do nesensitivnich bun€k, umoznily vazbu virionu na buné¢énou membranu
(LOW et al., 2006). V nedavné dobé& se ale také objevily studie, které urcily jako receptor
specifické N-glykoproteiny. Zablokovani N-glykosylace totiz sniZilo infektivitu viru,
zamezeni O-glykosylace nemélo na infektivitu vliv (DUGAN et al, 2005). Je
pravdépodobné, ze GT1b a GD1b gangliosidy kooperuji se specifickymi glykoproteiny na
vazbg a internalizaci BK'V.

BKV je internalizovan podobné jako SV40 a MPyV v monopinocytickych vaccich
obsahujicich kaveolin (EASH et al 2004).
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JCV

Virus JCV se miiZze mnozit v buitkich nervového systému, které maji v bun€nych
membranach mnoho receptord pro neurotransmitery. Poté, co se ukazalo, Ze je pro vstup
viru JCV do bunék nezbytna p¥itomnost o (2,6) SA (LIU et al., 1998) hledal se i mezi
nervovymi receptory vhodny kandidat. Blize zkoumany byly dva receptory - pro dopamin
a serotonin. Nakonec byl uréen jako receptor pro JCV serotoninovy receptor SHT2a , ktery
exponuje na povrchu (2,6) vazanou sialovou kyselinu (ELPHICK et al., 2004). V relativné
kratkém &ase po adsorpci vstupuje JCV do bunék v klatrinovych vagcich, stale navazany na
receptor (PHO et al., 2000). Internalizace klatrinovym vafkem je spusténa tyrozin-
kinazovou signalni drahou, kterd aktivuje kindzy ERK1 a ERK2. Exprese dominantné

negativnich mutant téchto kindz zabranila internalizaci JCV (QUERBES et al., 2004).

II. 4.2 Transport polyomaviri do bunééného jadra
Prvni pozorovani ukazovala, Ze vacky s viry mifi nejkrat$i cestou k jadru (MACKAY a

CONSIGLY, 1976). V pozdé&jsich studiich v$ak autofi ¢asto ukazovali, Ze se vstupujici
virus objevuje v n€kterych typech endozomd, v riznych endocytickych drahach a také je

zfejmé burikou degradovan. Detailni popis virového transportu zatim nezname.

MPyV

Monopinocytické vacky s viriony MPyV fuzuji s ¢asnymi endozomy, kde by mohly vlivem
nizkého pH probéhnout zmény v konformaci kapsidy. Ukazalo se, ze zvySeni
endozomalniho pH b&hem prvnich dvou hodin po adsorpci viru zcela inhibuje infekci
(LIEBL et al., 2006). Pro transport virionti jsou v ¢asné fazi potiebna dynamicka aktinova
vlékna, podél kterych se pohybuji vacky s viriony. Stabilizace mikrofilament prudce snizi
transport viriont, jejich rozrueni vliv na transport nema. RozruSeni mikrotubul naopak
transport snizi, jejich stabilizace vliv nema (GILBERT et al., 2003). V pozd¢jsi fazi je
patrna kolokalizace neporudenych mikrotubuli a proteinu VP1. Vétsina proteinu VP1 je po
3. hodiné po adsorpci kumulovdna kolem jadra (KRAUZEWICZ et al., 2000,
RICHTEROVA et al. 2001, GILBERT a BENJAMIN 2004). Pohyb virioni MPyV tedy
vyZzaduje stabilni mikrotubuly a je spojen s transientnim rozrusenim aktiniovych filament.
Neéktetri autofi (QIAN et al., 2009) ptedpokladaji vstup viriond do pozdnich endozému a

lyzozomd. Jini autofi kolokalizaci MPyV s markery pozdnich endozomi (Rab7), lyzozomt
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(LAMP2) a Golgiho aparatu vyloudili (MANNOVA a FORSTOVA 2003, GILBERT a
BENJAMIN 2004). VSichni vySe jmenovani autofi se shodli vtom, Ze je virus
transportovan do ER. Pomoci DNA sond je mozné ukazat, Zze v dobg&, kdy uz v jadie zacina
exprese virové DNA, zustdvad protein VP1, ale i velké mnozstvi virové DNA
v perinuklearnim prostoru (MANNOVA A FORSTOVA 2003). Predpoklada se, ze zER je
virus (resp. jeho geneticka informace) dopravovana do bunééného jadra.

Jednou z molekul, ktera zprostredkuje kontakt mezi endozomy a ER, je GD1a. QIAN et al.
(2009) pozorovali zvySenou kolokalizaci MPyV a ER po opiisobeni bunék volnym GDla.
Autofi predpokladaji Ze se viriony dostavaji do ER z pozdnich endozomi pomoci GDla
(QIAN et al.,, 2009). V endoplazmatickém retikulu probihaji dal§i zmény konformace
kapsidy. Alesponi nékteré jsou pfimo zavislé na proteinech ER s chaperonovou aktivitou.
Protein ERp29, jeden ztéchto proteind, nejprve dimerizuje svymi N-terminalnimi
doménami a nasledn€ C—termindlni domény rozvolfuji viriony MPyV (RAINEY -
BARGER et al., 2009). Na zménéach konformace se také podili protein disulfid izomeraza
(PDI), ktera rozrusuje disulfidické mistky. V neptitomnosti PDI se viriony nachézeji V ER,
ale nejsou transportovany dal a virus se do jadra nedostane (GILBERT et al., 2006).
Nejasnosti zlstavaji v otazce v dal$iho transportu.

Moznosti, Ze by viriony opoustéli ER drahou pro Spatné sbalené proteiny (ERAD dréha) se
zabyvali LILEY et al., (2006). Urcili, Ze je-li snizena koncentrace Derlinu 2 (dulezity
protein ERAD drahy), klesa infektivita viru aZz o 50%. Pfima injekce DNA do cytoplazmy
obnovila infektivitu i v nepfitomnosti Derlinu 2 (LILEY et al., 2006). Mozna funkce
minoritnich proteinti v uniku z ER byla popséna v kap. II. 2.3. Na Obr. II. 7 jsou znazornény
potvrzené a predpokladané drahy transportu MPyV. Hlavni nejasnosti panuji stale v otazce,
zda viriony v prub&hu transportu opoustéji membranové struktury a vstupuji do jadra

jadernymi pdry, nebo jestli vstupuji do jadra endoplazmatickym retikulem.
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Obr. IL 7: Transport MPyV od plazmatické membrany k jadru. Cav - 1.
Monopinocytické va&ky s viriony MPyV - kaveoly, Cav -1 + EEA1: Casné endozomy,
pravdépodobné kaveozomy, Rab 11 + Transferrin: recyklujici COP va¢ky, Bip:
Endoplazmatické retikulum. Plné Sipky ukazuji dokdzané dréhy, te€kované Sipky moZné,
zatim nepotvrzené dréhy (pfevzato z LIEBL et al., 2006)

Virs SV40 putuje zkaveolinovych vacki do kompartmentii zvanych kaveozomy.
(Kaveozomy jsou relativné stalé organely s neutralnim pH a vysokym obsahem kaveolinu).

Z kaveozomit jsou viriony transportovany retrogradni drdhou vyuZivajici COP vécky.
Brefeldin, ktery zablokuje vznik COP I vack, blokuje i transport virionti do ER. V Golgiho
systému viriony nikdy pozorovany nebyly. V ER byly detekovéany viriony 5 hodin po
infekci. V ER dochazi ke konformaénim zménam kapsidy, nebot’ je moZzné imunologicky
detekovat minoritni proteiny, které jsou v kompaktni kapsid€ protildtkdm nepfistupné.
(NORKIN et al., 2002, NORKIN a KUKSIN 2005). Virus SV40 miZe ziejmé& pouZit
jaderny nuklearni komplex (NPC) ke vstupu do jadra (Viz Obr. IL. 4). Injikovany virus se
objevil po dvou hodinéch v jadfe a injikované protilatky proti NPC v cytoplazmé transportu
do jadra zabranily (YAMADA a KASAMATZU, 1993). Autofi viak nefeSili otazku, jak se
virus pfi infekci dostane z endozomalnich kompartmenti do cytoplasmy. Jini autofi popsali
pfimo fuzi va¢ku s viriony s jadernou membrinou dvé hodiny po navézini na receptor
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(NISHIMURA et al., 1986). Uloha minoritnich proteinti ve vstupu SV 40 a ptedpokladany
transport z ER do jadra byly popséany v kap. II. 2.3.

BKV

Pro pohyb BKV v kaveolach je nutny neporudeny tubulin a dynamicky aktin (EASH et al.,
2005). Transport BKV je inhibovan brefeldinem, inhibitorem tvorby COP vacki. Virus
vstupuje do ER a nebyl detekovan v Golgiho aparatu. Je tedy pravdépodobné, Ze vyuZiva
podobné drahy jako MPyV a SV 40 (LOW et al., 2006).

JCV

Transport klatrinovych vacki s viriony je zavisly na kyselém pH. Navic jako jediny znamy
zastupce Celedi vyzaduje neporusené vSechny tfi slozky cytoskeletu - aktin, mikrotubuly i
intermedialni filamenta (ASHOK a ATWOOD 2003). Funkce aktinu je zifejmé v dopravé
klatrinového vacku k intermediatnim filamentim, ptfipadn€ k mikrotubultim, které dopravi
viriony do blizkosti jaddra (ASHOK a ATWOOD 2003). Predpoklada se, Ze se viriony
dostanou dosud nezndmym mechanismem do cytoplasmy. V tomto stadiu zfejmé dochazi

k reakci s importiny a importu do jadra (QU et al., 2004).

IL. 4.3 Vyuziti VLPs pro vyzkum transportu viriona

V nékterych studiich bylo popsano, Ze pseudokapsidy vstupuji do bunék podobné jako
viriony, jejich intracelularni drdhy jsou ale odlisné. Poznani a ptesny sled shodného a
rozdilného chovani VLPs a viriond miZe byt velmi pfinosné nejen pro vyzkum Zzivotniho
cyklu polyomavird, ale také pro dalsi pouziti VLPs jako vektoru nebo adjuvans (viz kap. II.
3).

MPyV VLPs vstupuji do mySich bun€k podobné jako viriony divokého typu — pfes
receptory se SA (KRAUZEWICZ et al., 2000). DulezZitost vazby VLPs na gangliosidy
GDla a GT1b prokazali také SMITH a kolegové (2003), ktefi pro své pokusy pouzili VP1
VLPs. Tito autofi ale upln€ nevyloucili ani GM1 gangliosid jako jeden z receptorti pro
pseudokapsidy (SMITH et al., 2003).
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A. Prvnim cilem price bylo zjistit, zdali uméle pFipravené kapsidy (pseudokapsidy;
VLPs) nesouci jeden nebo druhy minoritni protein budou silnéjSimi
kompetitivnimi inhibitory vstupu virionu (pfipadné jejich transportu k jadru)

neZz pseudokapsidy sloZené pouze z proteinu VP1.

Konkrétni cile:

o Izolovat t¥i typy VLPs mySiho polyomaviru — sloZené bud’ pouze z proteinu
VP1, nebo obsahujici proteiny VP1 a VP2 nebo proteiny VP1 a VP3 — z
hmyzich bunék infikovanych rekombinantnimi bakuloviry nesoucimi geny
pro prislu$né proteiny.

o Provést testy kompetitivni inhibice polyomavirové infekce.

B. Druhym cilem bylo doplnit probihajici analyzy chovani minoritnich proteinu
MPyV a lidského BKV béhem jejich transientni exprese v savéich buiikich.
ProtoZe se nedarilo exprimovat geny pro VP2 a VP3 bez pFitomnosti ostatnich
virovych produkti, byly v laborato¥i pfipraveny jejich varianty fazované s
EGFP.

Konkretnim cilem bylo:

o Konfokilni mikroskopii porovnat bunéfnou lokalizaci faznich variant
minoritnich proteini s EGFP fizovanym k C- nebo N-konci proteinii VP2 a
VP3 BK viru.

o Porovnat vysledky s podobnymi analyzami VP2 a VP3 mySiho polyomaviru,
které maji gen kratSi o DNA vazebnou doménu.

o Zjistit vliv typu bunék, ve kterych byly proteiny MPyV a BKV produkovany
na pripadné odliSnosti v lokalizaci a cytotoxicité VP2 a VP3 MPyV a BKV.
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IV.

Material a metody

IV. 1 Material

IV. 1.1 Roztoky:

Blotovaci pufr:
o 25 mM Tris
o 195 mM glycin
o 20% methanol
B pufr:
o 10 mM Tris - HCI (vodny roztok, pH 7,4)
o 150 mM NaCl
o 0,01 mM CaCl,
Cinidlo Bradfordové:
o 100mg Coomassie Brilliant Blue G250
o 50 ml 96% ethanolu
o rozpousténi ptes noc
o 100ml H;PO4
o 850 ml demi vody
Elektroforeticky pufr:
o 25 mM Tris
o 192 mM glycin
o 1%SDS
PBS (Phosphate buffer saline):
o 4,09g NaCl
o 0,1 gKCl
o 1,79 Na,HPO,4.12H,0
Lyzaéni pufr:

o 100 pl 0,5M EDTA
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o)

500 ul 1M Tris- HCI (vodny roztok pH 7,4)
1,5 ml 1M NaCl

100 pl 10% SDS

100 pl Triton X -100

5 pI NP -40

2 pul 5% deoxycholat sodny

SDS loading buffer:

o 5% SDS

o 50 mM Tris — HCI (vodny roztok pH 6,8)
o 50% glycerol

o 25% B-merkaptoethanol

o 0,005% bromfenolova modf

Roztok pro spodni gel pro PAAGE:

o 4 ml (29% akrylamid + 1% bisakrylamid)
o 4 ml IM Tris- HCI (vodny roztok pH 8,8)
o 120 pl 10% SDS

o 3,25 ml demineralizované vody

o 40 ul 10% persiranu sodného

o 8,5 ul TEMED (Sigma)

Roztok pro horni gel pro PAAGE:

o 0,5 ml (29% akrylamid + 1% bisakrylamid)
o 0,375 ml IM Tris-HCI (vodny roztok pH 6,8)
o 30ul 10% SDS

o 2,11 demineralizované vody

o 20 pl 10% persiranu sodného

o 5 ul TEMED

Upraveny fenol:

Destilovany pufrovany 1M Tris-HCI (pH 8), s pfidanim 0,1%, 8 - hydroxychinolinu

IV. 1.2 Pristroje:
Aparatura pro SDS — PAAGE (Hoefer)
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Aparatura pro western blotting (Biorad)

Centrifuga GS -15 R, rotor S4180 (Beckman)

Centrifuga 3K- 30 rotor 12771

CO; termostat (Forma Scientific - Biotech)

Centrifuga MPW 300

Elektroporator Nucleofector II (Amaxa)

Flow box (Forma Scientific - Biotech)

Opticky mikroskop (Carl Zeiss, Jena)

Invertovany mikroskop Olympus CK 40

Fluorescenéni mikroskop Olympus BX 60

Fluorescenéni mikroskop Olympus IX 71

Konfokalni mikroskop Leica TCS

Binolupa (Olympus)

Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F 241,5
Mikrocentrifuga Beckman Mikrofuge Centrifuge, rotor F 1802
Megafuga 1.0R, rotor 2704

Spektrofotometr Helios beta (Thermo)

Stolni centrifuga MSE

Sonikator Soniprep 150 (Schoeller Pharmacia Praha)
Termostat TCH 100 (laboratorni pfistroje Praha)

Ttepacka stolni (Heidolph)

Ttepacka (Labnet)

Ultracentrifuga L5 — 50B, rotor SW 41, SW 28 (Beckman)
UV transluminator (Biolum)

Vodni lazen (Grant)

Vodni sonikator (Cole- Parmer Instrumental Company)

Vortex — Genie 2 (Scientific Industries)

IV. 1.3 Média a material pro tkanové kultury:
DMEM (Sigma) — médium pro sav¢i burnky

RPMI 1640 medium

10% FCS (Sigma)
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2 mM glutamin (Sigma)

Antibiotika pro TK (Sigma)

Versen (Sevac)

Trypsin (Sigma)

TNM - FH insect medium (Sigma) — médium pro hmyzi buriky
IV. 1.5 Markery molekulovych vah:

Proteinovy marker SDS (Sigma)

Proteinovy marker Spestra Multicolour Broade Range Protein Ladder (Fermentas)

IV. 1.6 Protilatky
Primarni protilatky:

M a VP1, MPyV: mysi monoklonalni protilatka proti VP1 mysiho polyomaviru, izotyp IgG1
(FORSTOVA et al., 1993)

M o VP2/VP3, MPyV: klon 1A2, mys$i monoklonélni protilatka proti VP2/VP3 myS$iho
polyomaviru, izotyp IgG1 (FORSTOVA et al., 1993)

M a VP2/VP3: klon 2C8, mySi monoklonalni protilatka proti VP2/VP3 mySsiho polyomaviru,
izotyp IgG1 (FORSTOVA et al., 1993)

Rt o LT (velky T antigen), MPyV: krysi monoklonalni protilatka proti velkému antigenu
my$iho polyomaviru

Rb o SV40 VP2/VP3 krili¢i polyklonalni protilitka proti spole¢né &asti minoritnich
strukturnich proteini viru SV40 (Abcam). Tato protilatka kiiZzov€ reaguje s minoritnimi

proteiny BKV.

G o lamin B kozi monoklonélni protilatka proti laminu B (Santa Cruz)

M o Histon H1 myS$i monoklonalni protilatka proti histonu H1 (AE-4; Santa Cruz
Biolotechnology)

Sekunddrni protildtky:
G a M Px: Kozi polyklonalni protilatka proti my$imu IgG konjugovand s kienovou

peroxidéazou (BioRad)
D o R AF 488: Osli polyklonalni protilatka proti krysim imunoglobulinim konjugovana

s fluorescenéni barvou Alexa fluor 488
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Rb o GFP AF 488: Krali¢i polyklonalni protilatka proti GFP konjugovana s fluorescen¢ni
barvou Alexa fluor 488

D a G AF 546: Osli polyklonalni protilatka proti kozim imunoglobulinim konjugovana
s fluorescenéni barvou Alexa fluor 546

DaM AF 546: Osli polyklonalni protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugovana
s fluorescenéni barvou Alexa fluor 546

Ch a Rb AF 488: Kufeci polyklonalni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim

konjugovana s fluorescen¢ni barvou Alexa fluor 488

IV. 1.7 Virové kmeny a bunécné linie

IV. 1.7. 1 Bakterialni a virové kmeny:

Mysi polyomavirus, kmen A2

AcMNPV/ VP1

AcMNPV/ VP1/3

AcMNPV/ VP1/2 — rekombinantni bakuloviry produkujici hlavni strukturni protein mysiho
polyomaviru VP1, nebo VP1 s jednim ze strukturnich minoritnich protein (VP2/VP3)

IV. 1.7. 2 Bunééné linie:

Swiss 3T6: Mysi fibroblasty odvozené z embryonalnich tkéni. Tato buné¢na linie byla
ziskana z German Collection of Microorganisms and Cell Cultures Dept.Human and Animal

Cell Cultures®“. Oznaceni ACC 202.

Swiss 3T3: Mysi fibroblasty odvozené zembryonalnich tkéni. Tato bunéna linie byla

poskytnuta Dr. J. Hejnarem, UMG AV CR, Praha.

VERO: Bunééna linie heteroploidnich fibroblastoidnich bun€k odvozena z ledvin Afrického

kockodana (Cercopythecus aethiops) Ziskana z univerzity ve Wurzbirgu od prof .K. Dorries.

Sf9: Hmyzi bunééna linie odvozena z tkané€ ovarii miry Spodoptera frugiperda. Bunéna
linie byla ziskana z americké sbirky bunéénych linii (angl. American Type Cell Collection,

oznaceni ATCC CRL 1711).
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IV. 1.8 Vektory

pEGFP-C2: Plazmidovy vektor ureny pro expresi proteinu zajmu fuzovaného k C—konci
proteinu EGFP v sav€ich burikach. MCS je v tomto vektoru umisténo mezi genem pro EGFP
a polyadenylaénim signalem viru SV40. Vektor dale obsahuje origin SV40 pro replikaci
v sav€ich burikdch exprimujicich LT antigen viru SV40, ¢asny promotor SV40, gen pro
rezistenci k neomycinu a kanamycinu a polyadenyla¢ni signal z genu pro tymidin kinazu viru
Herpes simplex, umoziiujici stabiln€ transfekovanym burikdm selekci na G418. Soucasti
vektoru je i bakterialni promotor pro expresi genu pro kanamycin v E. coli, origin replikace
pro propagaci v E. coli (pUC) a origin replikace pro produkci ssDNA (f1). Protein fizovany s
EGFP je exprimovan z ¢asného promotoru lidského cytomegaloviru (HCMV) (Clontech)

PEGFP-N1: Plazmidovy vektor ureny pro expresi proteinu zdjmu fuzovaného k N—konci
proteinu EGFP v sav€ich burikach. Protein zdjmu je v tomto vektoru vkladan pted gen pro
EGFP. Dalsi slozky vektoru se shoduji se slozkami obsazenymi ve vektoru pEGFP-C2
(Clontech).

PEGFP-N1, pEGFP - C2 nesouci geny pro strukturni minoritni proteiny MPyV a BKV:
ptiprava: E. Boufa a V. Zila — minoritni proteiny mysiho polyomaviru, M. Stan&ikova, K.

Podolska a L. Klimova — minoritni proteiny BK viru
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IV. 2 Metody

IV. 2.1 Prace s bunéénymi kulturami

IV. 2.1.1 Prace s hmyzimi buiikami

IV. 2.1.1.1 PasdZovdani hmyzich bunék

Bunky byly pasdzovany na Petriho misky o priméru 6 nebo 10 cm. Pred pasaZovanim byly
buiiky seSkrabany do média Skrabatkem, buné€na suspenze byla dobfe promichana ve sterilni
zkumavce s médiem vyhiatym na 37°C s 10% FCS sérem. Nakonec byly bufiky pipetovany
do sterilnich misek (na misku o priméru 6 cm — 5 ml bunééné suspenze a na misku o priméru
10 cm — 10 ml bun&éné suspenze) a umistény do termoboxu (28 °C). Vysledné fedéni bylo
vzdy 1:4. Pti vyS8ich pasazich byly bunky pfed pasazi oplachnuty ¢erstvym médiem. Pred
infekci byly buriky pasaZzovany 1:2.

V. 2.1.1.2 Infekce hmyzich bunék
Z kazdé Petriho misky narostlé do 50% konfluence bunék bylo odsato médium, k buitkdm

bylo ptidano 1 ml bakulovirového inokula (asi 10 pfu/buriku), misky byly inkubovany za
mirného kolébani pfi pokojové teplot€ 60 — 75 min. Poté bylo do kazdé misky pfidano 9 ml
hmyziho média s 10% FCS sérem vyhiatym na 37 °C a buiiky umistény do termoboxu
(28°C)

1V. 2.1.1.3 Sklizeri infikovanych bunék
Infikované buiiky byly seskrabany Skrabatkem do média, suspenze byla centrifugovana 5 — 7

min pfi 1500 rpm na stolni centrifuze s vykyvnymi rotory MSE, po proplachnuti
vychlazenym PBS uréenym pro tkanové kultury byly stejnym zplsobem centrifugovany

znovu, bun&ny sediment byl skladovéan ve zkumavkach v -20°C.

IV. 2.1.2 Prace se sav€imi buiikami

1V. 2.1.2.1 PasdZovdni savéich bunék
Z konfluentné narostlych bunék bylo odsato médium. Buriky byly oplachnuty Versenem. Po

vyvazani dvojmocnych iontli byly buiiky vystaveny u¢inku trypsinu tak dlouho, dokud
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nedoslo k zakulaceni a uvolnéni bun€k ze dna misky. Pokud nedoslo k zakulaceni a buniky se
neuvolnily ze dna, byly uvolnény poklepanim, nebo prudkym oplachem médiem se sérem.
Uvolnéné buiiky byly resuspendovany v médiu s 10% sérem vyhiatym na 37°C. Suspenze
buné€k byla nafedéna 1:6, do kazdé sterilni misky o priméru 6 cm bylo napipetovano ptislusné
mnozZstvi bun€k a doplnéno médium s 10% sérem vyhtaté na 37°C do vyslednych 5 — 6 ml.

Buiiky byly inkubovany pti 37°C, v CO, termoboxu.

1V. 2.1.2.2 Infekce savcich bunék
Ze sav€ich bun€k, narostlych do 40 — 60% konfluence bylo odsato médium. Buiiky byly

oplachnuty bezsérovym médiem. Virové inokulum bylo sonikovano na vodnim sonikéatoru a
zvortexovano. Do jamky v 24 jamkové desti¢ce bylo pfidano 200 pl a na Petriho misku o
priméru 6 cm 500 pl nafedéného virového inokula (podle poZadované multiplicity infekce).
Bunky byly inkubovany s virovym inokulem na kyvadce, nebo na ledu 45 — 60 min. Nakonec
bylo pfidano 5 ml média s 10% sérem vyhfatého na 37°C na Petriho misku o priiméru 6 cm

nebo 1 ml do jamky na 24 jamkové desti¢ce. Infekce probihala v CO, termoboxu pfi 37°C.

V. 2.1.2.3 Fixace savéich bunék
Ze savcich bunék na sklickach v 24 jamkové desti¢ce bylo odsato médium a byly oplachnuty

PBS. Jako fixaéni €inidlo byl pouzit 3 — 5% PFA (15 -20 min), nebo ledovy methanol (5
min). Pokud byl pouzit paraformaldehyd, byly buiiky perforovany 0,5% Tritonem X 100
(4-5 min.).

1V. 2.1.2.4 Vysyceni savéich bunék
Fixované buriky byly oplachnuty PBS (3 x 3 min). Buiiky byly syceny Blokaénim roztokem

(2% BSA). V pripadé silného pozadi sekundarni protilatky byly buiiky syceny stejnym

bloka¢nim roztokem jest€ 10 min. pred inkubaci se sekundérni protilatkou.

V. 2.1.2.5 Nep¥imd imunofluorescence
Primarni protilatka byla tedéna v PBS. V piipadé, Ze protilatka vykazovala silnou

nespecifickou reakci, byla fedéna v blokaénim roztoku (viz IV. 2.1.2.4). Inkubace
v primarni protilatce probihala 60- 90 min na kyva&ce pfi laboratorni teploté nebo pfi 4°C
pfes noc. Protilatka, kterd se nenavazala na antigen byla odmyta PBS (3x 10 min).

Sekundarni protilatka byla fedéna v PBS nebo v bloka¢nim roztoku (viz primarni
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protilatka) a pfidana na 30 min. Inkubace v sekundarni protilatce probihala na kyvacce ve
tmé. Buiiky byly promyty 3 x PBS (5 -10 min.). Skli¢ka byla oplachnuta destilovanou vodou
a vysuSena na Whatmanové papife ve tmé&. Sucha skli¢ka byla montovéna na podlozni skli¢ko
do 5pl 50% glycerolu s DAPI. Podlozni skli¢ka byla skladovana v -15°C. Na detekci
oznacenych antigenii byl pouzit mikroskop Olympus BX 60.

V. 2.1.2.6 Transfekce savéich bunék
Buiiky byly ptevedeny do suspenze (viz IV. 2.1.2.1). Pocet bunék v jednom ml byl stanoven

pomoci Biirkerovy komiirky. Buiiky (10°) byly stogeny pfi 1500 rpm na stolni centrifuze
MSE. Supernatant byl peclivé odstranén a pelet byl resuspendovan ve 100ul Nucleofector
Solution V (dodano vyrobcem). Suspenze byla neprodlené smichdna s 2 — 4 pg DNA. Poté
byla umisténa do vyrobcem dodané kyvety a umisténa do Nucleofectoru II. Pro VERO
buiiky byl néasledné pouzit program V001. Do kyvety bylo okamzité pfidano 0,5 ml RPMI
média a suspenze byla pfevedena do mikrozkumavky. Po 15 min. inkubace v 37°C v CO,
termoboxu byly buiiky pfevedeny do jamkovych desti¢ek (se 6, 12 nebo 24 jamkami). Do
jamek byla ptedem poloZena skli¢ka, na kterych byly buriky po 4 — 24 hodinéch fixovéany (viz
1.2.3). Po odsati media byly zivé buiiky pozorovany na mikroskopu Olympus IX 71.
Transfekované proteiny bylo mozné detekovat vétSinou po 4 hodinach po transfekci.
V ptipadé slabé produkce byla doba exprese transfekovanych proteinli prodlouZena az na 24
hod.

1V. 2.1.2.7 Priprava sav&ich bunék na méreni pritokovym cytometrem
Infikované sav¢i buriky narostlé na 6 cm miskach (pfiblizné 30 % konfluence) byly pievedeny

do suspenze ( viz IV. 2.1.2.1). Suspenze bun&k byla centrifugovéana (1500 rpm, 8°C, 10 min)
na megafuze 1.0R. Hodnoty na centrifuze nebyly v pribéhu metody ménény. Pelet bunék byl
oplachnut PBS a centrifugovéan. K peletu bylo pfidano 1,5 ml 96% ledového ethanolu —
vysledna koncentrace cca 70%. Po 30 min. inkubace v lednici byly buiiky centrifugovany.
Pelet byl oplachnut PBS a sycen 0,25 % Zelatinou a 5% FCS (BB). Po 30 min inkubace
v lednici byla suspenze bunék centrifugovana. K peletu bylo pfiddno 300 pl primarni
protilatky a suspenze byla inkubovana 30 min. v lednici. K suspenzi bylo poté pfidano 5 ml
PBS (prvni promyti) a byla centrifugovana. Sediment byl dvakrat proplichnut PBS a
k vyslednému peletu bylo pfidano 300 pl sekundarni protilatky fedéné v BB. Po 30 min.
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inkubace v lednici bylo ksuspenzi pfidano 5 ml PBS (prvni promyti). Buiky byly
centrifugovany a pelet jednou proplachnut PBS. Vysledny sediment byl resuspendovan v 0,5

ml PBS a analyzovéan na pritokovém cytometru LSR II (Becton Dickinson).

1V. 2.1.2.8 Analyza dat 7 prutokové cytometrie
Ziskana data byla analyzovana pomoci software Diva, verze 6.1.2. Nejprve byla vybrana

mnozina (gate) jednotlivych pfipadd (events), které velikosti (FSC parametr) a granularitou
(SSC parametr) odpovidaji intaktnim myS$im fibroblastim. U bun¢k ztéto mnoZiny byla
analyzovana intenzita fluorescence (AF 488 — filtr BF02 530/30). Hranice mezi negativnimi a
pozitivnimi bufikami byla nastavena pomoci pozitivni (buriky infikované divokym typem

viru) a negativni (neinfikované buriky) kontroly.

IV. 2.2. Plakova zkousSka

Hmyzi buiiky Sf9 byly infikovany na Petriho miskach o priméru 6 cm 0,5 ml rizné fedéného
bakulovirového inokula. Po hodin€ absorpce viru na kyvaéce bylo na kazdou misku pfidano 4
ml 1% agarozového média s 10% FCS. Po ztuhnuti agarézy byly buriky inkubovany
v termostatu 6 dni pfi 28°C. Po 3esti dnech byly na miskéch s vhodnym fedénim oznadeny
velké plaky. Jednotlivé plaky byly pteneseny Zlutou Spic¢kou na Petriho misky o priméru 6
cm s 5 ml média s 10% sérem a burikami Sf9 s narostlymi do 50% konfluence. Po 72 hod.
byly infikované buiky centrifugovany (viz IV. 2.1.1.3). Supernatant byl uschovan a dale
pouzit jako bakulovirové inokulum a sediment hmyzich bunék byl lyzovan a analyzovan (viz
IV.2.3.1).

IV. 2.3. Prace s proteiny

IV. 2.3.1 P¥iprava lyzata pro imunologickou detekci

K sedimentu byl pfidan pufr RIPA v poméru asi 100pul RIPA pufru (s 1% PMSF a 1%
aprotininu) k buiikdm zjedné Petriho misky o priméru 6 cm. Sediment byl fadné
resuspendovan a ponechan 20 min na ledu, potom byly vzorky centrifugovany S min., 4800

rpm, 4°C na centrifuze Sigma, rotor 12171. Nakonec byl supernatant pienesen do

mikrozkumavek a skladovan pti -20°C.
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IV. 2.3.2 Dot blot
Na membranu bylo naneseno podle koncentrace proteind ve vzorku 1 nebo 2 pl vzorku a po

zaschnuti byla membrana vysycena 1-2 hod. v 7% odtu¢néném mléce fedéném v PBS. Dale

probihala imunodetekce popsana niZe (viz IV. 2.3.6).

IV. 2.3.3 Pfiprava vzorku pro proteinovou elektroforézu a proteinova elektroforéza
Ke kazdému lyzatu byl pfidan S krat koncentrovany Laemmliho pufr tak, aby vysledna

koncentrace byla 1x. Vzorky byly povateny 5-7 min.

Elektroforeticka skla byla umyta detergentem a destilovanou vodou. Do sestavené aparatury
pro tuhnuti gelt byl nanesen spodni (separaéni) gel, ktery byl pfevrstven demi vodou. Po 30 —
40 min. tuhnuti byl nanesen horni gel, do kterého byl umistén hieben. Po 30 — 40 min. tuhnuti
byl hieben odstran€n, skla s gely byla umisténa do aparatury pro elektroforézu a pielita
elektroforetickym pufrem. Do jamek byly naneseny vzorky.

Vzorky putovaly vrchnim gelem 30 min. pti napéti 80V. Poté bylo napéti zvySeno na 140 V a

vzorky putovaly separa¢nim gelem pfiblizné 2 hod

IV. 2.3.4 Western blot
Pied pfipravou blotovaciho sendvi¢e byl gel inkubovan S — 10 min. v blotovacim pufru.

Blotovaci sendvi¢ pro mokry blot se skladal z téchto slozek v tomto pofadi:

. Mtizka smérovana ke katodé
. Houbicka

. FiltraCni papiry

. Whatman

. Gel

. Membrana

. Whatman

. Filtra¢ni papiry

. Houbicka

] Mfizka smérovana k anodé

Sendvi¢e byly umistény do blotovaci aparatury a zality pufrem. Blotovani probihalo pfi
250mA 3 hod.

Blotovaci sendvi¢ pro semi dry blot mél toto sloZeni:
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. Spodni ¢ast aparatury

. Folie s vystfiZenym mistem pro sendvi¢
. Whatman

. FiltraCni papiry

. Membrana

. Gel

. Filtraéni papiry

. Whatman

. Horni ¢ast aparatury

Sendvi¢ byl umistén do otvoru ve f6lii a spodni ¢ast aparatury byla ptelita blotovacim pufrem

do tGrovné félie. Blotovani probihalo pti 0,8mA na cm®

membrany 1 hod.
VSechny Casti sendviCe byly kratce inkubovany v blotovacim pufru, ve vSech ptfipadech se
pouzivaly 3 nebo 4 filtra¢ni papiry. Po skonceni blotovani byl sendvi¢ rozebran a membrana

byla sycena 1-2 hod. v 7% odtu¢néném mléce v PBS.

IV. 2.3.5 Barveni Coomassie blue
Gel byl fixovan fixaénim roztokem 1 — 2 hod. Barveni probihalo ptes noc pfi laboratorni

teplot€. Nenavéazané barvivo bylo odmyto dH,O pfiblizn€ 5x v intervalu 2- 3 hod.

IV. 2.3.6 Imunologicka detekce
Vysycend membréana byla zatavena do folie s primarni protilitkou. Po 60 minutach byla

membrana proplachnuta 3 — 6x (pol5 min) v PBS s 0,1% Tween 20 na tfepadce, zatavena do
folie se sekundarni protilatkou s navazanou peroxidazou, nakonec byla proplachnuta 3-6x
(po 15 min) v PBS s 0,1% Tween 20 na tiepacce. Membrana byla vyvolavana roztokem
luminolu, kys. kumarové a peroxidu vodiku. Doba expozice se pohybovala od 30s do 10

min., podle intenzity signalu.
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IV. 2.4. Izolace pseudokapsid z hmyzich bunék

IV. 2.4.1 Priprava lyzatu

Hmyzi buiiky byly 72 — 96 hodin po infekci pfislusnym inokulem seSkrabany do média a
centrifugovany na centrifuze MSE pfi 1500 rpm S min. Pelet byl proplachnut PBS a znovu
centrifugovan pfi 1500 rpm 5 min. Proplachnuty pelet byl resuspendovan v B pufru.
Suspenze hmyzich bunék v B pufru byla sonikovana 3 x 30s na Soniprepu 150 pfi maximalni
amplitudé, na ledu, a centrifugovana 10 min p¥i 2000 rpm a 4°C na centrifuze Sigma a
rotoru 19776 H. Pokud se v supernatantu stale vyskytovaly neporuSené buiiky, byla sonikace
a centrifugace opakovana. Supernatant - suspenze rozru$enych bunék po sonikaci byla

nanaSena na sachar6zovy polstaf a centrifugovana.

IV. 2.4.2 Centrifugace pres sachar6zovy polstar a sonikace sedimentu
Suspenze byla ptevedena do centrifugaéni kyvety. Zde byla podvrstvena 10% sacharézou

tak, aby vysledny polStar zabiral pfiblizné 0,05 objemu zkumavky. Kyvety byly vyvaZovany
B pufrem. Centrifugace probihala 3 hod. p¥i 35000 a 4°C na ultracentrifuze Beckmann
(rotor SW 41). Sediment byl resuspendovan v B pufru a sonikovan: 3-6x po 30s na

Soniprepu 150 pfi max. amplitudé, na ledu. Suspenze byla dale centrifugovana v CsCl

gradientu.

IV. 2.4.3 Centrifugace v CsCl gradientu a jeho analyza
Izopyknicka centrifugace v CsCl gradientu probihala v prihlednych centrifuga¢nich kyvetach.

V centrifugatni kyvet€é bylo smichdno 8g suspenze v B pufru a 3,84g CsCl. Kyvety byly
prekryty parafilmem a smés vzorku a CsCl promichana ota¢enim kyvety. Po rozpusténi CsCl
byla smés prevrstvena parafinovym olejem. Tim byly také zkumavky v kyvetach vyvazeny.
Centrifugace probihala pfi 20h p¥i 35000 rpm a 18°C na ultracentrifuze Beckmann (rotor
SW 41).

CsCl gradient byl rozebiran a analyzovan dvéma zptisoby:

1) V ptipad€, ze byl vidét silny prouzek vznasejicich se pseudokapsid, byl odebran pomoci

injek¢ni stfikacky a pfeveden do sterilni 1ékovky. Déle byl vzorek dialyzovan proti B pufru.
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2) Jinak byl gradient rozebran na frakce peristaltickou pumpou a jednotlivé frakce byly
jimany do mikrozkumavek. Kazdé frakci byl zméfen refraktometricky index (RI). Navic byly
frakce imunologicky analyzovany metodou dot blot. Frakce v mikrozkumavkach byly spojeny
podle znamych hodnot RI (1,363 — 5), ptipadné podle vysledkid imunodetekce do tii velkych
frakci. Ty byly dialyzovany proti B pufru.

IV. 2.4.4 Dialyza, uskladnéni a analyza preparace pseudokapsid
Dialyza¢ni membrana byla povaiena 10 min. v destilované vodé€. Vzorky byly pfevedeny do

dialyzaéni membrany. Dialyza probihala ve dvou krocich (1 hod ve 2 |1 B pufru a pies noc v 1
1 Eerstvého B pufru pti 4°C).

Po dialyze byly pseudokapsidy zahustény pies sacharézovy polstat (viz IV. 2.4.2), ¢imz
vznikl $patn€ rozpustny kompaktni sediment na dné centrifuga¢ni zkumavky.

Sediment byl resuspendovén ve 100 pl B pufru. Pro dels$i skladovani byl do vzorku piidan
glycerol (vysledna koncentrace 5%). Pseudokapsidy byly skladovany p#i — 80°C.

Pro dalsi praci byla zmé&fena koncentrace VLPs métenim Bredfordové a hemaglutinaci. VLPs

byly navic negativné barveny a pozorovény elektronovym mikroskopem (EM).

IV. 2.4.5 Méfeni koncentrace proteini podle Bredfordové
Nejprve byla pripravena fedici fada BSA v B pufru, po 200 pl od 0 do Img/ml. 2 pl

z kazdého vzorku byly pfidany do 1 ml ¢inidla Bredfordové. Pti vinové délce 595 nm byla
nameéfena absorbance a sestrojena kalibraéni fada. Z kazdého preparatu VLPs byly pfidany 2
pl do 1 ml ¢inidla Bredfordové. Namétené hodnoty absorbance byly pouzity pro vypocet

koncentrace proteint v jednotlivych preparatech. Pro vypocet byl pouzit program Microsoft

Excel.

IV.2.4.6 Hemaglutinace (Tiirler a Beard 1985)
Mor¢eci krev byla promyta vroztoku 0,2% BSA v PBS. Poté byl zméfen hematokrit

(centrifuga MPW 300) a krev byla zfedéna na vyslednou koncentraci 0,4% cervenych
krvinek. K uréeni hemaglutina¢niho titru byla pouZita 96 jamkové mikrotitracni destiCka
s kulatymi dny. Do kazdé jamky bylo naneseno 50 pl 0,2% BSA v PBS. Podle koncentrace
proteind (viz 4.6), byly VLPs zfedény. Do prvnich jamek bylo naneseno 50 pl zfedénych
pseudokapsid a smés byla zamichana. Nasledné 50 ul ztakto rozmichané smési bylo

naneseno do druhych jamek. Tento postup byl opakovan az do poslednich jamek. Do kazdé
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jamky bylo naneseno 50 pl 0,4% roztoku ¢ervenych krvinek. Po né€kolika hodinach inkubace
pfi 4°C byl odegitan hemaglutinaéni titr a podle vztahu IHAU = 107 &astic byl uréen podet
VLPs v 1 ml suspenze pseudokapsid.
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V.

Vysledky



V. 1 VySetiovani mozné ucasti strukturnich proteini VP2 a VP3
mySiho polyomaviru ve velmi ¢asné fazi infek¢niho cyklu.

Funkce minoritnich proteinti my$iho polyomaviru VP2 a VP3 neni objasnéna. Studie s
v jejichz virionu chybél jeden nebo druhy minoritni protein ukézaly, Ze takové viriony nejsou
infekéni a Ze absence VP2 nebo VP3 plisobi viru problém ve velmi Casné fazi MPyV
infekce, tj. béhem vstupu a/nebo transportu viru buiikou anebo pfi rozvolnéni viru a dopravé
genomu do buné&¢ného jadra. Pfitom hlavni strukturni protein MPyV —VP1- interaguje se
sialovou kyselinou gangliosidovych receptorii na povrchu bun€k a pseudokapsidy tvoiené
vyhradné€ proteinem VP1 jsou internalizovany buiikou s podobnou t¢innosti jako wt viriony.
V nali laboratofi bylo ale také zjisténo, Ze vétSina vstupujicich viriond a také VPI
pseudokapsid nedopravi jimi nesenou DNA do buné¢ného jadra kde by byla exprimovana,
ale jsou bud’ degradovany, nebo cileny k exocytéze.

Jednou zmoznosti, jak by se néktery zminoritnich proteini mohl uplatiiovat pfi
produktivnim vstupu viru do buiiky, by byla jeho interakce s putativnim koreceptorem po
konformacnich zménach, které by nastaly po interakci VP1 s receptorem, v pifipadé, Ze by
tyto konformacni zmény dovolily €asti jednoho nebo druhého minoritniho proteinu se
vystavit na povrch virionu. Viriony, které interaguji pouze sreceptorem, by mohly byt
sortovany bunéénym endocytickym systémem odlisné od téch, které by interagovaly i s
putativnim koreceptorem. V této souvislosti nas zajimalo, zdali bude G¢innost infekce MPyV
snizena vysokym piebytkem pseudokapsid sloZzenych pouze z VP1 nebo pseudokapsid
obsahujicich vedle VP1 i jeden z minoritnich strukturnich proteinti, neboli, jestli nékteré
z pseudokapsid budou slouzit jako kompetitivni inhibitor polyomavirové infekce. Proto jsme
ptistoupili k izolaci t¥i druhti pseudokapsid: VP1 pseudokapsidy, pseudokapsidy slozené
z proteind VP1 a VP2 a pseudokapsidy sloZzené z VP1 a VP3.
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V. 1.1 Priprava pseudokapsid (VLPs) odvozenych od strukturnich
proteini polyomaviru.

Pro pfipravu pseudokapsid jsme vyuzili vna$i laboratofi jiz dfive konstruovanych
rekombinantnich bakulovirt nesoucich bud’ — i) gen pro VP1 (VP1-VLPs) nebo ii) gen pro
VP1 a gen pro VP2 (VP1/VP2-VLPs nebo iii) gen pro VP1 a gen pro VP3 (VP1/VP3-
VLPs). Kazdy zpolyomavirovych genii byl pod kontrolou separatniho pozdniho
bakulovirového promotoru. Rekombinantni bakuloviry byly pfipraveny J. Forstovou

(FORSTOVA et al., 1993) a Z. Richterovou (RICHTEROVA dipl. prace, 1996).

V. 1.1.1. Plakova izolace rekombinantniho bakuloviru produkujiciho MPyV VP1 a
analyza bunéénych lyzatd

Pro ptipravu VP1-VLPs bylo nutné nejprve pfipravit kvalitni inokulum rekombinantniho
bakuloviru nesouciho pod silnym pozdnim promotorem gen pro hlavni strukturni protein
mysiho polyomaviru VP1. Jednim ze zptsobi, jak pfipravit kvalitni inokulum, které by
poskytlo vysoké vyt€zky produkovaného heterologniho proteinu, je provedeni plakové
zkousky, pomnoZeni viru z jednotlivych plakd a ovéfeni produkce poZadovaného proteinu
jednotlivymi plakovymi izolaty. Principem plakové zkousky je zamezeni volnému S$iteni viru
pomnozeného zjediné virové c{astice tim, Ze se buriky Ccerstvé infikované rizné
koncentrovanym virovym inukolem pfeliji mediem s agar6zou. Pod tuhym mediem se virus
roz$iti jen do bunék v blizkém okoli infikované buriky, coZ ma za nasledek tvorbu plakd.
Bakulovirové inokulum bylo nafed&no v fedici fadé 1072, 10™ a2 10”. Kazdym fedénim byly
infikovany dvé 6 cm misky (viz metody IV. 2.2). Po 6 dnech inkubace byla vybrana miska
s optimalni koncentraci plakd (infikovana inokulem fedénym 10*), ve které bylo mozno
vypichnout agarézu (obsahujici virus) nad oznaenymi plaky aniZ by do$lo ke kontaminaci
okolnimi plaky. Z misky bylo vypichnuto 12 plakt, které byly ptidany do 12 misek
s buitkkami Sf9 a médiem se sérem. Po 72 hodinové inkubaci byly buiiky seSkrabany do
média a centrifugovany. Supernatanty (médium) byly uchovany jako primérni virova inokula
a infikované buiiky byly lyzovany v lyzaénim pufru. Vybrané lyzaty byly testovany na
pfitomnost proteinu VP1. Nejprve byla provedena imunologické detekce pomoci metody dot
blot (Obr. V.1.).
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Obr. V. 1: Produkce VPl v buiikich
infikovanych plakovymi izolity bakuloviru.

1 - 9: lyzadty hmyzich bun€k infikovanych
jednotlivymi  plakovymi izolaty bakuloviru
nesoucitho gen pro VP1. PK: pozitivni kontrola
(lyzat bun¢k 3T6 infikovanych MPyV). NK:
negativni kontrola (lyzat bun¢k Sf9 infikovany
divokym typem bakuloviru). Protilatka: My$i proti
proteinu VP1, kozi polyklondlni protilatka proti
my$im imunoglobulinim konjugovana s kfenovou
peroxiddzou.

Dot blot prokézal produkci proteinu VP1 z bakuloviru viech zkoumanych plakovych izolati.
Primarnimi inokuly z péti prvnich testovanych plaki byly infikovidny buiky (kaZdym
inokulem jedna 6 cm miska). Po 72 hodinach inkubace byly z infikovanych bunék ptipraveny
lyzaty pro elektroforetickou analyzu a imunodetekci metodou Western blot. Elektroforeticky
byly tedy analyzovany lyzéaty ,,druhé generace viru “. Lyzaty rozdélené na SDS PAAGE
elektroforéze obarvené Coomassie blue jsou na obrazku V. 2. Z vysledku je vidét , Ze pfi
pouZiti v3ech péti plakovych izolati je v buiikich tvofen pfevaZné protein, jenz
elektroforetickou pohyblivosti odpovida proteinu VP1.

Obr. V. 2: SDS PAAGE lyzati hmyzich bunék Sf9 infikovanych inokuly z péti plakovych
izoldtd. Proteiny jsou obarveny Coomassie blue. 1-5: lyzity hmyzich bunék infikovanych
plakovymi izoldty bakuloviru nesouciho gen pro VP1. PK: pozitivni kontrola (viriony
polyomaviru). NK: negativni kontrola (lyz4t bun&k infikovanych wt bakulovirem). Cerné ipky
oznaduji polohu markerd mol.vah (hodnoty uvedené v kilodaltonech), Cervena S$ipka oznaluje
protein VP1 (45 kD).

Daldi &ast péti lyzatd byla po elektroforetickém rozdéleni proteinti blotovdna na
nitrocelulozovou membranu a VP1 protein byl detekovan metodou Western blot . Vysledek
imunodetekce proteini na nitrocelulozové membrané (Obr. V. 3) prokazuje, Ze
nadprodukovanym proteinem je protein VP1. Na imunoblotu (Obr. V. 3) je také moZno
pozorovat v lyzatech hmyzich bun&k prouZek odpovidajici svou pohyblivosti proteinu o
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velikosti asi 60 kD. Tato velikost neodpovidd diméru VP1. Vzhledem k tomu, Ze se tento
prouZek nevyskytuje v lyzatu hmyzich bun€k infikovanych bakulovitém divokého typu,
nejednd se patrné o reakci protilatky s néjakym bakulovirovym nebo bunéénym proteinem.
Mohlo by se jednat napf. o nedostatené disociovany komplex VP1 s néjakym bun&inym
nebo bakulovirovym proteinem.

Obr. V. 3: Western blot lyzatd

hmyzich bundk infikovanych

monoplakovymi izolaty

bakuloviru nesouciho gen pro

VP1. PK: pozitivni kontrola (lyzat

S9KD  yunak 3T6 infikovanych MPyV).

— NK: negativni kontrola (lyzat ’téunék

infikovanych wt bakuloviru). Cerné

< VP1 Sipka oznaluje pozici proteinu

markeru, &ervend §ipka protein

VP1. Protilatka: My$§i proti denat.

proteinu VP1, kozi polyklonalni

protilatka proti myS$im

imunoglobulinim konjugovana
s kfenovou peroxidézou.

Po ovéfeni produkce proteinu VP1 byla vybrdna tfi inokula (3,4,5), s kterymi bylo dale
pracovano. ProtoZe nebyly nalezeny vyrazné rozdily v produkci VP1 u téchto tfi inokul,
pouzivalo se déle inokulum, vzniklé jejich spojenim. Timto spojenym inokulem byly
infikovany buiiky Sf9 na tfech 10 cm miskach. Z téchto bun&k bylo 72 hod po infekci
odebrano medium a dile pouZivano jako bakulovirové inokulum pro infekci bunék

k produkci VP1 VLPs.

IV.1.1.2 Piiprava VP1 VLPs
Ovéfenym inokulem byly infikovany buiitky Sf9 pro produkci a izolaci VP1 VLPs. Infekce

probihala v tficeti 10 cm miskach. Po 72 hodinach byly butiky sklizeny, resuspendovany v B
pufru a sonikovany (viz IV. 2.4.1). Pseudokapsidy byly zahu$tény sedimentaci pres
sacharézovy polstaf (viz IV. 2.4.2) a izolovény centrifugaci ve tfech hustotnich gradientech
CsCl (viz IV. 2.4.3). Po centrifugaci byly patrné v centrifugadnich zkumavkéch silné
opalizujici prouzky. Ty byly vyjmuty injekéni stfikackou, spojeny, dialyzovany v B pufru,
zahu$tény pfes sacharézovy polstaf a resuspendovany v B — pufru. VP1 pseudokapsidy byly
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nejprve analyzovany metodou dot blot (Obr. V. 4) a poté analyzovany proteinovou SDS
PAAGE elektroforézou (Obr. V. 5).

NK VZ PK Obr. V. 4: Dot blot izolovanych VP1 VLPs . NK: Negativni kontrola (lyzat bunék
S19), PK: Pozitivni kontrola (lyzat bun&k 3T6 infikovanych MPyV). VZ: VP1
VLPs. Vyvolano mysi protiladtkou proti proteinu VP1 a kozi polyklonalni
protilatkou proti my$im imunoglobulinim konjugovanou s kienovou peroxidazou.

Obr. V. 5: Izolované VP1 VLPs na
SDS PAAGE obarvené Coomassie
blue. NK: negativni kontrola (lyzat bung¢k
S$f9). VLPs: VPI-VLPs izolované
zhmyzich bun€k centrifugaci v CsCl
gradientu. Cemné 3ipky oznaluji pozici
proteinti markeru, &ervend Sipka protein
VP1

Podle obrazku V. 5 je zFejmé, Ze vzorek pseudokapsid obsahoval pfevazné protein
odpovidajici svou mobilitou proteinu VP1 a pouze minoritni kontaminace jinymi proteiny.
Analyza zfedéného vzorku metodou Western blot detekovala protein VP1 (Obr. V. 6).
Koncentrace proteinu ve vzorku byla zméfena podle Bredfordové a byla stanovena na 15
mg/ml. Takovato koncentrace byla pro dalsi préici pfili§ vysoka, proto byly pseudokapsidy
nafedény pfiblizn€ tficetkrdt na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml. Abychom ovéfili, Ze
protein VP1 je uspofddin do struktury pseudokapsid, byl VP1 vzorek déile analyzovan
hemaglutinaci a elektronovou mikroskopii. Hemaglutinani titr byl 4,09 x 10°
hemaglutina&nich jednotek, coZ odpovida koncentraci 4 x 10' &astic/ml. Na Obr. V. 7 je
elektronmikroskopicky snimek nefedénych a zfedénych VP1 VLPs. VP1 VLPs byly
skladovany v hlubokomrazicim boxu v 5% glycerolu, pfipravené k dal$im pokusim.
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PK NK VZ Obr. V. 6: Imunodetekce VP1
v preparaci VP1 VLPs metodou
Western blot.
S PK: Pozitivni kontrola (lyzat bungk
) 7 | g— 59 KD 3T6 infikovanych MPyV), NK:
R T N Negativni kontrola (lyzat bun¢k SO
- " 3 PP w— infikovanych wt bakuloviru), VZ:
* ‘ VPl Denaturované VP1 VLPs, &erné Sipky
4 | &= 39KkD oznaduji pozici proteini markeru,
® - erven4 Sipka protein VP1. Protilatky:
o My$i oproti denaturované formé
proteinu  VP1, kozi polyklondlni
protilatka proti myS$im
imunoglobulinim konjugovana
s kfenovou peroxidazou.

Obr. V. 7:

Elektronova mikroskopie VP1
VLPs po CsCl gradientu.
Negativni barveni.Usetka oznatuje
200 nm.

A: Netedéné VP1 VLPs (15 mg/ml)
B: Zfedéné VP1 VLPs (0,3 mg/ml)

V. 1.1.3. Plakové izolace rekombinantniho bakuloviru produkujiciho strukturni
proteiny VP1a VP3 MPyV a analyza buné&&nych lyzita

Stejnym zpisobem jako u inokula pro produkci VP1 byla ovéfena i kvalita inokula pro
produkci proteini VP1 a VP3 (viz IV. 2.2). Nejprve byla provedena plakova zkouska inokula
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a potom byly ovéfenym plakovym izolatem infikovany butiky Sf9, z kterych byly izolovany
pseudokapsidy sloZené z proteinii VP1 a VP3.

Bakulovirové inokulum bylo nafed&no 102 — 10”7, Plakovéa zkouska byla provedena stejn&
jako v ptipadé€ viru produkujiciho pouze protein VP1 (viz IV.2.a V.1.1.1.). Po 6 dnech byla
zvolena miska infikovana fedénim 107, Z té bylo odebréno 16 plakd, které byly pfevedeny
do 16 misek s médiem se sérem a buiikami. Po 96 hodinach bylo sterilné odebrano médium
(inokula plakovych izolatl) a butiky byly lyzovany v lyzaénim pufru.Vybrané lyzity byly
déle analyzovény. Proteiny VP1 a VP3 byly detekovany v lyzitech metodou dot blot.
V lyzitech bun€k infikovanych vSemi deviti analyzovanymi plakovymi izolaty se
vyskytovaly oba proteiny VP1 i VP3 (obrazky V.8 a V. 9).

Obr. V. 8: Detekce VP1 v lyzitech
1 2 3 4 5 6 7 g hmyzich bungk infikovanych plakovymi
izolaty bakuloviru nesoucfho geny pro
VP1 a VP3. 1 — 9: Lyzaty infikované
jednotlivymi plakovymi izolaty. PK:
Pozitivni kontrola (lyzdt bun&k 3T6
infikovanych MPyV) NK: Negativni
kontrola (lyzat bunék S9 infikovanych wt

9 PK NK bakuloviru). Protilatky: mysi proti proteinu
VP1, kozi polyklondini protildtka proti
my$im imunoglobulindm konjugovana
s kfenovou peroxidézou..

Obr. V. 9: Detekce VP3 v lyzitech
hmyzich bun&k infikovanych plakovymi
izolaty bakuloviru nesouciho geny pro
VP1 a VP3). 1 — 9: Lyzity infikované
jednotlivymi  plakovymi izolaty. PK:
Pozitivni kontrola (lyzat bung&k 3T6
infikovanych MPyV) NK: Negativni
kontrola (lyzat bunék Sf9 infikovanych wt
bakuloviru). PouZita my3i protilatka proti
spole¢né &asti proteind VP2/VP3 a kozi
polyklondlni protildtka proti my3im
imunoglobulinim konjugovana s kienovou
peroxidazou

Primarnimi inokuly z péti testovanych plaki byly infikovany buriky (kaZdym inokulem jedna
6 cm miska). Po 72 hodinach inkubace byly z infikovanych bunék pfipraveny lyzaty pro
elektroforetickou analyzu a imunodetekci metodou Western blot. Na Obr. V. 10 je vysledek
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imunodetekce VP1 metodou Western blot. Na Obr. V. 11 je stejna analyza ale s pouZitim
protilatky proti VP3.

1 2 3 4 5 NK PK

‘ <= 59kD
<+— VPl

<= 39kD

Obr. V. 10: Imunodetekce proteinu VP1 metodou Western blot v lyzatech hmyzich bun&k
infikovanych plakovymi izelaty bakuloviru nesouciho geny pro VP1 a VP3. 1-5: Lyzaty
hmyzich bun&k infikovanych nezévislymi plakovymi izolaty bakuloviru pro produkci VP1 a VP3.
NK: Negativni kontrola (lyzat bun&k Sf9 infikovanych wt bakuloviru). PK: Pozitivni kontrola
(Lyzé4t bungk 3T6 infikovanych MPyV). Cerné Sipky ukazuji pozici proteinti markeru, &ervena
Sipka pozici proteinu VP1. Protilatky: My$i proti denaturovanému proteinu VP1, kozi
polyklonélni protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugovana s kfenovou peroxidazou.

1 2 NK PK

e b

Obr. V. 11: Imunodetekce proteinu metodou Western blot v lyzitech hmyzich bunék
infikovanych plakovymi izolity bakuloviru nesouctho geny pro VP1 a VP3. 1-5: Lyzity
hmyzich bun€k infikovanych nezédvislymi plakovymi izolaty bakuloviru pro produkciVP1 a
VP3. NK: Negativni kontrola (lyz4t buné¢k Sf9 infikovanych wt bakuloviru). PK: Pozitivni
kontrola (ové&fené inokulum produkujici protemy VP1 a VP3 MPyV). Cerné Sipky ukazuji
pozici proteinii markeru, Cervena Sipka pozici proteinu VP3, Protilatka: my3i proti spolené
¢asti proteini VP2 a VP3, kozi polyklonalni protildtka proti my$im imunoglobulinim
konjugovana s kfenovou peroxidézou.

26 kD
— v

= 17KD

Lyzaty byly také analyzovany na SDS PAAGE obarvené Coomassie blue. Vysledek (Obr. V.
12) ukazuje pomérné slabé zastoupeni VP1 i VP3 a pfitomnost mnoha bakulovirovych
proteinti. Pozitivni kontrola, viriony MPyV, byla patrné pfili§ fedéna, takZe nejsou vidét
minoritni strukturni proteiny.
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Obr. V. 12 Rozd&leni proteinii na SDS elfo a barveni Coomassie blue lyziti hmyzich bun&k
produkujicich proteiny VP1 a VP3. 1-5: Lyzity hmyzich bun&€k infikovanych nezévislymi
plakovymi izolaty bakuloviru s produkci VP1 a VP3. NK: lyzat bunék infikovanych wt formou
bakuloviru. PK: Pozitivni kontrola (viriony MPyV). M: Marker, ¢erné Sipky ukazuji pozici
jednotlivych proteini markeru molekulovych vah, ¢ervené Sipky pozici proteini VP1 a VP3.

V.1.1.4. Plakova izolace rekombinantniho bakuloviru produkujiciho strukturni
proteiny VP1a VP2 MPyV a analyza bunéénych lyzita

Inokulum bakuloviru nesouciho geny pro hlavni strukturni protein VP1 a minoritni strukturni
protein VP2 bylo pfipraveno z monoplakového izoldtu viru a ovéfeno jiz dfive v nas$i
laboratofi. (I. Polivkovou).

V. 1.1.5. P¥iprava VP1/VP3 a VP1/VP2 VLPs.
Ovéfenym bakulovirovym inokulem pro produkci proteini VP1 a VP3 byly infikovany

buiiky Sf9 na dvaceti 9-ti cm miskach. Ovéfenym inokulem bakuloviru pro produkci proteini
VP1 a VP2 byly déle infikovany hmyzi buiiky na 20 miskach (o priméru 9 cm). Po 72
hodinach byly buitky se$krdabany do media, centrifugovany a lyzovany sonikaci v B pufru.
Vysledné suspenze byly zahustény pfes sacharézovy polstaf. Sedimenty byly
resuspendovany v B pufru, sonikovany a centrifugovany v CsCl gradientu. ProtoZe
opalizujici prouZky nebyly pfili§ silné, byly frakce CsCl gradientu odebrany peristaltickou
pumpou. U jednotlivych frakci byly zmé&feny refraktometrické indexy (Obr. V. 13 C a V. 14.
C) a provedena imunodetekce metodou dot blot (Obr. V. 13 A,Ba V. 14 A, B).
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Obr. V. 13: VP1/VP3 pseudokapsidy — frakce CsCl gradientu 1 -16: Jednotlivé frakce
CsCl gradientu.

A, B: Analyza jednotlivych frakci metodou dot blot . A: vyvolano mysi protilatkou proti
VP1 B: PouZita my$i protilatka proti spoletné &asti protein VP2/VP3, v obou ptipadech
sekundarni protilatka kozi polyklonalni protilatka proti my$im imunoglobuliniim konjugovana
s kfenovou peroxidazou.

C: Refraktometrické indexy (RI) jednotlivych frakci. Cerven& oznakené frakce 7—9 a 12 —
15 byly spojeny a dialyzovany.

A
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Frakce 1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10
RI 1,376 (1,376 1,374{1,371| 1,371,368 (1,3671,366|1,365] 1,365

Frakce| 11 20
RI 1,365 1,357

Obr. V. 14: VP1/VP2 pseudokapsidy — frakce CsCl gradientu. 1-20: Jednotlivé
frakce CsCl gradientu. A, B: Anylyza jednotlivych frakci metodou dot blot. A: mysi
protilétka proti VP1, B: my3i protilatka proti spole¢né &asti proteini VP2/VP3,
sekundarni protilatka v obou pfipadech kozi polyklondlni protilatka proti myS$im
imunoglobuliniim konjugovana s k¥enovou peroxid4zou. C: Refraktometrické indexy
(RI) jednotlivych frakci. Cervené oznakené frakce 12 — 19 byly spojeny a dialyzovény.

Podle vysledku dot blotu a méfeni RI byly oznalené frakce obou typi pseudokapsid spojeny
a oddélené dialyzovany v B pufru. Dialyzované preparace pseudokapsid byly zahustény
centrifugaci pfes sachar6zovy polstat a resuspendoviny vB pufru. Cistota a kvalita
izolovanych pseudokapsid byla déle analyzovidna na SDS elektroforéze, metodou Western
blot, hemaglutinaénim testem a elektronovou mikroskopii. Obr. V.15 ukazuje, Ze protein
VP1 je dominantnim proteinem preparace. V preparaci VP1/VP2 VLPs je vidét dvouprouZek
odpovidajici svou pohyblivosti proteinu VP2. I v preparéatech virionli je moZno rozliit dvé
formy proteinu VP2 i VP3 lisici se pon€¢kud pohyblivosti. (Po modifikacich minoritnich
proteini se v soutasné dob& patrd.) Dalsi prouZky v preparaci mohou byt degradadnimi
produkty. V preparitu VP1/VP3 pseudokapsid je druhym nejsiln&j$im prouZzkem protein
s pohyblivosti odpovidajici proteinu VP3. Imunodetekce preparitii metodou Western blot
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dokazuje ptitomnost odpovidajicich minoritnich proteind v preparaci VP1/VP2 a VP1/VP3
VLPs (Obr. V. 16)

VP1/2 VP1/3 NK M

m—

VP2 =mmp ~ ’ -
. N ”"’ eive g 34 KD

“u—a G 52 kD

= 42 kD

. ‘:

VP3 =—p L i & we | — 26 KD
- - . T L . ; ) N
Obr V. 15: SDS PAAGE preparace VP1/VP2 a VP1/VP3 VLPs
obarvend Coomassie blue. NK: negativni kontrola (lyzat bun&k Sf9) , M:

marker molekulpovych vah, Cervené $ipky ukazuji polohu VP1, VP2 nebo
VP3, erné Sipky hodnoty markeru molekulovych vah

VP12 VP1/3

42 kD

34 kD

26 kD

Obr. V. 16: Detekce minoritnich proteinii v preparaci VP1/VP2 a VP1/VP3 VLPs. Western
blot pseudokapsid. Cervené 3ipky oznatuji minoritni proteiny VP2 a VP3, &erné $ipky hodnoty
markeru mol. vah. PouZit4d my$i protilatka proti spole¢né &asti VP2 a VP3 a kozi polyklonalni
protilatka proti my3$im imunoglobuliniim konjugovana s kfenovou peroxidizou.

Mnozstvi proteini ve vzorcich bylo zméfeno metodou podle Bredfordové. Koncentrace

proteinu byla 1 mg/ml pro VP1/VP2 pseudokapsidy a 0,7 mg/ml pro VP1/VP3
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pseudokapsidy. To byla optimalni mnoZstvi pro dal3i pokusy, nebylo je tedy nutné fedit.
Hemaglutinaéni titr byl uréen na 7,3 x 10° HAU, coZ odpovida koncentraci 7,3 x 10"
&astic/ml pro VP1/VP3 VLPs a 2,2 x 105 HAU, respektive 2,2 x 10"&4stic/ml pro VP1/VP2
VLPs (Tab. V. 1.). Elektronova mikroskopie (Obr. V. 17) potvrzuje, Ze v preparacich je
naprosta vétSina proteind uspofadana do pravidelnych kapsidovych struktur. Preparace byly
skladovéany v 5% glycerolu v -80°C k dal§im pokusim.

Obr. V. 17:
Elektronmikroskopické
snimky preparace VP1/VP2 a
VP1/VP3 VLPs.

Negativni barveni, isetka
oznacuje 200 nm.

A: VP1/VP2 VLPs,

B: VP1/VP3 VLPs.

A
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V. 1.2 Analyza kompetice infek&nich virionii a VLPs o receptory
Schopnost VLPs soutéZit s infekénimi viriony v ¢asnych fazich infekce byla zji$tovana

testem kompetitivni inhibice. V tomto testu jsou buiiky infikovany viriony s pfidanym
znamym mnoZstvim VLPs. Zajimalo nés, zdali pfitomnost pfebytkd VLPs ovlivni hladiny
infekce. Zmé&ny v infektivité jsme méfili po¢tem infikovanych bun€k produkujicich velky T

antigen.

V.1.2.1 Uré&eni infektivity viru v pfitomnosti VLPs metodou nepfimé imunofluorescence
Na skli¢ka umisténd v 24 jamkové destiéce bylo naneseno pfiblizn&€ 75 000 bun€k (30%

konfluence), které byly 20 hodin synchronizovany inkubaci v bezsérovém médiu. Byla
ptipravena virové inokula s multiplicitou infekce pfiblizné 0,5 pfu/cell (infekéni titr 1,9 x
10°/ml) a riznou koncentraci VLPs. MnoZstvi pseudokapsid pfevyovalo hemaglutina&ni titr
virového inokula (4,7 x 107) 1x, 10x, 100x, u VP1 pseudokapsid je3t& 1000x.

Vzhledem ke zkuSenosti, 2¢ MPyV ztraci skladovdnim infektivitu, bylo nejprve znovu
ovéfeno nastaveni multiplicity infekce tak, aby bylo moZno dobfe poéitat jadra pozitivni na
LT v zorném poli a aby byly butiky infikovany ne vice neZ asi z 40 — 50 %. Na Obr. V. 18 je
ukazka hladiny infekce ve vzorku bez pfidanych VLPs.

Obr. V. 18:

Imunodetekce LT proteinu 24hod.
p-i. nepfimou imunofluorescenci.
Protilatky: krysi proti LT antigenu,
osli polyklonélni protilatka proti
krysim imunoglobulinim
konjugovana s AF 488. ZvétSeni 100x

Po té jsme je$té ovéfili pfipravend inokula s riznymi pfebytky VLPs (Obr. V.20).
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Obr. V. 19: Ovéfeni stoupajici
koncentrace  proteinu  VP1
v bulikéch infikovanych inokuly
polyomaviru obsahujicimi rizné
koncentrace VLPs..

VLPs jsou ve virovém inokulu v
0, 10, 100 a 1000 nésobnych
pfebytcich HAU vzhledem k viru.
Primémni protildtka myS$i proti
proteinu  VP1, sekundami koz
polyklonélni protilétka proti my$im
imunoglobulinim  konjugovana
8 AF 546. Zvé&3eni 400x.



Synchronizované buiiky narostlé na sklitkach byly infikovany inokuly infek&nich viriont
smichanych s riznymi pfebytky pseudokapsid (celkem 200 pl inokula). Adsorpce virovych
&astic probihala na ledu (60 minut) a po dvou hodindch inkubace p¥i 37°C byly buiky
fixovany. Protein VP1 byl detekovan nepfimou imunofluorescenci. Z obrdzku je patrna
stoupajici koncentrace proteinu VP1.

Pro vlastni pokus kompetitivni inhibice byly podobné& viriony spolu VLPs (200ul ) pfidany
k buitkkdm (viz kap. IV. 2.1.2.2). Po 24 hodinich byly buiiky fixovany a nepfimou
imunofluorescenci (IV. 2.1.2.3 - 5) s pouZitim protilatky proti LT antigenu byly detekovany
infikované buriky. Na kazdém skli€ku bylo spoditano nejméné 11 zornych poli (a 300 buné€k)
pfi zvétSeni 100x. Buitky byly pocitany pouze v polich, kterd neobsahovala neméfitelné
shluky buné&k, vyrazné svitici nedistoty, apod. V kazdém poli byly spocitany viechny butiky a
buriky produkujici LT antigen. V tabulce V. 1 jsou shrnuty vysledky. Buiiky infikované
smési virionti a nejniZ$i koncentraci VP1/VP3 VLPs nebylo moZné podle vySe uvedenych
kritérii spocitat, nebot jich bylo na sklitkdch velmi malo (odmyly se v prib&hu

imunoznacent).

Tab. V. 1: Vysledky testu
Potet N Ni Ni/N Rozdil kompetitivni inhibice
VLPs polf bunék | bun&k (%) (%) infektivity MPyV  riznymi

Zadné 18 1 1192 372 312 typy a koncentracemi VLPs.
VP1 1x 20 1252 370 29,6 -1,6 VLPs: typ pseudokapsid a
VP1 10x 14 471 139 29,5 -1,7 jejich  pomér KHAU wt
VP\1/|310 Ox 1 309 17 37,9 *6.7 viriont. N: po&et viech bunék
1000x 12 1459 | 336 23 8,2 potitanych vzomych polich
VP1NVP2 sklitka, Ni: pofet vSech
1x 15 | 1732 | se1 | 324 | +1.2 infikovanych bungk po¢itanych
VP1/VP2 v zornych polich sklicka;
10x 18 734 225 30,7 0,5 Zelen&, Ni/N: Mira infektivity -
VP1NVP2 % infikovanych bunék
100x 15 788 321 40,7 +9.5 z celkového poltu pocitanych
VP1/VP3 bungk; Rozdil (%): Rozdil
1x - - - - - vprocentech  mezi  Ni/N
VP1/VP3 jednotlivych smési VLPs wt
10x 14 698 230 33 +1,8 viriony a Ni/N kontrolni
VP1/VP3 infekce bez ptidavku VLPs
100x 15 901 271 30,1 -1,1 (hodnoty  kontrolni infekce

v zeleném ramecku).
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Pokus s pseudokapsidami VP1/VP2 byl stejnym postupem zopakovén. Vysledek je v tab.V. 2.

Pocet N Ni Ni/N Rozdil
VLPs poli bunék bunék (%) (%)
Zadné
VP1NP2
1x 17 1209 355 29,3 -10,1
VP1NP2
10x 8 367 128 34,8 4.6
VP1NP2
100x 17 632 195 30,9 -8,5

Tab. V. 2: Vysledky kompeti¢niho testu pseudokapsid VP1/VP2, zhodnoceni druhé
imunofluorescence. VLPs: pomér pfidanych pseudokapsid VP1/VP2 k HAU wt viriontim.

N: pocet viech bun&k politanych v zornych polich skli¢ka, Ni: podet vech infikovanych bun&k
potitanych v zornych polich sklitka Zelen& Ni/N: Mira infektivity - % infikovanych bunék
z celkového poltu pocitanych bun€k; Rozdil (%): Rozdil v procentech mezi Ni/N jednotlivych
smési pseudokapsid s wt viriony a Ni/N kontrolni infekce bez p¥idavku VLPs (hodnoty kontrolni
infekce v zeleném ramecku).

Vysledky obou pilotnich experimentti shrnuje Graf V.1.

140 S
120 @ Kontrolni infekce
0 1x, pokus 1
g 100 0 1xpokus 2
‘E 80 B 10x, pokus1
= | 10xpokus 2
£ 60
£ = 100x, pokus 1
40 | 100x, pokus 2
‘ @ 1000x, pokus 1
20
o

Graf V. 1: Miry infektivity jednotlivich smési infekénich virionii a pseudokapsid,
imunofluorescence.

Osa X: Typ pseudokapsid, barevng odli$ena mira pfebytku HAU VLPs nad HAU viriong.

Osa Y: Procenta infikovanych bun¢k po infekci jednotlivymi smésmi virioni a VLPs
vztaZzenych ke kontroldm (bez VLPs), stanovenym jako 100% bun&k
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Prekvapivé 2adny typ VLPs vyrazn& neovliviioval infektivitu virioni a naméfené hodnoty
nesledovaly trend zvy3ujici se koncentrace pfidanych VLPs. V prib¢hu prace na testech
kompetitivni inhibice byl na fakult¢ zakoupen FACS analyzitor. Vzhledem k tomu, Ze
metodou FACS je moZno analyzovat fadové vétsf mmoZstvi bun€k, opakovali jsme
kompeti¢ni testy s pouZitim pritokové cytometrie .

V.1.2.2 Urleni infektivity viru v pfitomnosti riznych koncentraci VLPs priitokovou
cytometrif

Burlky narostlé na miskéch o priméru 6 cm do pfiblizné konfluence 30% (ptiblizn&¢ 1-2x
10° bungk) byly 20 hodin synchronizovény hladovénim v bezsérovém médiu. Poté byly
pfipraveny smé&si virioni a VLPs popsané v kap.V.1.2.1. Navic byla také pfipravena smé&s
obsahujici 1000 nasobny pfebytek pseudokapsid VP1/VP2. Koncentrace virionii byla volena
tak, aby bylo pfiblizn¢ 50% bun€k infikovanych (multiplicita infekce optimalizovand pro
pritokovou cytometrii, HAU titr 94 x 10’ /ml) a VLPs byly pfidavany v 1x, 10x, 100x a
1000x (pro VP1 a VP1/VP2 VLPs) .

Po 24 hodinach byly buiiky pfevedeny do centrifuga¢nich zkumavek a pfipraveny pro
analyzu na pritokovém cytometru (viz kap. IV. 2.1.2.7). Oznalené buitky byly méfeny
prutokovym cytometrem LSRII a ziskand data byla analyzovdna pomoci software Diva pod
vedenim Dr. A. Moravkové. Pokus byl proveden dvakrat nezavisle. V prvnim experimentu
doslo ke ztrat& vzorku, ve kterém byly viriony a VP1/VP3 v poméru 1:1.

Ptiklady softwarové analyzy pritokové cytometrie pro negativni kontrolu (neinfikované
buitky) a kontrolni vzorek infikovanych bun¢k bez VLPs jsou ukdzény na str. 73 a 74.
Vysledky FACS analyz obou nezavislych pokusti jsou v tabulkdch V.3. AaV.3.B.
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FACSDiva Version 6.1.2
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Obr. V. 19. Uk4zka softwarové analyzy dat ziskanych v priitokovém
cytometru. Detailnf priib&h analyzy je popséan v kapitole Metody IV.2.1.2.8.
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A VLPs N bun&k Ni bun&k
(%) (%) Ni/N (%) Rozdil (%)
Zadné 96,45 43,35 44,95 0,00
_____

VP1 1x 98,20 61,8 62,93 +17,98
VP1 10x 94,30 33,6 35,63 9,32
VP1 100x 98,00 57,8 58,98 +14,03

VP1INP2 1x 97,10 69,9 71,99 +27,04
VP1NP2

10x 98,20 74 75,36 +30,41
VP1VP2

100x 95,50 60,4 63,25 +18,30
VPINP2

1000x 98,40 48,9 49,70 +4,75

VP1/VP3 1x - - - -

VP1NP3

10x 98,80 57,3 58,00 +13,05
VP1NP3

100x 98,20 76,3 77,70 +32,75

B N bun&k Ni bunék

VLPs (%) (%) Ni/N (%) Rozdil (%)

Zadné 98,80 415 42,00 0,00

VP1 1x 94,60 50,3 53,17 +11,17
VP1 10x 98,30 48,4 49,24 +7,24
VP1 100x 91,90 70,4 76,61 +34,61

VP1 1000x 98,50 66,3 67,31 +25,31
VPINP2 1x 98,90 545 55,11 +13,11
VP1NP2
10x 98,70 74,2 75,18 +33,18
VP1VP2
100x 98,10 66 67,28 +25,28
VP1VP3 1x 98,60 39,1 39,66 2,34
VPINP3
10x 98,70 43,7 44,28 +2,28
VP1NP3
100x 98,40 64,5 65,55 +23,55

Tab. V. 3 : Vysledky testu kompetitivni inhibice MPyV infekce riiznymi koncentracemi VLPs
ziskané priitokovou cytometrif ve dvou nezavislych pokusech (A, B) VLPs: typ pfidavanych
VLPs a pomér jejich koncentraci ke koncentraci viriond (v HAU jednotkach).

N: procenta signélti vyhodnocenych jako buitka; Ni: % signalti vyhodnocenych jako buriky
produkujici protein LT; Zelené&, Ni/N: Mira infektivity - % infikovanych bunék z celkového pottu
analyzovanych bunék; Rozdil (%): Rozdil v procentech mezi Ni/N jednotlivych smési VLPs s wt
virionti a Ni/N kontrolni infekce bez pt¥idavku VLPs (hodnoty kontrolni infekce v zeleném rdmecku).

Graf V. 2 ukazuje hodnoty infektivity viru vobou pokusech. Piekvapivé v obou
experimentech pfidané pseudokapsidy s vyjimkou dvou hodnot zvySovaly miru infektivity.
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Graf V.2: Miry infektivity jednotlivych smési infekénich virioni a pseudokapsid, pritokova
Osa X: Typ pseudokapsid. Zleva doprava vzristajici pfebytky VLPs rozlifené
barvami. Osa Y: Procenta infikovanych bunék po infekci jednotlivymi smé&smi virionti a VLPs
vztaZenych ke kontroldm ( bez VLPs), stanovenym jako 100%.

cytometrie.

BohuZel rozdily mezi paralelnimi hodnotami obou pokusi jsou u VP1 vysoké. Presto je
moZno Fici, Ze v naSich pokusech ani VP1 VLPs ani VLPs obsahujici jeden nebo druhy
minoritni protein nefungovaly jako kompetitivni inhibitory polyomavirové infekce. Zavislost

infektivity na mnoZstvi nebo typu pseudokapsid nebyla ale nalezena ani touto metodou.

-76 -




V. 2. Studium vlastnosti strukturnich minoritnich proteini
béhem jejich samostatné produkce v sav€ich buiikach.

Minoritni strukturni proteiny polyomavira VP2 a VP3 jsou ve virionech umistény uvnitf
virové &astice, takZe nejsou pfistupny moznym interakcim s bunéénymi strukturami.
V priib&hu infekce viak mohou nastat p¥ipady, kdy je vyznamna €ast, nebo dokonce cely
minoritni protein bun&&nym interakcim pfistupny. UZ béhem internalizace a pohybu viru
burikou v riznych endozomaélnich kompartmentech mtze dojit (v dusledku interakce
VP1 s receptorem a/nebo vlivem kyselého prostiedi endozoému) k ¢astenému rozvolnéni
virioni a odkryti €asti molekul minoritnich proteini. Dal$i pftileZitost pro interakce
minoritnich proteinti miZe nastat v ER b&hem dosud nejasného mechanizmu vstupu
polyomavirového genomu do jadra. V dalsifazi virové infekce, po proteosyntéze,
vstupuji minoritni proteiny do bunééného jadra kazdy v komplexu s péti molekulami
hlavniho strukturniho proteinu VP1. Zatimco C-konec obou proteinti se nachazi
v centralni prohlubni pentameru VP1, N—koncovéa ¢ast by mohla byt interakcim pfistupna
a to jak v pribéhu transportu do bunééného jadra, tak i v jadfe béhem morfogeneze
virionu. Dalsi prostor pro uplatnéni VP2 a VP3 poskytuje velmi pozdni faze infekce, kdy
jsou strukturni proteiny hromadény v burikach ve velkych mnozZstvich a b€hem zavére¢né
buné¢né destrukce. V nasi laboratofi bylo nedavno zjisténo pfi samostatné expresi VP2
nebo VP3 myS$iho polyomaviru, Ze oba tyto proteiny jsou schopny velmi G¢inné navodit
apoptozu bun€k ve kterych se produkuji (HUERFANO et al., zaslano do tisku). Pfitom
byla pozorovana afinita obou proteinii k bunéénym membranam (zvlasté membriny
jaderného obalu, ER a mitochondrii). V této praci jsme se snazili pomoci konfokalni
mikroskopie porovnat (v nepfitomnosti VP1) cileni minoritnich proteini mysSiho
polyomaviru s lokalizaci VP2 a VP3 lidského BK viru, které maji, tak jako vSechny
znamé minoritni proteiny primatt, a na rozdil od minoritnich proteini hlodavci, navic
C-koncovou bazickou, DNA vazebnou doménu (viz kap. II. 2.1). Zaroveil jsme chtéli
zjistit vliv typu bun€k na vlastnosti proteini VP2 a VP3 pfi heterologni expresi. Proto
jsme BKV i myS$i minoritni proteiny produkovali jak v my$ich 3T3 fibroblastech, tak
vopi¢ich VERO burikdch. ProtoZe produkce samotnych strukturnich proteind
polyomavirii z b&Znych promotori je velmi nizkd, vyuzili jsme pro studium jejich
EGFP fuzni varianty.
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V. 2.1 Transfekce sav¢ich bunék plazmidy pro produkci minoritnich
strukturnich proteini mysiho a BK polyomaviru fiizovanych s EGFP.

Opiéi buitky VERO a mysi buriky 3T3 (4 miliony bunék) byly transfekovany (kap. IV.
2.1.2.6) 6 pg plazmidové DNA nesouci geny pro minoritni strukturni proteiny. Na vSech
plazmidech byly ke genim pro minoritni proteiny pfipojeny bud na 5°- konci nebo 3'-
konci sekvence kédujici EGFP (viz kap. IV. 1.8.). V ¢ase 24 hodin po transfekci byly
buiiky fixovany. Imunofluorescenci byly detekovany pfislusné minoritni proteiny. U
kaZdého transfekovaného konstruktu byla pozorovana konfokalni mikroskopii lokalizace
minoritnich proteint v buiikach. V buiikach byly rovnéz obarveny DNA (DAPI) a histon
H1 nebo lamin B. Schéma transfekci je uvedeno v Tab. V. 4. Né&které transfekce byly
provedeny spolupracovniky (uvedeno v tabulce V. 4).

Flzni varianty
Virus Buriky minoritnich proteini Provedeno

VP2- EGFP
VERO EGFP-VP2
VP3-EGFP
EGFP-VP3
VP2 -EGFP
EGFP-VP2
VP3-EGFP
EGFP-VP3
VP2- EGFP
EGFP-VP2 Dosud neprovedeno
VP3-EGFP
EGFP-VP3
VP2 -EGFP S. Huerfano, V. Zila
EGFP-VP2 Tab V. 4:

VP3-EGFP Schéma transfekci
EGFP-VP3

M. Fraiberk

BKV

313

VERO

MPyV

3713

Aby bylo moZno posoudit, ktera z fiznich variant jednotlivych minoritnich proteini
odrazi vlastnosti wt minoritnich proteini (bez EGFP), byly jiZ dfive u€inény pokusy
ziskat jejich samostatnou produkci v savéich burikdach. Pres velmi nizkou uc¢innost
exprese se podafilo jejich lokalizace v buiitkach dokumentovat (S. Huerfano, V. Zila a M.
Stanéikova). Jako kontrola byl také v butikdch produkovan samotny EGFP. Pro moZnost

srovnani uvadim tyto kontrolni vysledky, se souhlasem autori zde, na Obr. V. 20 :
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VERO buﬁky, EGFP Mysi 376 fibroblasty, EGFP, DAPI

Histon H1, DAPI

VERO buiky, BKV VP2, DAPI VERO burky, BKV VP3, DAPI

Histon 1 Lamin B Histon 1 Lamin B

Mysi 3T3 buiiky, MPyV VP2 Mysi 3T3 buiiky, MPyV VP3

GRP 94 (ER) Lamin B GRP 94 (ER) Lamin B

Obr. V. 20: Lokalizace EGFP produkovaného ve VERQO a mySich 3T3 buiikiach
(A) a nefiizovanych VP2 a VP3 BKV ve VERO (B) a MPyV v mySich 3T3
buiikdch (C).. Konfokalni fez butikami 24 hod. P.i. Laskavé poskytli S. Huerfano, M
Standikova, V. Zila
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V. 2.1.1 Produkce fiznich variant strukturnich proteini BK viru: VP2-EGFP,
EGFP-VP2 a VP3-EGFP, EGFP-VP3 ve VERO buiikich

Nejprve jsme produkovali fuzni varianty VP2 proteinu lidského BK viru ve VERO buiikach
(Obr. V.21 -24).

Protein VP2 BK viru, spojeny s EGFP na svém C—konci (VP2-EGFP), byl piekvapivé cilen
predevsim do jadérek a &astetn¥ téZ do ostatniho prostoru buné¢ného jadra. Srovname-li
lokalizaci této fuzni varianty (Obr. V. 21, V.22) s lokalizaci samotného VP2 (Obr. V.20 B ),
je zfejmé, Ze cileni VP2—EGFP do jadérek je zptisobeno fiizi obou proteind, a Ze tedy tato
fuzni varianta neodraZi vlastnosti proteinu VP2. Ze srovnani je téZ zfejmé, Ze zatimco
produkce nefuzovaného VP2 zjevn& narusovala bunééné jadro, buriky produkujici tuto fizni
variantu nejevily znamky vyrazného poskozeni.

Obr. V. 23 a V. 24 zobrazuji VERO buriky produkujici fuzni protein VP2 s proteinem EGFP
fuzovanym kjeho N—konci (EGFP-VP2). EGFP-VP2 lokalizuje vbunééném jadfe a,
podobné jako VP2 samotny, vyrazné poskozuje jadernou strukturu. Na Obr. V. 23 (dolni
panel) je vidét poskozeni laminy, na Obr. V. 24 jsou zni¢ené buiiky s kondenzovanou DNA.
Buriky produkujici EGFP-VP2 se bud’ viibec nebo jen slab€ barvily protilatkou proti histonu
H1 (na rozdil od okolnich netransfekovanych bun€k). VétSina bun€k produkujicich tento
protein méla zakulaceny tvar, fada buné€k jevila znamky apoptézy. Distribuce této fuzni
varianty se v riznych buiikach pon€kud lisila, v jadrech n€kterych buné€k tvofil fizni protein
shluky (Obr. V. 23), v n€kterych buiikach byl rozptylen v celém prostoru jadra. Na rozdil od
predchozi fizni varianty EGFP—VP2, podobné jako samotny VP2, nebyl cilen do jadérek.
Pro uplnost uvadime i vysledky konfokalni analyzy fuznich variant proteinu VP3 BK viru
provedené spolupracovnikem M. Fraiberkem (Obr. V. 25, 26). Podobné jako v piipadé VP2,
varianta VP3—EGFP byla cilena do jadérek a neodrazela vlastnosti wt typu BKV VP3. U
opatné varianty EGFP—-VP3 byla pozorovéna vyrazna kolokalizace s DNA (Obr. V. 26),
stejné jako u samotného VP3 proteinu (Obr. V. 20, B, pravy panel). Jadra bun€¢k byla
produkci EGFP-VP3 poskozena podobné jako pii produkci samotného VP3 nebo
EGFP-VP2. Tyto vysledky naznaluji, Ze fuzni varianty EGFP-VP2 a EGFP—VP3 maji
vlastnosti podobné wt VP2 nebo VP3 proteinu. Tento vysledek je velmi piekvapivy, protoze
v ptipad¢€ minoritnich proteini mysiho polyomaviru je tomu naopak, jako proteiny divokého
typu se chovaji varianty VP2-EGFP a VP3—-EGFP (HUERFANO et al., manuskript zaslan
do tisku).
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VERO buitky / BKV VP2-EGFP / lamin B / DAPI

Obr. V. 21: Exprese VP2—EGFP ve VERO butikéch. Konfokélni fez dvéma riznymi
buitkami. Fixace 24 hod. po transfekci. VP2—EGFP zelené, lamin B &ervené, DNA
modfe. PouZity protilatky: kozi proti laminu B, krélii proti spolené &asti proteini VP2 a
VP3, sekundarni osli proti kozim imunoglobuliniim konjugovana s AF 546, kufeci proti
krali¢im imunoglobuliniim konjugovana s AF 488, nalevo kontrast Nomarského.

VERO buiiky / BKV VP2 EGFP / histon H1/ DAPI

Obr. V. 22: Exprese VP2-EGFP ve VERO buiikéch. Konfokélni fez dvéma riznymi
butikami 24 hod. po transfekci. EGFP—VP2 zelené, histon H1 &ervené, DNA modfe.
Poutity protilatky: mysi proti histonu H1, krali¢i proti spoletné &asti proteini VP2 a VP3,
sekunddrni kufeci proti krali¢im imunoglobulinim konjugované s AF 488 a osli proti
myS$im imunoglobulinim konjugovana s AF 546, nalevo kontrast Nomarského.
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VERO buriky / BKV EGFP VP2 / lamin B / DAPI

Obr. V. 23. Exprese EGFP-VP2 ve VERO builikéch. Konfokéini fez dvéma
riznymi bufikami 24 hod. po transfekci. EGFP-VP2 zeleng, lamin B &ervené, DNA
modfe. PouZity protilétky: kozi proti laminu B, kréli¢i proti spoledné &sti proteind VP2 a
VP3, sekundérni osli proti kozim imunoglobulinim konjugovana s AF 546, kufeci proti
krali¢im imunoglobulintim konjugovana s AF 488, nalevo kontrast Nomarského

VERO buiiky/ BKV EGFP-VP2/ histon H1/ DAPI

Obr. V. 24: Exprese EGFP-VP2 ve VERO. Konfokélni fezy riznymi butikami 24 hod.
po transfekci. EGFP—VP2 zelené, Histon H1 &ervené, DNA modfe. PouZity protilatky:
my3i proti histonu H1, kréli¢f proti spoletné &asti proteind VP2 a VP3, sekundarni kufeci
proti krali¢im imunoglobulinim konjugovand s AF 488 a osli proti my$im
imunoglobulinim konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského.
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VERO buitky / BKV VP3-EGFP

Histon H1, DAPI Histon H1, DAPI

Lamin B, DAP!

Lamin B, DAPI

Obr. V. 25: Exprese VP3-EGFP ve VERO buiikéch. Konfokélni fez
buiikami 24 hod. po transfekci. VP3-EGFP zelen¢, lamin B &ervené, Histon H1
gerven&, DNA modfe. PouZity protildtky: my3i proti histonu H1, kréli&i proti
spole¢né ¢asti proteinti VP2 a VP3, kozi proti laminu B, sekundérni: kufeci proti
krali¢im imunoglobuliniim konjugovand s AF 488, osli proti kozim
imunoglobulintim konjugovand s AF 546 a osli proti my$im imunoglobulinim
konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského. Provedeno M. Fraiberkem

VERO butiky / BKV EGFP-VP3
Histon H1, DAPI N Histon H1, DAPI
Lamin B, DAPI Lamin B, DAPI

Obr. V. 26: Exprese EGFP-VP3 ve VERO buiikéch. Konfokélni fez
butikami 24 hod. po transfekci. VP3-EGFP zelené, lamin B &ervené, histon H1
tervené, DNA modfe. PouZity protilatky: my3i proti histonu H1, krali&i proti
spole&né &asti proteinti VP2 a VP3, kozi proti laminu B, sekundéarni: kufeci proti
kréli¢im imunoglobuliniim konjugovani a AF 488, osli proti kozim
imunoglobuliniim konjugované s AF 546 a osli proti my$im imunoglobulinim
konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského. Provedeno M. Fraiberkem
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V. 2.1.2 Produkce fiaznich variant minoritnich proteini BK viru: VP2-EGFP,
EGFP-VP2 a VP3-EGFP, EGFP-VP3 v 3T3 mySich fibroblastech.

Abychom zjistili, zdali chovani a lokalizace minoritnich proteini a pozorované rozdily
mezi minoritnimi proteiny mysiho polyomaviru a BK viru nejsou dény typem bungk,
pristoupili jsme k produkci t&chto proteini ve stejnych buiikach (to jest k produkci
variant fuznich proteinti BK viru v my$ich fibroblastech a variant minoritnich proteind
MPyV v opiéich VERO burikach).

Na Obr. V. 27 a V. 28 je vidét, Ze VP2—EGFP se chova v mysich fibroblastech podobné
jako ve VERO burikach a je cilen pfedev§im do jadérek. Ani tyto buriky nejsou (24 hod.
po transfekci) produkci proteinu vyrazn& poskozeny.

Opa¢nd fuzni varianta EGFP-VP2 (Obr.V. 29 a V. 30 ) ma v mysich fibroblastech
podobnou lokalizaci v bunééném jadie jako ve VERO buiikach.

Z tohoto pozorovani vyplyva, Ze cileni fiznich variant VP2 a jejich cytotoxicita vychazi
z vlastnosti virovych proteinti a neni ptili§ ovlivnéna typem bungk.

Na druhé strang, u proteinu VP3—EGFP jsme v mySich 3T3 fibroblastech nepozorovali
cileni do jadérek (Obr. V. 31) a vnékterych buiikdch byla pozorovdna vyrazna
kolokalizace tohoto proteinu s histonem H1 (Obr. V. 32).

Fazni varianta EGFP-VP3 je vSak i vmySich 3T3 fibroblastech mnohem vice
cytotoxickéd nez opacny fuzni konstrukt. Podobné jako wt VP3 kolokalizuje s histonem
H1 (Obr. V. 34) a v né€kterych buiikach i s DNA (Obr. V. 33).
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3T3 buitky / BKV VP2-EGFP / lamin B / DAPI

il

Obr. V. 27 Exprese BKV VP2-EGFP v myS3ich 3T3 fibroblastech. Konfokalni fezy
2 hod. po transfekci. VP2-EGFP zelené, lamin B &ervené, DNA modfe. PouZity
protilatky: kréli¢i proti spoledné &asti proteint VP2 a VP3, kozi proti laminu B,
sekundarni: kufeci proti kréli¢im imunoglobulinim konjugovana s AF 488, osli proti
kozim imunoglobulinim konjugovand s AF546, nalevo kontrast Nomarského.

373 buitky / BKV VP2-EGFP / histon H1 / DAPI

Obr. V.28 Exprese BKV VP2-EGFP v my$ich 3T3 fibroblastech. Konfokalni
fezy 24 hod. po transfekci. VP2-EGFP zelené, histon H1 ervené, DNA modte.
Pouzity protilatky: my3i proti histonu H1, krali¢i proti spoledné &4sti proteini VP2 a
VP3, sekundéarni: kufeci proti krali¢im imunoglobuliniim konjugované a AF 488, osli
proti my$im imunoglobuliniim konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského.
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3T3 buiiky / BKV EGFP-VP2 / lamin B / DAPI

Obr. V. 29: Exprese EGFP-VP2 v myfich 3T3 fibroblastech 24 hod. po transfekci.
EGFP-VP2 zelené, lamin B &ervené, DNA modfe. A — konfokalni fez butikou; B — dva
konfokélni fezy stejnymi butikami. PouZity protilatky: krali¢i proti spole¢né &asti
proteinii VP2 a VP3, kozi proti laminu B, sekundarni: kufeci proti krali¢im
imunoglobuliniim konjugovana a AF 488, osli proti kozim imunoglobulinim
konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského.
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373 buiiky / BKV EGFP-VP2/ histon H1/ DAPI

Obr. V. 30: Exprese EGFP-VP2 v 3T3 builkéch. Konfokalni fez tfemi
riznymi buiikami 24 hod. po transfekci. EGFP-VP2 zelené, histon H1
dervené, DNA modfe. PouZity protilatky: my3i proti histonu H1, krali¢{ proti
spoledné &asti proteinit VP2 a VP3, sekundéarni: kuteci proti krali¢im
imunoglobuliniim konjugovand s AF 488, osli proti my$im imunoglobuliniim
konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského.
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373 buitky / BKV VP3-EGFP / lamin B / DAPI

Obr. V. 31: Exprese VP3-EGFP BK viru v 3T3 buiikéch. Konfokalni fez
burikou 24 hod. po transfekci. VP3-EGFP zelené, lamin B Eervené, DNA
modfe. PouZity protilétky: krali¢i proti spoletné &asti proteini VP2 a VP3, kozi
proti laminu B, sekundérni: kufeci proti krali¢im imunoglobuliniim konjugovan4 s
AF 488, osli proti kozim imunoglobulinim konjugovana s AF546, nalevo kontrast
Nomarského.

3T3 buitky / BKV VP3-EGFP / Histon H1 / DAPI

Obr. V. 32: Exprese VP3-EGFP BK viru v 3T3 builkdch. Konfokalni fez
dvéma riiznymi butikami 24 hod. po transfekci. VP3-EGFP zelené, histon H1
&ervené, DNA modfe. PouZity protilatky: mysi proti histonu H1, krali¢{ proti
spole&né &asti proteini VP2 a VP3, sekundarni: kuteci proti krali¢im
imunoglobuliniim konjugovana s AF 488, osli proti my$im imunoglobulinim
konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského.
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373 butiky / BKV EGFP-VP3 / lamin B / DAPI

Obr. V. 33: Exprese EGFP-VP3 BK viru v 3T3 buiikdéch. Konfokalni fez
tfemi riznymi buitkami 24 hod. po transfekci. EGFP-VP2 zelené, lamin B
gervené, DNA modfe. Pouzity protilatky: kréli¢i proti spoledné &asti proteini VP2
a VP3, kozi proti laminu B, sekundami: kufeci proti krédli¢im imunoglobulinim
konjugované s AF 488, osli proti kozim imunoglobuliniim konjugované s AF546,
nalevo kontrast Nomarského.
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373 buitky / BKV EGFP-VP3/ Histon H1/ DAPI

Obr. V. 34: Exprese EGFP-VP3 v 3T3 buiikdch. Konfokalni fez tfemi
riznymi buitkami 24 hod. po transfekci. EGFP-VP3 zelené, histon H1
¢ervené, DNA modfe. PouZity protilatky: mysi proti histonu H1, krali&i proti
spoledné &asti proteintit VP2 a VP3, sekundérni kuteci proti krali¢im
imunoglobuliniim konjugovana s AF 488, osli proti my$im imunoglobulintim
konjugované s AF 546, nalevo kontrast Nomarského.
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V. 2.1.3 Produkce fiznich minoritnich proteini mysiho polyomaviru: VP2-EGFP
a VP3—EGFP, EGFP-VP3 ve VERO buiikach.

Pfedchozi studium produkce a lokalizace minoritnich strukturnich proteini mysiho
polyomaviru v mySich 3T3 fibroblastech ukazalo, Ze ¢ast VP2 a zvlasté pak VP3 se
nachézi v cytoplazmé& asociovana s vnitrobunéénymi membranami (Obr. V. 20 C). Oba
proteiny byly velmi cytotoxické (HUERFANO, manuskript odeslan do tisku). P
produkci EGFP fuznich variant t&chto proteini mély tyto vlastnosti plné zachovany
varianty VP2-EGFP a VP3—EGFP. Opac¢né varianty byly mnohem méné cytotoxické a
jejich lokalizace byla pfevazné jaderna.
MPyV MPyV
VP2-EGFP EGFP-VP2 VP3-EGFP  EGFP-VP3

Lamin B
Obr. V. 35.: Lokalizace EGFP faznich variant VP2 a VP3 my$iho polyomaviru v my8ich 3T3
fibroblastech, 5 hod. po transfekci. P¥ejato z HUERFANO et al., manuskrip poslan do tisku

Lamin B

Chtéli jsme se presvédlit, zda vlastnosti té€chto proteinti a jejich rozdily ve srovnani
s minoritnimi proteiny BK viru zistanou zachovany i pfi produkci ve VERO burikach.
Obrazky V. 37 a V. 38 ukazuji produkci VP3—EGFP ve VERO buiikdch 24 hod. po
transfekci. V souhlasu s vysledky vySe uvedené priace velka &ast VP3—EGFP je
lokalizovana v cytoplazmé a i ve  VERO burikach se projevuje jejich silny cytotoxicky
efekt.

Opacna fazni varianta EGFP—VP3 ma i ve VERO buiikich pfevazné jadernou lokalizaci
a indukce bunééné smrti je u této varianty zpomalena. Analyzy fuznich variant VP2
mys$iho polyomaviru ve VERO buiikich bude nutné opakovat v krat§im Case po
transfekci, nebot’ v ase 24 hod. po transfekci byly v podstaté v§echny buriky produkujici
VP2-EGFP mrtvé.

Vysledky analyzy ukazuji vyrazné rozdily ve vlastnostech strukturnich minoritnich
proteini VP2 a VP3 mys$iho polyomaviru a BK viru. Jsou-li VP2 a VP3 mysiho
polyomaviru produkovany bez proteinu VP1, maji vysokou afinitu k vnitrobunéénym
membranam, zatimco VP2 a VP3 BK viru jsou téméf vyluéné lokalizovany v buné¢ném
jadre. Zajimavé zjisténi je, Ze zatimco vlastnosti VP2 a VP3 mysiho polyomaviru sdileji

fazni proteiny, ve kterych je EGFP ptipojen k jejich C—koncim, u VP2 a VP3 lidského
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viru BK se podobné jako divoky typ chovaji opané fluzni varianty
(EGFP-VP2,EGFP-VP3).

VERO buiiky / MPyV VP2 EGFP / Histon H1/DAPI

Obr. V. 36: Exprese my$iho VP2—EGFP ve VERO buiikach. Konfokalni fez
dvéma riznymi buiikami 24 hod. po transfekci. VP2—EGFP zelené, histon H1
dervené, DNA modfe. PouZity protilatky: mysi proti histonu H1, krali¢i proti
EGFP konjugovana s AF 488, osli proti my$im imunoglobulintim konjugovana s
AF 546, vlevo kontrast Nomarského
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VERO buiiky / MPyV VP3-EGFP / laminB / DAPI

Obr. V. 37: Exprese VP3-EGFP my$iho polyomaviru ve VERO buiikéch. Konfokalni
fez tfemi riznymi butikami 24 hod. po transfekci. VP3-EGFP zelené, lamin B &ervené,
DNA modte. PouZity protilatky: kozi proti laminu B, osli proti kozim imunoglobulintim
konjugovana s AF 546, krali¢i proti EGFP konjugovana s AF 488

VERO bufiky / MPyV VP3-EGFP / Histon H1 / DAPI

Obr. V. 38: Exprese VP3-EGFP my$tho polyomaviru ve VERO buiikach. Konfokalni
fez tfemi riznymi butikami 24 hod. po transfekci. VP3-EGFP zeleng, histon H1 &ervené,
DNA modfe. PouZity protilatky: my$i proti histonu H1, krali¢i proti EGFP konjugovana s
AF 488, osli proti my$im imunoglobuliniim konjugovana s AF 546, vlevo kontrast
Nomarského
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VERO buiiky / MPyV EGFP-VP3 / lamin B/ DAPI

Obr. V. 39: Exprese EGFP-VP3 ve VERO buiikach. Konfokalni fez tfemi

riznymi butikami 24 hod. po transfekci. EGFP-VP3 zelené, lamin &ervené, DNA modfe.
Pouzity protilatky: kozi proti laminu B, osli proti kozim imunoglobulinim konjugovana s
AF 546, kraliti proti EGFP konjugované s AF 488, vlevo kontrast Nomarského

VERO buitky / MPyV EGFP-VP3 / Histon H1 / DAPI
f e ety

e
.
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Obr. V. 40: Exprese EGFP-VP3 ve VERO buiikach. Konfokalni fez tfemi
riznymi bufikami 24 hod. po transfekci. EGFP-VP3 zelené, histon H1 Cervené,
DNA modfte. PouZité protilatky: mysi proti histonu H1, krali¢i proti EGFP
konjugovana s AF 488, osli proti my$im imunoglobuliniim konjugovana s AF 546,
vlevo kontrast Nomarského
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VI.

Diskuze



Tato diplomova prace méla za cil pfispét k poznani vlastnosti minoritnich strukturnich
proteini polyomavir, které by vedly k odhaleni jejich funkci.

Piestoze minoritni strukturni proteiny VP2 a VP3 byly a jsou studovény v fad¢ laboratofi,
jejich funkce v replikaénim cyklu viru neni jasna. Pfitom neptitomnost jednoho nebo druhého
proteinu ve virionech vede ke ztraté infektivity a takové viriony maji ziejm€ problém
dopravit genomy do buné¢ného jadra.

V této praci jsme chtéli vyuzit VLPs slozenych z VP1 nebo obsahujicich jeden z minoritnich
proteini, abychom zjistili, zdali tyto &astice budou pusobit jako kompetitivni inhibitory
virové infekce. Pokud by umélé virové &astice, obsahujici néktery z minoritnich proteint,
pfidany ve velkém pfebytku k infekénim viriontim, ovliviiovaly hladinu virové infekce jinak
nez VLPs sloZzené pouze z VP1, ukazovalo by to na moznou ucast minoritnich proteint

v interakcich v prub&hu adsorpce, internalizace ¢i nésledného pohybu k bunéénému jadru.

VL. 1 1zolace pseudokapsid a provedeni kompeti¢nich testu
Bakuloviry pro produkci VLPs v8ech tfi typd v hmyzich buiikich byly pfipraveny v nasi

laboratofi jiz dfive (FORSTOVA et al., 1993; RICHTEROVA dipl. prace, 1996).

VI. 1.1 Pfiprava pseudokapsid VP1, VP1/VP2, VP1/VP3
Pfi izolaci VLPs z hmyzich bunék ultracentrifugaci v CsCl gradientu jsme ziskali dvé frakce

pseudokapsid — ,,prazdné* a ,,pIné“, které nespecificky enkapsidovaly rizn¢ velké fragmenty
DNA, piipadné i shistony hmyzich bunék. Protoze RICHTEROVA et al, (2001)
nepozorovali pfi analyze pohybu VLPs buiikou rozdily mezi plnymi a prazdnymi VLPs,
neseparovali jsme tyto dveé frakce, jak je patrné napt. z obrazku V. 7. V preparaci VP1 VLPs
jsme také pozorovali men$i utvary, pravdépodobné kapsidy s oktaedralni symetrii
(SALUNKE et al., 1989). Koncentrace pseudokapsid na obr. V. 7.B je vhodnéjsi pro dalsi
praci, protoZe v plivodni koncentrované preparaci by mohly vznikat té€Zko rozdélitelné
agregaty.

Pseudokapsidy s inkorporovanymi minoritnimi proteiny byly produkovany v bakulovirovych
expresnich systémech nejprve koinfekci hmyzich bun€k rekombinantnimi bakuloviry
nesoucimi geny pro jednotlivé virové proteiny (FORSTOVA et al.,, 1993), pozdgji také
ptimou reakci pentamer s minoritnimi proteiny (RICHTEROVA dipl. prace, 1996). Uginnost

inkorporace byla ale v obou pfipadech nizka. Nakonec byl pro pfipravu pouZit expresni
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systém, ve kterém jsou geny pro VPl a jeden zminoritnich proteind neseny jednim
rekombinantnim bakulovirem, kazdy pod jinym silnym bakulovirovym pozdnim
promotorem. Lyzaty hmyzich bunék jsme nejprve centrifugovali pies sachar6zovy polstar,
abychom odstranili nesloZzené proteiny, takZze v CsCl gradientu se VP1 a minoritni protein
nachazely v nejvys$i koncentraci ve frakcich, kde byly o¢ekavéany kapsidové struktury (Obr.
V. 13.B a V. 14.B). Analyza VP1/VP2 VLPs potvrdila pfitomnost obou proteinii ve
VLPs preparaci. Vysledky barveni gelu Coomassie Blue i imunodetekce minoritnich proteini
(Obr. V. 15, V. 16) odhalily v preparaci VLPs navic ptfitomnost proteinu, ktery velikosti
neodpovida ani jednomu z minoritnich proteini. Reakce specifické protilatky napovida, Ze se
jedna pravdépodobné o degradacni produkt proteinu VP2. Mimo to bylo na gelu patrné malé
mnozstvi proteinu velikosti odpovidajici proteinu VP3, ktery interagoval se specifickou

protilatkou (Obr. V. 15). V bakulovirovém expresnim systému jsou ziejmé prileZitostné

prace, 2002). VP1/VP2 VLPs se ndm podaftilo pfipravit pfevazné prazdné a pravidelné (Obr
V. 17.A), v preparaci pseudokapsid VP1/VP3 bylo mnoho VLPs s enkapsidovanou DNA,
Casto jsme pozorovali méné€ pravidelné, nebo dokonce tubularni atvary (Obr. V. 17 B). Tyto
»rod like structure®, jsou nicméné bézné pfi produkci pseudokapsid nejen v bakulovirovém
expresnim systému, ale i v preparacich infek¢nich viriond.

Jak elektroforetické, tak elektronmikroskopické analyzy prokazaly, Ze jsme pfipravili téméF

homogenni preparace vsech tfi typi VLPs.

VI. 1.2 Testy kompetitivni inhibice

Mira kompetice VLPs s infekénimi viriony byla zji§tovana porovnanim infektivity
samotnych virion s infektivitou stejného mnozstvi viriond, ke kterym byly pfidavany
vzristajici koncentrace VLPs riznych typt. Infektivita byla méfena poétem bunék
produkujicich virovy velky T antigen 24 hod. p.i. Piebytky VLPs (1, 10, 100 az 1000
nasobné) byly vztahovany k hemaglutinaénimu titru pouzitého viru. Tim jsme zohlednili
skuteCnost, ze rozdil mezi infekénim a hemaglutinaénim titrem polyomaviru se pohybuje
mezi 10> — 10°. Prvni test jsme provad&li pogitanim bunék v zornych polich fluorescenéniho
mikroskopu. Rozptyl v poméru infikovanych a neinfikovanych bunék byl znatny, aviak
nevykazoval Zadny trend se zvySujicim se mnoZstvim pfidanych VLPs. Abychom zvysili

statistickou relevanci vysledkd, vyuZili jsme skute¢nosti, ze na fakultu byl zakoupen
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prutokovy cytometr LSRII, sjehoz pomoci lze vkratkém cCase zanalyzovat desetitisice
fluorescen¢nich signali. Tato metoda nebyla pro podobné ucely pfi studiu polyomaviru
dosud pouZita a bylo ji tedy nutné nejprve optimalizovat.

K nasemu ptfekvapeni téméf vSechny namétfené hodnoty infektivity inokul obsahujicich VLPs
byly vys$i neZ infektivita samotného viru (graf V. 2). Navic v ptipad€ inokul obsahujicich
VPl VLPs je pti jedné koncentraci velky rozdil mezi paralelami. Pfesto ze ziskanych
vysledki miZzeme uzaviit, Ze ke kompetitivni inhibici nedochazi. Pro ovéfeni a kvalitni
statistické vyhodnoceni bude nutné pfidat dalSi experimenty.

Nase vysledky jsme porovnavali s vysledky AN et al., (1999). Tito autofi pouZili stejné typy
VLPs v piebytku 10x a provedli tfikrat analyzu imunofluorescenci, pfi niZ pocitali celkem
600 bunék (infekénich i neinfekénich) v jednom pokusu. VP1 a VP1/VP3 VLPs mirn€ sniZily
miru infektivity, VP1/VP2 snizily infektivitu zhruba na polovinu. Zasadni rozpor tedy je
v mite infektivity viru v ptitomnosti VLPs VP1/VP2. Dle ustniho sdéleni jiné laboratote, (M.
PAWLITA, Heidelberg) v jejich pokusech se, podobné jako v naSich, ani jeden ze tfi typl
VLPs neprojevoval jako kompetitivni inhibitor virové infekce.

Jednim z vysvétleni té€chto rozporti je moznost inkorporace rizného mnoZzstvi minoritnich
proteinii zabudovanych v pseudokapsidach. CHEN et al., (1998) popsali idealni pomér
proteini VP1 a souctu obou minoritnich proteind 5:1. Reéln€ je pomér majoritnich a
minoritnich proteinti ovlivnén enkapsidovanou DNA, pouZitym expresnim systémem, ¢asem
izolace atd. (GILLOCK et al., 1997). V praci AN a kolegli VLPs také enkapsidovaly DNA,
pfiCemz mnoZstvi enkapsidované DNA mohlo byt zna¢né odli$né od nasi preparace.
Momentalné neni moZné urcit, jestli pseudokapsidy miru infektivity zvySuji (nase prace),
snizuji (AN et al., 1999), nebo nemaji zadny vliv (PAWLITA et al., 1997).

Je mozné, Ze by se interakce VP2 nemusela projevit pti pouziti VLPs i kdyby u nativnich
virionli existovala, protoze konformacni stavy a moznost konformacnich zmén mize byt
odliSnd u virionli obsahujicich nucleocore od VLPs prazdnych, nebo obsahujicich jen
fragmenty DNA. Pfi elektronové tomografii bylo pozorovano, Ze viriony maji dokonaly
izometricky tvar, zatimco VLPs pfipominaji tvarem ne zcela nafouknuty mi¢ (LIEBL,
nepublikované vysledky). Navic n€které monoklonalni protilatky proti VP1 proteinu ziskané
vnadi laboratofi (MORAVKOVA dipl. prace, 2001) interagovaly vyrazn& siln&ji

s pseudokapsidami nez s infekénimi viriony a naopak.
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Dal3i moznosti je, Ze by VLPs jako kompetitivni inhibitory nepusobily, protoze putuji jinou
drahou neZ infekéni viriony, i kdyz konfokélni a elektronmikroskopickd analyza takové
rozdily nedetekovala (RICHTEROVA et al., 2001).

Virové proteiny produkované v hmyzich burikach rekombinantnimi bakuloviry jsou
upravovany posttranslatné ponékud jinak nez v ptirozenych hostitelich. Pfitomnost proteinu
VP2 tak ovliviiuje posttranslaéni upravy proteinu VP1 pii koexpresi v hmyzich buiikach
(FORSTOVA et al., 1993, LI et al., 1995). Teoreticky by tedy mohly mit nami produkované
VLPs jinou konformaci napi. kvili rozdilné fosforylaci proteinu VP1 a to by mohlo ovlivnit i
konformaéni zmény vedouci k zptistupnéni minoritnich proteint interakcim.

Zajimavou ziistdva mozZnost, Ze by pfitomnost VLPs (s minoritnimi proteiny) zvySovala miru
infekce. Piebytek VLPs by mohl zahltit obranné systémy buriky, nebo naruSit n&které
dulezité transportni drahy. VLPs by tedy mohly naruSovat aktinovy kortex pod plazmatickou
membranou a umoznit vstup dal$im infekénim virionim. Navic, internalizace virovych ¢astic

je spojena se aktivaci tyrozinovych kinaz. Aktivace téchto drah VLPs by mohla vytvofit

wews

VL. 2 Exprese strukturnich minoritnich proteinui BKV a MPyV fiazovanych
s EGFP v mySich a opi¢ich bunikach

V této praci jsme dale sledovali vlastnosti strukturnich minoritnich proteini lidského BK viru
a mysiho polyomaviru tranzientné produkovanych v sav¢ich burikdch bez ptitomnosti VP1
proteinu a jakychkoliv jinych virovych komponent, abychom postihli jejich vlastnosti.
Vsechny tfi strukturni proteiny jsou cytotoxické a neni mozné vytvofit stabilni buné¢nou linii
s jejich konstitutivni produkci. Selhaly i pokusy vytvofit buiiky s jejich inducibilni expresi
(vzhledem k netplnému zablokovani jejich exprese). BohuZzel, ukazalo se Ze i tranzientni
exprese VP2 nebo VP3 je velmi nizka. Pouziti trichostatinu, inhibitoru histon deacetyléz,
expresi nezvysilo. Timto problémem se zabyva v na$i laboratofi S. Huerfano a kolegové
(manuskript odeslan do tisku). Predpoklada se, Ze problém s nizkou produkci proteinu
pfedstavuje virova mRNA, kterd mlze byt nestabilni, at’ uz v jadfe, nebo v cytoplazmé.

NaruSen muze byt také transport mRNA pfes jaderné pory, nebo muze byt inhibovana
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translace v disledku nedostate¢né pevné vazby tRNA na mRNA, coZz mize byt vyfeSeno
ptekodovanim, jak bylo ukazano u papilomavirti (ZHOU et al., 1999).

V nasi laboratofi byly dfive pfipraveny konstrukty pro produkci minoritnich proteinti mysiho
i BK polyomaviru fiizovanych na N-konci nebo C-konci s EGFP (E. BOURA, V.ZILA, K.
PODOLSKA, L. KLIMOVA, M. STANCIKOVA). Takovéto proteiny byly tranzientné
produkovény s uspokojivou G€innosti.

V nékolika burikach byly samotné minoritni proteiny piesto produkovany a my jsme tedy
mohli porovnat vlastnosti fiznich variant a samotnych proteinil (kap V. 2.1). HUERFANO et
al., (manuskript odeslan do tisku), zkoumali lokalizaci a cytotoxické vlastnosti fuznich
variant VP2 a VP3 béhem tranzientni produkce v mysich fibroblastech. Zjistili, Ze varianty,
ve kterych byl EGFP pfipojen k C-konci minoritnich proteini mély vlastnosti podobné
nefizovanym VP2 a VP3. Zabijely buiiky, v kterych byly exprimovéany rychlou indukci
apoptozy. PiestoZe oba proteiny maji jaderny lokalizaéni signal, jak VP2 a VP3, tak i
zminéné fizni varianty byly Casto lokalizovany na vnitrobunéénych membranach. Opaéné
orientované fuzni varianty EGFP-VP2 a EGFP-VP3 byly mnohem méné cytotoxické, jejich
afinita k membranam byla vyrazné sniZena a lokalizace v burice byla ptevazné jaderna.

V této praci jsme chtéli studovat vlastnosti minoritnich proteini BK viru a porovnat je
s vlastnostmi VP2 a VP3 myS$iho polyomaviru. Jak bylo jiz uvedeno v kap. II. 2.1, minoritn{
proteiny primatich polyomaviri maji na C-konci navic asi tficet aminokyselin, které jsou
odpoveédné za jejich schopnost vazat nespecificky DNA (CLEVER et al., 1993). Minoritni
proteiny hlodavé&ich polyomaviri DNA vazebnou schopnost nemayji.

Konfokalni analyza obou fuznich variant VP2 a VP3 BKYV prinesla prekvapeni. Pfipojeni
EGFP na jejich C-konec zpisobilo jejich atypickou lokalizaci. Ve vétSiné bunék byly tyto
proteiny cileny ptfevazn€ do jadérek a nevykazovaly vyrazné znamky cytotoxicity. Naopak
ptipojeni EGFP k jejich N-konci dalo vznik proteiniim, jejichz lokalizace i mira toxicity vice
odréazela vlastnosti nefizovanych virovych produkti. Dal§i pozorovany rozdil mezi BK a
MPy VP2, VP3 byl v tom, Ze ani pfirozené formy ani zadna z fuznich variant BKV VP2 a
VP3 nemeéla vyraznéjsi cytoplazmatickou lokalizaci. Jak u nefiznich variant, tak EGFP-VP2
nebo VP3 byla, v souladu s o¢ekavanim, pozorovana kolokalizace s DNA.

Abychom se ujistili, Ze pozorované rozdily mezi minoritnimi proteiny obou viri nejsou

zpusobeny typem bunék ve kterych byly fuzni varianty produkovany (mysi 3T3 fibroblasty
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pro MPyV a opiéi epitelialni buitky VERO pro BKV), provedli jsme analyzu chovéni
minoritnich proteind obou viri vobou typech bun€k. Rozdily mezi BKV a MPyV
minoritnimi proteiny se shodné potvrdily v obou typech bunék, jedinym pozorovatelnym
rozdilem bylo, Ze fGzni varianta VP3-EGFP BKV se vyskytovala v jadérkich pouze ve
VERO burikach, nikoli v mysich fibroblastech.

U proteini fizovaych s EGFP se &asto stava, Ze jedna varianta funguje jako nefizovany
pfirozeny protein, zatimco opacna varianta funguje jako dominantné negativni mutanta.
V tomto pfipadé u pfibuznych proteini si vlastnosti pfirozeného proteinu udrzuje vzdy
opa¢na fuzni varianta. Obecné bylo pozorovano, Ze vice proteinii si zachovava pfirozené
cileni uvnitf buiiky, je-li EGFP pfipojen k jejich C-konci (PALMER and FREEMAN 2004)
Je mozné, ze cileni BKV VP2 a VP3 je ovlivnéno prave aditivni C-koncovou DNA vazebnou
doménou. Ta mlze téZ posilovat jaderny lokaliza¢ni signél. Proto cileni do jadra u téchto
proteind muze byt G¢inn€jsi nez je tomu u odpovidajicich proteini mysiho polyomaviru a
proto také EGFP ptidané do bezprostfedni blizkosti za tuto doménu by mohlo interferovat
s pfirozenym chovanim téchto proteint.

V této aditivni C-koncové doméné€ minoritnich proteinii primatich polyomavirli se nachézi
také PARP vazebnd doména, kterd interakci s PARP spousti bunéénou smrt nekrézou
(GORDON-SHAAG et al., 2003), zatimco minoritni proteiny mysiho polyomaviru indukuji
apoptézu (HUERFANO et al., manuskript odeslan do tisku).

Pfi virové infekcei se cytotoxické vlastnosti minoritnich proteinti neprojevuji tak silng jako pfi
jejich samostatné expresi, protoZe vétSina minoritnich proteind je vykryta bud’ zcasti VP1
pentamerami, nebo zcela v nové vznikajicich virionech. Pfesto by mohly najit uplatnéni ve
velmi pozdni fazi infekce v navozeni destrukce bun€k pro uvolnéni virionu k dalsi infekci.
Jejich afinita k membranam by naopak mohla participovat v mechanizmech uvolnéni se
virové informace z endozomalnich kompartmenti anebo pfimo pii translokaci do jadra.
Exprese fuznich variant planujeme déle vyuzit k vyhledavani interakci minoritnich proteind
polyomaviri metodou imunoprecipitace.

Pro osvétleni Gc€asti minoritnich proteinid v ¢asnych fazich polyomavirové infekce se budeme
snazit ziskat baterie protilatek, s jejichz pomoci bychom mohli identifikovat konformaéni
zmény viriond a vystavené epitopy minoritnich proteini i bunécny kom;;artment v némz

k témto zatim putativnim zménédm mohlo dochézet.
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VIL.

Souhrn



V prvni &asti prace jsme zjiStovali, zda rizné koncentrace VLPs (obsahujici bud’
minoritni protein VP2 nebo VP3) mySiho polyomaviru po pFidani k infekénimu viru
ovlivni jeho infektivitu, neboli, zda se minoritni proteiny uplatiiuji uZ ve velmi ¢asnych

fazich infekce.

o  Proto jsme nejprve vyizolovali tfi typy VLPs mySiho polyomaviru z hmyzich bun¢k
infikovanych specifickymi rekombinantnimi bakuloviry. Ziskali jsme tak ¢&astice
sloZzené z proteinu VP1, VP1 a VP2 a nakonec VP1 a VP3.

o  Nepifimou imunofluorescenci jsme detekovali buiiky produkujici LT 24 hodin po
infekci virovym inokulem s pfidanymi VLPs. Touto metodou jsme nezjistili vyrazny
vliv Zadného typu pseudokapsid na infektivitu viru.

o  Meéfenim poctu bun€k pozitivnich na LT 24 hodin po infekci virovym inokulem
s pfidanymi VLPs metodou pritokové cytometrie jsme zjistili, ze VLPs
s inkorporovanymi minoritnimi proteiny mirné zvys$uji infektivitu viru.

o  NaSe vysledky ukazuji, Ze pfitomnost VLPs, slozenych at’ uz ze samotného proteinu
VP1 nebo obsahujicich minoritni proteiny VP2 ¢i VP3, virovou infektivitu ziejmé

neovliviiuje.

V druhé ¢&asti prace jsme porovnavali konfokalni mikroskopii lokalizaci a cytotoxicitu
strukturnich minoritnich proteini lidského BK viru a mysiho polyomaviru, fiizovanych

s EGFP na C- nebo N-konci, produkovanych v mysich 3T3 a opi¢ich VERO buiikach.

o Lokalizace fuznich variant proteind VP2 a VP3 BK viru s proteinem EGFP pfipojenym
k C-konci byla jaderkové, pravdépodobné arteficielni a jejich cytotoxicita byla nizka.

o Opaéné fuzni varianty, EGFP-VP2 a EGFP-VP3 BKV vykazovaly velmi podobné
chovani jako nefiizované minoritni proteiny. Nalézaly se v jadie bunék a poskozovaly je.

o Fuzni varianty VP2 a VP3 mysiho polyomaviru s EGFP na C—konci byly velmi toxické,
stejné jako jejich ptirozené protéjsky, a mély téméf stejnou jadernou i cytoplazmatickou
lokalizaci.

o Opacné fuzni varianty (EGFP-VP2 a EGFP-VP3) byly lokalizovany spiSe v jadie a

jejich cytotoxicita byla oproti wt proteiniim sniZena.
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Errata — Diplomova prace Michael Jelinek, (2009)

Str. 45: ...suspenze byla centrifugovéana 5 — 7 min, 400g, pFi pokojové teploté. ..

Str. 49: Membrana Serva Nitrocellulose membrane NC 45, cat n0.71208

Str. 50: IV. 2.3.5 Barveni Coomassie blue
Gel byl fixovan fixaénim roztokem (Fixacni roztok = 5% HCIO4, 50% methanol) 1 — 2 hod.

Barveni (barviciho roztok = 0,5%CBBG250, 3,5% HCIO4 ) probihalo pfes noc pfi laboratorni
teploté. Nenavéazané barvivo bylo odmyto dH,O pfiblizn€ 5x v intervalu 2- 3 hod.

Kap. V. 1.2 infikované bunky: mysi fibroblasty 3T6
Str. 72 (a dalsi):
Primarni protilatky:

M a VP1, MPyV: mysi monoklonélni protilatka proti VP1 mysiho polyomaviru, izotyp IgG1
(FORSTOVA et al., 1993), hybridomovy supernatant - nefedi se

M a VP2/VP3, MPyV: klon 1A2, my$i monoklonalni protilatka proti VP2/VP3 mysiho
polyomaviru, izotyp IgG1 (FORSTOVA et al., 1993), hybridomovy supernatant- nefedi se
M a VP2/VP3: klon 2C8, mysi monoklonalni protilatka proti VP2/VP3 mysiho polyomaviru,
izotyp IgG1 (FORSTOVA et al., 1993), hybridomovy supernatant - nefedi se

Rt a LT (velky T antigen), MPyV: krysi monoklonalni protilatka proti velkému antigenu
mySiho polyomaviru, hybridomovy supernatant - neiedi se

Rb o SV40 VP2/VP3 krali¢i polyklondlni protilatka proti spole¢né €asti minoritnich
strukturnich proteind viru SV40 (Abcam). Tato protilatka kiiZové reaguje s minoritnimi
proteiny BKV., 1:5000

G o lamin B kozi monoklonalni protilatka proti laminu B (Santa Cruz), 1:100

M o Histon H1 my3i monoklondlni protilatka proti histonu H1 (AE-4; Santa Cruz
Biolotechnology) 1:200

Sekundarni protilatky: vSechny 1:1000

Str. 89: Obr. V. 33: Exprese EGFP-VP3 BK viru v 3T3 buiikach. Konfokalni fez tfemi
riznymi burikami 24 hod. po transfekci. EGFP-VP3 zelené, lamin B ¢ervené, DNA modfe.
Pouzity protilatky: krali¢i proti spoledné &asti proteini VP2 a VP3, kozi proti laminu B,
sekundarni: kufeci proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s AF 488, osli proti kozim
imunoglobulinim konjugovana s AF546, nalevo kontrast Nomarského.

Str. 97: Tim jsme zohlednili skute¢nost, Ze pomér mezi infekénim a hemaglutinaénim titrem
polyomaviru se pohybuje mezi 10>-10°.



