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Preparation of monoclonal antibodies and expression plasmids for studies of

properties of BK virus structural proteins
ABSTRACT:

The new aim of our laboratory is to solve mechanisms of individual steps of infection of human
polyomavirus BK (BKV). BKV is a nonenveloped DNA virus that asymptomatically infects 60 to 90 % of the
human population. However, BKV is the primary etiological agent of polyomavirus-associated nephropathy,
which causes irreversible graft loss in a part of kidney transplant patients. Moreover, recent results point
toward a role for BKV in early prostate cancer progression. BKV is composed of the major structural protein
VP1, minor structural proteins VP2 and VP3 and a nucleocore. Functions of the minor proteins, VP2 and VP3
in BKV life cycle are not clear but they might play roles in each step of BKV replication cycle. The major
structural protein, VP1 is responsible for receptor binding but it may have other, yet unknown functions.

The aims of this study were: i) to prepare monoclonal antibodies against BKV structural proteins and
ii) to construct recombinant expression plasmids ensuring production of EGFP-fused VP3 in mammalian cells
for investigation of VP3 interactions with host cell structures.

Recombinant baculovirus for production VP2 BKV fused with HIS-tag in insect cells was constructed.
Isolation of VP2 from insect cells by several methods failed, because of insolubility of VP2. As an antigen for
mice immunization protein VP3 isolated from VLPs composed of VP1 and VP3 was finally used. VP3 was
isolated by SDS-PAAGE of VLP lysate and by electroelution of separated VP3 from the gel.

Selected hybridomas producing monoclonal antibodies against VP3 appeared to be unstable and
stopped production of anti VP3 antibody during passaging. Surprisingly, a stable hybridoma cell line secreting
a monoclonal antibody against VP1 BKV was obtained, probably due to contamination of VP3 antigen with a
degradation product of VP1. Anti VP1 monoclonal antibody recognizes denatured VP1 on western blots as
well as native VP1 in cells by indirect immunofluorescence method.

Plasmids carrying sequence for VP3 fused with EGFP (VP3-EGFP and EGFP-VP3) were
constructed. Production of fusion proteins in mammalian cells was verified. The constructs were used for
monitoring of VP3 localisation in simian and mouse cells. It was shown, that both fused VP3 proteins were
predominantly targeted into the cell nucleus below nuclear lamina. In the cell nucleus, fused proteins
colocalised with cellular DNA cumulated in nucleus periphery. The lamina seemed to be demaged in VP3
producing cells.

Key words: BK virus, minor structural proteins VP2 and VP3, major structural protein VP1, baculovirus
expression system, monoclonal antibody.

Kli€ova slova: BK virus, minoritni struktumni proteiny VP2 a VP3, hlavni struktumi protein VP1, bakulovirovy
expresni systém, monoklonalni protilatka.
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KAPITOLA 1: UVOD

Nékteré viry predstavuji pro Zivot na Zemi znaéné nebezpeci a €as od ¢asu nam ukazuji, ze bychom
jejich patogenni aéinky neméli podceriovat. | pres nové poznatky 0 mechanizmech patogeneze jednotlivych
viri ziskanych intenzivnim vyzkumem v oborech mediciny i biologie, nemame proti témto infekénim agens
mnohdy spolehlivou ochranu. Predevsim v zemich s niz$i Zivotni Grovni umiraji kazdorocné na rizné virdzy
tisice lidi. Nicméné v oblastech molekulami biologie a genového inZenyrstvi se viry ukazuji spiSe jako
uzitené nastroje pro poznavani vnitrobunéénych procesu.

V nasi laboratofi se jiz dlouha Iéta zabyvame vyzkumem mysiho polyomaviru a nedavno jsme zahajili
i vyzkum dalSiho viru z ¢eledi Polyomaviridae, lidského BK viru. Polyomaviry pati mezi vyznamné modelové
nastroje v molekulami biologii a jejich studium pfispélo k mnoha vyznamnym objevim. Mezi né patfi
napfiklad: popis struktury DNA v nadSroubovicovém uspoiadani, objasnéni struktury a funkce enhancerl a
promotorti fungujicich pii regulaci transkripce, porozuméni iniciaci a pribéhu replikace v eukaryotické burice,
pochopeni mechanizmu altemativniho sestfihu pre-mRNA nebo objasnéni negativni a pozitivni regulace
genové exprese. Polyomaviry jsou objektem intenzivniho studia i pro svij onkogenni potencial a pfispély
k pochopeni mechanizmu nadorové transformace. Z hlediska medicinského vyuZiti je dilezita schopnost
polyomavirovych kapsidovych proteinl usporadat se spontanné do pseudokapsid (VLPs). Do nich je mozné
vnaset geneticky material nebo peptidy, coz je ¢ini vyznamnym a nadéjnym nastrojem pro genovou terapii a
vyvoj preventivnich a terapeutickych vakcin.

Studium BK viru je vyznamné predevsim proto, Ze se jedna o lidsky patogen. Akoli se prokazala
bezpfiznakova ko-existence BK viru s ¢lovékem v pribéhu evoluce, nedavno se ukazalo, Ze tento virus
zplsobuje Casté komplikace pii transplantacich ledvin a kostni dfené. Nasledkem sniZzené imunity po podani
imunosupresivnich lé¢iv je BK virus schopen re-aktivovat a zplisobovat hemoragickou cystitidu u recipientd
kostni diené, nebo z(izeni moCovych cest a nefritidu u pacientl po transplantaci ledvin. Tato onemocnéni jsou
bohuzel u takto postizenych pacientd ¢astou pricinou odhojeni transplantatu. Abychom se mohli chranit proti
tomuto patogenu, je nutné porozumét jeho Zivotnimu cyklu a objasnit funkce proteinu, které koduje. Ja jsem
svou diplomovou praci zahajila studium strukturnich proteint VP1, VP2 a VP3, jejichz role v replikanim cyklu
polyomavirl jsou nejasné.
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2.1 BK virus

211 Objev a zarazeni BK viru

V roce 1970 Sylvia Gardner poprvé identifikoval a popsal BK virus. Castice tohoto patogenu byly
izolovany ze vzorku moci pacienta s inicialy ,B. K., ktery podstoupil transplantaci ledvin a jiz pal roku po
tomto zakroku mél pfiznaky zuzZeni mofovych cest (GARDNER et al., 1971). Pozdéji se ukazalo, Ze nové
objevené infekéni agens je Elenem &eledi Polyomaviridae. BK virus je spoleéné s JC virem nejznaméjSim
polyomavirem, jehoZ pfirozenym hostitelem je €lovék.

21.2 Epidemiologie BK viru

Ziskana data svéd¢i o ko-evoluci a adaptaci BK viru a ¢lovéka (HIRSCH & STEIGER, 2003). K vétSinou
asymptomatické primami infekci dochazi typicky v ¢asném détstvi po vymizeni matefskych protilatek. Nizké
hladiny replikace BK viru v lymfoidnich tkanich spole¢né s detekci BK virové DNA v mandlich naznaduiji, ze se
primami infekce mize zakladat pravé v mandlich (GOUDSMIT et al., 1982). Zde se infikuji monocyty, které
§ifi virus do dalSich tkani a organu, zejména do ledvin (PORTOLANI et al., 1985). Nasledna infekce
mocového Ustroji je vétSinou bezpriznakova, nicméné po reaktivaci latentniho viru nebo po reinfekci novym
kmenem BK viru mlize dojit nékdy k pfiznakové sekundami infekci (LIN ef al., 2001). Pied 10. rokem Zivota
vzroste sérologicka prevalence az na 50% a u dospélych jedincti dosahuije i vice nez 70% (KNOWLES et al.,
2003). Prirozena cesta pfenosu BK viru jesté nebyla piné objasnéna, ale pfedpoklada se, ze je oralni &i
respirani. O tom svédCi skutecnost, Ze byl BK virus, diky jeho znacné rezistenci k inaktivaci prostiedim,
detekovan takeé v lidskych slinach. Stadium latence se zaklada v tubulamich epiteliich ledvin a v urotelialnich
burikach. Reaktivace a nizka hladina replikace s asymptomatickou viremii se objevuje u 0,3% aZ 5% zdravych
imunokompetentnich jedinci (HIRSCH & STEIGER, 2003). Prevalence vzrista u téhotnych Zen, starSich lidi
a imunosuprimovanych jedinct po transplantaci ledvin (10 %-45 %), nebo po transplantaci kostni diené

(50 %) (DEMETER, 2000). | pfes nezanedbatelnou prevalenci BK virové infekce jsou onemocnéni spojena
s timto virem pomémé vzacna, coz svédEi o spolupraci dalSich faktoru.

21.3 Onemocneéni spojena s BK virem

Vysoka prevalence, latentni infekce a asymptomaticka reaktivace BK viru komplikuje chapani jeho
patogeneze, ktera se muze projevovat rliznym zplsobem. Zejména spojitost BK viru s autoimunitnimi
onemocnénimi a s nadorovymi onemocnénimi je sporna. Existuje hypotéza, Ze u autoimunitnich onemocnéni
spousti replikace polyomaviri patologickou imunitni odpovéd. V experimentalnich studiich mohou byt
autoimunitni odpovédi indukovany DNA-proteinovymi komplexy, jako komplexy DNA s histony nebo ¢asnym
produktem BK virové infekce T-antigenem (VAN GHELUE, 2003). Existuje i spojitost mezi infekci BKV a
autoimunitnim onemocnénim zvaném ,systémova lupus erythematodes®. Hypoteticka role infekce BK virem
v autoimunitnich onemocnénich neni specificka a podobnou odpovéd u nachyiného pacienta mohou vyvolat i
dal$i infekéni nebo neinfek&ni antigeny. Je tedy pravdépodobné, Ze jsou nezbytnymi kofaktory autoimunitnich
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onemocnéni i dosud neidentifikované okolnosti infekce (VAN GHELUE, 2003). ProtoZe BK virus zaklada u lidi
perzistentni infekci a je vyluGovan v modi jedincd, ktefi nevykazuji symptomy onemocnéni, neda se dobie
zhodnotit jeho mozna role v rozvoji lidské rakoviny. Nicméné se v poslednich letech za¢aly mnozit dikazy o
mozné roli BK viru v indukci nadort, hlavné diky citlive PCR amplifikaci, ktera umoznila védcim prozkoumat i
maly vzorek tkané a zhodnotit, zda neobsahuje BK virové sekvence. Ty byly zaznamenany v mnoha lidskych
nadorech jako je rhabdomyosarkom, Kaposiho sarkom, v nadorech plic, jater, slinivky, mozku a v mnoha neo-
plazmatickych zménach mogového ustroji. DalSi védecké skupiny vSak spojitost BK viru s témito nadory
nenasly (shmuto v FIORITY et al., 2005). Neexistuje tedy Zadny urcity dlikaz, ktery by potvrdil, Ze je BK virus
pfimou piicinou vniku nadort u lidi, nebo Ze pisobi jako kofaktor v patogenezi nékterych typu lidské rakoviny.
Nutno zdlraznit, Ze patogeneze autoimunitnich a onkologickych onemocnéni nevyZaduje nepferusenou
replikaci BK viru. Na rozdil od této skutecnosti, je vysoka hladina replikace BK viru viastnosti onemocnéni
jako je PVAN (,polyomavirus-associated nephropathy“) a hemoragicka cystitida.

S BK virem jsou spojeny projevy onemocnéni ledvin, moCovych cest, centralni nervové soustavy a
dychaciho traktu. Nyni je BK virus spojovan zejména s onemocnénim ,PVAN, a to predev§im v souvislosti
s transplantacemi ledvin (HIRSCH et al, 2002). Je alarmujici, Ze PVAN je jednou zpficin odhojeni
transplantatu ledvin v prvnich 2 letech po transplantaci az u 50% pacientd vykazujici pfiznaky PVAN
(HIRSCH & STEIGER, 2003). S replikaci BK viru u pacientll po transplantaci ledvin je spojovan i zanét
mocovych cest. BK virus mize byt piicinou také symptoml podobnych chiipce a infekci homich dychacich
cest u déti, coz svédci o respiraénim zplsobu penosu (GOUDSMIT et al., 1982).

BK virus tedy vyZaduje specifické pfilezitosti, aby mohl projevit svij rozliény patogenni potencial.
Imunosuprese, ktera je pri¢inou vysokych hiadin BK virové replikace a tudiz i patologie organt je béznym
charakteristickym znakem PVAN u pacientl po transplantaci ledvin a hemoragické cystitidy u pacienti po
transplantaci kostni diené, ackoli patogeneze téchto onemocnéni je odlisna. Spojeni BK viru s autoimunitnimi
a nadorovymi onemocnénimi je spomé a vyZzaduje vyvoj specifictéjSich diagnostickych metod, nezavislych na
testovani replikace BK viru.

21.4 Virion a organizace virového genomu

Vsechny &leny &eledi Polyomaviridae maji genom tvoreny kruhovou ds DNA. Uplna sekvence BK
viru obsahuje 5 153 bp u kmene DUN (SEIF et al., 1979), 4963 bp u kmene MM (YANG & WU, 1979) a
5 098 bp u kmene AS (YISHIIKE & TAKEMOTO, 1986). Kruhovy virovy genom je v komplexu s bunénymi
histony H2A, H2B, H3 a H4. Genom BK viru ma 75% homologii s genomem JCV a 70% homologii
s genomem SV40 (SHAH, 1996). Genom BK viru je funkéné rozdélen do tfi oblasti: ¢asné, pozdni a
nekoduiici kontrolni oblasti. Casna oblast, koduje dva proteiny: velky-T (LT) a maly t-antigen, pozdni oblast
kéduje virové kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3 a agnoprotein. Nekddujici kontrolni oblast (NCCR)
obsahuje replikatni pocatek (or) a transkripéni kontrolni elementy pro ¢asnou a pozdni genovou expresi
(SEIF et al., 1979). Casna a pozdni transkripce b&Zi z opaénych DNA fetézci. Schéma genomu BK viru je
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zobrazeno na obrazku 2.1.1. A. Strukturni kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3 tvofi neobalenou ikosahedraini
kapsidu, ktera obklopuje ,nucleocore” obsahuijici jednu molekulu ds DNA genomu. Polyomavirova Castice
méfi 40,5 aZ 44 nm v priiméru. Viriony obsahuji 88% proteind a 12% DNA. Na obrazku 2.1.1. B je znazomén
virion BK viru.

Obr. 2.1.1:Organizace genomu a kapsidy BK viru. A) Schéma organizace genomu BK viru. Zluts-nekoduijici kontrolni
oblast (NCCR), zelené-produkty ¢asné kodujici oblasti:maly (f) a velky (LT) antigen, Eern&-gen pro agnoprotein, Gervené-
gen pro protein VP2, oranZové-gen pro protein VP3 a modie-gen pro protein VP1. Smér exprese &asné a pozdni kodujici

oblasti je znazomén Sipkami. B) (http://www.cql.ucsf edu/Researchivirus/capsids/isva-5A-large.jpg) Ikosahedraini
kapsida BK viru. Tmavé modrou barvou jsou zndzomény pentavalentni kapsomery (kapsomery obklopené 5 sousednimi

kapsomerami, viz dale).

21.5 Nekédujici kontrolni oblast virového genomu (NCCR)

Virova nekddujici regulatni oblast (NCCR) je tvofena 300-500 bp a je umisténa mezi ¢asnou a
pozdni kodujici oblasti. NCCR obsahuje poCatek dvousmémé replikace virové DNA (or) a sekvencni bloky
oznatené O (142 bp), P (68bp), Q (39bp), R (63bp) a S (63bp), které slouzi jako regulaéni oblasti a
enhancery. Obsahuiji vazebna mista pro LT a pro buné¢né transkripéni faktory hrajici roli v modulaci virové
transkripce. V NCCR je také situovan obousmémy promotor pro virovou transkripci ¢asnych a pozdnich gend
(MOENS & REKVIG, 2001). Pomoci pocitaovych pfistupli a funk&nich analyz sekvenci promotoru a
enhancerli byl identifikovan pocet vazebnych mist pro transkripéni faktory v NCCR, jako je CRE (,c-AMP-
response-element‘) v P bloku, dva vazebné elementy pro transkripéni faktor ,Sp-1“ v blocich Q a R a {tyii
vazebna mista pro jademy faktor-1 ,NF-1“v blocich P, Q, Ra S (MOENS et al., 1995).

NCCR rliznych BK virovych kmen( se lii sekvenci (MOENS et al., 1995). Existuje in vitro dlikaz
skuteCnosti, Ze varianty NCCR urCuji permisivitu hostitelské buriky k viru a stupefi virové replikace (DANIEL
et al., 1996). Nevi se, jestli jsou zmény NCCR nezbytné pro patogenezi BK virové PVAN po transplantaci
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ledvin, nicméné u nefropatie spojené s dalSimi imunitnimi onemocnénimi byly BKV kmeny s piestavbami
NCCR popsany (RANDHAWA et al., 2003).

Navzdory vysoké heterogenité NCCR, téméF vSechny kmeny BKV obsahuji sekvenci odpovidajici na
hormony. Ta se sklada z GRE/PRE (,glukokortikoid/progesteron-response-element’) a z ERE (,estrogen-
response-element’) a oba motivy GRE/PRE a ERE zprostiedkuji zvySeni aktivity promotoru po stimulaci
hormony (MOENS et al., 1994). Pridani steroidnich hormonu k burikdm infikovanych BK virem zvySuje
produkci pozdnich virovych kapsidovych protein, které umoziiuji skladani vétSiho poctu virovych astic ve
srovnani s neoplisobenymi burikami infikovanymi BK virem. ERE a GRE/PRE jsou schopny zprostiedkovat
estrogen nebo glukokortikoid/progesteron aktivovanou transkripci, kdyZz jsou spojeny s heterolognim
promotorem a tyto elementy mohou vazat piisluSny receptor in vitro. Aktivace promotoru BK viru
estrogenovym receptorem mize byt zprostiedkovana bud ERE, nebo dvéma AP-1 vazebnymi misty (MOENS
etal., 1999).

21.6 Produkty ¢asné virové genové exprese

Casna oblast je velka 2,4 kbp a koduje dva virové regulani proteiny znamé jako tumorové nebo ,T*
antigeny. Tyto proteiny jsou produkovany z mRNA vzniklych alternativnim sestfihem primamich transkriptl a
oznacuiji se jako velky T antigen (LT) a maly t antigen, na zakladé jejich velikosti (MOENS & REKVIG, 2001).

2.1.6.1 Velky T-antigen

Velky T antigen (LT) je velky jadery fosfoprotein nezbytny pro replikaci virové DNA. Vaze oblast
pocatku virové replikace (ori), kde indukuje rozvijeni dsDNA a rekrutuje bunééné proteiny vyZzadované pro
syntézu DNA. LT je hlavnim virovym regulaénim proteinem BK virové infekce. Diky jeho ¢etnym enzymovym
aktivitam a schopnosti vazat DNA a fadu bunéénych proteinii aktivuje produkci ¢asnych mRNA, iniciuje
replikaci virové DNA a aktivuje pozdni genovou transkripci (LEE & LANGHOFF, 2002). LT je schopen
interagovat s bunécnymi tumorsupresorovymi proteiny a optimalizovat prostiedi pro virovou replikaci.
Rekrutuje hostitelsky komplex DNA polymerazy k po&atku virové replikace pro zahajeni obousmémé syntézy
virové DNA (HARRIS et al., 1998a). Aktivace pozdniho virového promotoru pomoci LT a bunéénych
transkripénich faktori vede k expresi pozdnich gent BK viru (CASSIL et al., 1989).

LT ma také funkce, které dereguluji normaini fyziologicky metabolismus bunék a navozuje
imortalizaci a neoplastickou transformaci (IMPERIALE, 2000). Tim si také vyslouZil pojmenovani tumorovy (T)
antigen a je zafazovan mezi onkoproteiny. LT je schopen transformovat hlodavéi buriky v tkarnové kultuie a v
pfitomnosti aktivovanych onkogenl jako je .ras“ nebo ,myc’, mizZe také imortalizovat lidské buriky
(PORTOLANI & BORGATTI,1978). LT BK viru vaze proteiny z rodiny pRb a p53 (HARRIS et al., 1996).
Vazbou LT k p53 dochazi k stabilizaci tohoto onkosupresoru, coz interferuje s odpovédi p53 na poskozeni
DNA (HARRIS et al., 1998a). ProtoZe jsou z éasného promotoru BK viru exprimovany jen nizké hladiny LT, je
obtizné detekovat vyznamnéj$i mnozstvi komplexti tohoto antigenu s pRb, p107 nebo p130. LT je schopen
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vyvazovat hypofosforylovanou formu pRb z komplexu s transkripénim faktorem ,E2F“, coZz umoZiuje
predéasné uvolnéni E2F, ktery stimuluje buriky ke vstupu do S faze bunééného cyklu (STUBDAL et al., 1997)
a umoziuje rust nezavisle na séru. Analyzy mutaci LT ukazaly, Ze aktivace E2F vyzaduje nejen jeho pRb
vazebnou doménu, ale také N koncovou doménu, zvanou J doména, podle struktumi a funkéni homologie
s rodinou DnaJ molekulamich chaperond. Tato doména zprostiedkuje mnoho dilezitych funkci LT spojenych
s transkripci, replikaci a transformaci (HARRIS et al., 1998b). Existuje hypotéza, Ze LT interaguje s proteiny
rodiny pRb, vyvazuje je z komplexu s E2F a J doménou poté zprostfedkovava degradaci pRb (IMPERIALE,
2000). LT navic indukuje chromozomalni aberace v tkanové kultuie (TRABANELLI et al., 1998).

Jak jiz bylo fe¢eno, genom BK viru obsahuje ERE. KdyzZ je tento element izolovan, vaze pfislusny
receptor in vifro a je-li spojen s heterolognim promotorem, muze zprostfedkovat 17-B-estradiolem
indukovanou genovou expresi. MOENS et al., (1999) zkoumali u€inky obecného koaktivatoru CBP (,CREB
binding protein®), LT a malého t-antigenu na transkripci zprostfedkovanou estrogenovym receptorem.
Konstitutivné aktivovany estrogenovy receptor stimuloval aktivitu BK virového promotoru v HeLa burikach.
Simultanni exprese LT a malého t-antigenu silné aktivovala transkripci zprostiedkovanou estrogenovym
receptorem. Nicméné kdyZ byly tumorové antigeny exprimovany oddélené, pouze LT mimé stimuloval
transkripci zprostiedkovanou estrogenovym receptorem. Stimulaéni Uéinek LT na aktivitu estrogenového
receptoru je pravdépodobné neprimy, protoze nebyla detekovana zadna vzajemna piima interakce obou
proteind. LT rusil synergicky ucinek na transkripci estrogenového receptoru a obecného koaktivatoru CBP.
Shledani, ze ¢asné proteiny BK viru zesiluji transkripci zprostiedkovanou estrogenovym receptorem, mize
mit dulezité biologické nasledky u jedinci se zvySenymi koncentracemi estrogenu. MOENS et al., (1999)
spekuluji, Ze zvySené hladiny estrogenu mohou mit za nasledek reaktivaci viru, a proto je pozorovan vzrist
produkce BKV u téhotnych Zen. ZvySené hladiny estrogenu mohou aktivovat estrogenovy receptor, ktery
spolupracuje s LT a malym t-antigenem a silné zvySuje aktivitu promotoru, coz mlize zplsobit reaktivaci BK
viru (MOENS et al., 1999). Steroidni hormony hraji dilezitou roli i v indukci karcinomu miééné Zlazy, a
estrogenovy a progesteronovy receptor jsou nejduleZitéjSimi hormonovymi receptory spojenymi s rozvojem
rakoviny prsu (CLARKE et al., 1991). Transgeni mySi exprimujici virové tumorové antigeny pod kontrolou
promotoru indukovaného estrogenem vyvinuly rakovinu prsu (SANTARELLI et al., 1996).

2.1.6.2 Maly t-antigen

Role malého t-antigenu v Zivotnim cyklu polyomaviri je nejasna. Analyzy dele€nich mutant SV40
odhalily, Ze t-antigen neni nezbytny pro lytickou infekci v tkarnové kultufe (SCHENK et al, 1976). Také virova
replikace BK viru je UspéSna i bez piitomnosti tohoto proteinu (MOENS & REKVIG, 2001). Nicméné maly t-
antigen spolupracuje s velkym LT v transformaci bunék virem SV40 a zvySuije titr viru pii infekci permisivnich
bunék (SLEIGH et al., 1978, RUNDELL & PARAKATI, 2001).

-20-



KAPITOLA 2: LITERARNI PREHLED

21.7 Produkty pozdni virové genoveé exprese

Pozdni koduijici oblast je velka 2,3 kbp a obsahuje geny pro hlavni struktumi protein VP1 a dva
minoritni struktumi proteiny VP2 a VP3. mRNA pro vSechny tfi kapsidové proteiny se tvofi alternativnim
sestiihem z jedné pre-mRNA. Translace VP2 a VP3 bézi z alternativnich startovnich kodon(i jedné mRNA
(MOENS & REKVIG, 2001). Pozdni oblast také kéduje pomocny agnoprotein.

21.71 Hlavni strukturni protein VP1 a struktura kapsidy BKV

VP1 je 40 kDa protein tvofici strukturu virové kapsidy. Virion BK viru ma podobnou strukturu jako
viion SV40 nebo MPyV, jejichz struktura byla uréena z krystalografickych dat (BAKER et al., 1989
LIDDINGTON et al., 1991, STEHLE et al., 1994, STEHLE et al., 1996). Ikosahedralni kapsida (o priméru
45 nm) je sloZzena ze 72 pentamert proteinu VP1, z nichz 60 pentamerli je hexavalentnich a 12 pentameni
(pfitomnych ve vrcholech ikosaherdu) je pentavalentnich (obr. 2.1.1. B). Pentamery proteinu VP1 viru SV40 a
MPyV jsou sestaveny jako prstence péti monomeni proteinu VP1, ktery ma tvar B-barelu, ze kterého vyénivaji
N-koncova a C-koncova ramena (LIDDINGTON et al., 1991, STEHLE et al., 1996). Monomery VP1 jsou tésné
svazany v pentamery pfes vzajemné propletené B-fetézce (CHEN et al., 1998).

Protein VP1 Ize rozdélit do 3 oblasti: N konec tohoto proteinu (prvnich 15 aminokyselin) je orientovan
dovnitf dutiny pentameru, kde pravdépodobné interaguje s nukleoproteinovym jadrem. V N konci proteinu
VP1 je obsaZen i jaderny lokalizaéni signal (NLS) (prvnich 11 aminokyselin) (CHANG et al., 1992a) a DNA
vazebna domeéna (prvnich 5 aminokyselin) interagujici s DNA nespecificky bez ohledu na jeji sekvenci
(CHANG et al., 1993). NLS na N-konci VP1 BK viru je zodpovédny za jeho transport do jadra, kde se skladaji
viriony. Stfedni &ast proteinu je tvofena a-helixy a B-listy, které jsou vzajemné spojeny smyckami: BC, DE, HlI,
EF, a FG. Smycka EF je soudasti vazebného mista pro vapenaté ionty. Smycky BC, DE a Hl jsou na
povrchu kapsidy a hraji roli pii adsorpci viru na hostitelskou buriku. Dlouha flexibilni C-koncova ramena
proteini VP1 vychazejici zkazdého pentameru zprostfedkovavaji vazby mezi sousedicimi pentamery
(GARCEA et al., 1987). Flexibilni C konce VP1 umoziuji variabilitu v kontaktech mezi pentamery a tim i
tvorbu 6 typu interpentamemich vazeb: o, o, o, B, B ay* (STEHLE et al., 1996).

Za urgitych podminek se kapsida polyomavirii rozpada na jednotiivé pentamery, které mohou byt
znovu sloZeny. Tyto znovu sloZzené astice mohou mit odliSné usporadani a velikosti v zavislosti na slozZeni
pufru. To se ukazalo u rekombinantnich kapsid viru SV40 (KANESASHI et al., 2003) a rekombinantnich VLPs
mysiho polyomaviru (SALUNKE et al., 1989). SALUNKE et al., (1989) demonstrovali, Ze je mySi polyomavirus
schopen tvoiit tfi druhy riizné velikych VLPs na zakladé pouzitého pufru. Pomoci po¢itaéového modelovani
dosli k zavéru, Ze dva druhy takovych znovu sloZzenych VLPs maji ikosahedraini symetrii a jsou slozeny z 12
(T=1) nebo 72 (T=7) pentameru. Treti druh ¢astic byl slozen z 24 pentameri a mé| oktahedralni symetrii.

Gen pro majoritni strukturni protein VP1 BK viru byl exprimovan vhmyzich burikach s pouZitim
rekombinantniho bakulovirového vektoru (LI et al., 2003a). VP1 BK viru se v jadie téchto bunék sam skladal
do VLPs a &astice byly po destrukci hmyzich bunék uvoliiovany do média v tkaiové kultufe. Tyto VLPs mély
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podobné antigenni viastnosti jako nativni BK virové ¢astice a elektronovou mikroskopii metodou negativniho
barveni byly od sebe nerozeznatelné. Na obrazku 2.1.2. A. je elektron mikroskopicky snimek virionli BK viru,
na obrazku 2.2.1. B je elektron mikroskopicky snimek prazdnych VLPs slozenych v hmyzich burikach z VP1
BK viru.

Obr. 2.1.2: Porovnéni struktury virionli BK viru s prazdnych VLPs sloZenych z hlavniho strukturniho proteinu
VP1 BK viru. A) Viriony BK viru izolované centrifugaci v CsCl gradientu z bunék VERO infikovanych BK virem. B) VLPs
sloZené z proteinu VP1 BK viru izolované centrifugaci v CsCl gradientu z hmyzich bunék infikovanych rekombinantnim
baléulovirem produkujicim protein VP1. Mé&fitko odpovida velikosti 200 nm. Elektromikroskopické snimky byly zhotoveny
V. Zilou.

21.7.2 Minoritni strukturni proteiny VP2 a VP3

Minoritni proteiny VP2 (38 kDa) a VP3 (27 kDa) jsou, stejné jako majoritni protein VP1 (40 kDa),
sou¢asti virionu. Jejich role v Zivotnim cyklu polyomavirli je doposud nejasna. Mohou se Ucastnit prakticky
viech fazi virové infekce po€inaje vstupem BK viru do bufiky, dopravy virového genomu do jadra, skiadani a
uvolnéni virion( z buriky i indukce bunééné destrukce. Podrobnéji je témto strukturnim proteinim vénovana
kapitola 2.2.

21.7.3 Agnoprotein

Sekvenovani genomu viru SV40 odhalilo pfitomnost malého otevieného Eteciho ramce (ORF)
v proximalni ¢asti pozdni oblasti, ktera byla nazvana agnogen (DHAR et al., 1977). Produkt SV40 agnogenu
(agnoprotein) byl identifikovan jako 7,9 kDa protein produkovany v pozdni fazi infekce. Tento protein ma
kratky poloas Zivota (cca 2h), je vysoce bazicky (pl=10,6) a vaze jak sSDNA, tak dsDNA (JAY et al., 1981).
Agnoprotein viru SV40 je asociovan s virovymi prekurzory, ale nikoli s maturovanymi viriony (JACKSON &
CHALKLEY, 1981). Pfi srovnani sekvence genomu virG SV40, BKV a JCV byla odhalena pfitomnost proteinli
kodovanych agnogenem o velikostech 62 aminokyselin u viru SV40, 71 aminokyselin u viru BK a 66
aminokyselin u viru JC (COLE, 1996). Agnoprotein BK viru (RINALDO et al., 1998) je detekovatelny
v perinukleami oblasti a cytoplasmé v pozdni fazi infekce. Tento protein je fosforylovan in vivo a mlize byt
imunoprecipitovan se skupinou hostitelskych buné&nych proteind. Funkce agnoproteinu BK viru nebyla
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presné definovana, ale doposud ziskana data svédgi o jeho mozné roli v morfogenezi viriond, dniku viriond z
buriky, regulaci buné&ného cyklu, virové replikaci a genové expresi (shmuto v KHALILI et al., 2005). Ackoli C-
konec agnoproteinu vykazuje vyznamnou diverzitu aminokyselinové sekvence, N koncové a centralni domény
agnoproteinli jsou v ramci eledi Polyomaviridae vysoce konzervovany, coz svédCi o jejich vyznamné funkci
(shmuto v KHALILI et al., 2005).

N-koncové a C-koncové domény agnoproteinu jsou hydrofilni, zatimco centralni ¢ast proteinu je
relativné hydrofobni (VON HEIINE, 1981). Predpokladana sekundami struktura svédgi o pfitomnosti nékolika
moznych ,helix-tumn-helix‘ domén, a o tom, Ze centraini doména muize mit o-helikalni konformaci (GARNIER
et al., 1978). Agnoproteiny jsou velmi bazické proteiny a obsahuji mozna mista pro fosforylaci serinu a
threoninu. Metabolické znageni bunék infikovanych BK virem opatfilo pfimy dikaz fosforylace agnoproteinu
(RINALDO et al., 1998).

LEUENBERGER et al (2007) se snazili dokazat svou hypotézu, Ze agnoprotein muze byt dilezitym
antigenem, vzhledem k jeho vysoké konzervovanosti a hojné expresi in vitro. Proto se rozhodli zhodnotit
expresi BK virového agnoproteinu in vivo z biopsii ledvin pacientl po transplantaci ledvin. Srovnavali
humoralni a bunééné odpovédi proti tomuto proteinu u pacient(i po transplantaci ledvin a zdravych jedincl.
LEUENBERGER et al, (2007) ukazali, Ze je agnoprotein exprimovan v tubulamich epiteliainich burikach
ledvin u pacientii po transplantaci ledvin s histologicky definovanou PVAN. Exprese agnoproteinu in vivo a
in vitro byla nalezena vyhradné v burikach pozitivnich na LT. Oproti tomu LT byl detekovatelny v jadie bunék,
ve kterych mnoZstvi agnoproteinu kolisalo. Navzdory hojné expresi agnoproteinu BKV in vivo,
LEUENBERGER et al (2007) nenasli odpovidajici hladinu bunééné ani humoralni odpovédi, na rozdil od
odpovédi na majoritni struktumi protein VP1 a LT. Bunééné a humoraini imunitni odpovédi proti BK virovému
agnoproteinu jsou vzacné a odrazi jeho slabou imunogenicitu.

2.1.8 Geneticka variabilita BK viru

Ackoli je kodujici oblast BK viru vysoce konzervovana, existuji zde minimaini variace v pozdni oblasti
kédujici majoritni kapsidovy protein VP1, podle nichZ jsou kmeny BK viru rozdéleny do genotypid (I-IV).
Spojitost BKV genotypt s klinickymi pfiznaky nebyla donedavna potvrzena (KNOWLES, 2001), ale nedavno
se ukazalo, Ze je genotyp I predominantnim genotypem v moéi u pacientti s hemoragickou cystitidou, a
proto byva spojovan s rozvojem této nemoci u recipientl transplantatu kostni diené (FIORITI et al., 2005).

Variabilita sekvenci genomu BK viru se projevuje i v NCCR oblasti. Genetické variace zde vznikaji
diky bodovym mutacim, delecim a duplikacim zakladnich regulaénich elementi a mohou mit dramaticky viiv
na transkripéni, transformaéni a replikaéni potencial variant BKV (MOENS et al., 1995). CARR et al., (2006)
analyzovali viiv mutaci a v genu pro VP1 na rozvoj hemoragické cystitidou u pacientli po transplantaci kostni
diené. Dosli k zavéru, Ze samotné genetické zmény nejsou za tento stav zodpovédné. Zaroveri identifikovali
pét novych kmenl BK viru a utvofili hypotézu, Ze delece a substituce u BKV variant mohou byt tvofeny
prestavbami mateiského kmene ,WW" BK viru.

-23-



KAPITOLA 2: LITERARNI PREHLED

CHEN et al., (2004) charakterizovali sekvence 6 novych kloni BKV ziskanych z modi jedince
pozitivniho na HIV-2 a ze zdravého kontrolniho jedince. Jejich vysledky svédci o prekvapivém mnoZstvi
variant ,kvazidruhd“ BKV, existujicich sou¢asné v jednom a tom samém hostiteli.

219 Zivotni cyklus BK viru

Casné stadium replikaéniho cykiu BKV zaéina primami interakci BK viru s povrchem hostitelské
buiiky a pokracuje az do pocatku replikace virové DNA. Pozdni stadium zahmuje vSechny nasledujici udalosti
vedouci ke skladani novych virovych ¢astic a uvolnéni virového potomstva z buriky.

2.1.91 Receptory pro BK virus

Bunéény cyklus BK viru za¢ina adsorpci virion na povrch buiiky. Identifikace bunééného receptoru
pro BK virus je jednou z mnoha kliGovych otazek, které si védecké skupiny zabyvajici se BK virem pokladaly
v piedchozich letech. SEGANTI et al., (1981) ukazali, ze BK virus je schopen hemaglutinovat lidské
erytrocyty, a Ze je tato aktivita citliva k Stépeni neuraminidazou. DalSi studie zjistily, Ze se hemaglutinace,
zprostiedkovana BK virem, po piidani rozpustnych gangliozidi k builkam snizi (SINIBALDI et al., 1987).
Opusobeni VERO bunék neuraminidazou, ktera Stépila zbytky sialovych kyselin u mnoha gangliozidi a
glykoproteint inhibovalo infekci BK virem a piidani gangliozidd k témto asialovanym burikam infekci opét
obnovilo (SINIBALDI et al., 1990). Navic gangliozidy byly identifikovany jako receptory pro mysi polyomavirus
a virus SV40 (TSAI et al., 2003, GILBERT & BENJAMIN, 2003, GILBERT & BENJAMIN, 2000). Casné studie
receptoru tedy objasnily roli sialovych kyselin a polysialovanych gangliozidi ve vstupu BK viru do bunék
VERO a ve vazbé viru k erytrocytlim, nicméné neidentifikovaly receptor.

DUGAN et al. (2005) ukazali, Ze N-glykoprotein obsahujici koncovou a(2,3) sialovou kyselinu je
kriticky pro infekci VERO bunék virem BK. To dokazali enzymatickym odstranénim a(2,3) a a(2,6) sialovych
kyselin z povrchu bunék VERO. Pouzili enzym sialidazu-S ,SAS", ktera specificky odstrariuje a(2,3) sialové
kyseliny z glykoproteini a komplexu karbohydratii a enzym neuraminidazu (NA). Kdyz je ,NA* ve vysokych
koncentracich, pak odstrafiuje a(2,3) i a(2,6) sialové kyseliny z glykoproteind, gangliozidi a z komplexu
karbohydratu, ale je-li v nizkych koncentracich, pak odstrafiuje pouze a(2,3) sialovou kyselinu. Skute¢nost, Ze
obé koncentrace ,NA" inhibovaly infekci, svéd¢i o roli a(2,3) sialovych kyselin v infekci bunék BK virem. DalSi
dukaz role téchto sialovych kyselin v infekci BK virem podali, kdyz upiné odstranili sialové kyseliny z povrchu
bunék a poté buriky opusobili a(2,3) specifickou sialyl-transferazou, aby doslo k rekonstituci sialovych kyselin
na bunééném povrchu. Po této rekonstituci se buriky staly opét citlivymi k infekci BK virem. ProtoZe je tento
enzym specificky pro a(2,3) sialyzaci na N-glykoproteinech, bylo ziejmé, Ze jsou pro zprostiedkovani infekce
postacujici a(2,3) sialové kyseliny na N-glykoproteinech. DalSi otazkou bylo, zda mize byt infekce obnovena
v asialovanych bufikach po opusobeni a(2,6) specifickou sialyl-transferazou. Buriky s obnovenymi a(2,6)
sialovymi kyselinami vSak zlstavaly rezistentni k infekci BK virem, coz vylougilo roli a(2,6) sialovych kyselin
vinfekci BK virem. Aby podpoili roli N-glykoprotein, jakoZto receptori pro BK virus, pouZili metabolické
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inhibitory N glykosylace (tunikamycin) a O-glykosylace (benzyl-N-acetyl-a-D-galaktosaminid). Zatimco
inhibice N-glykosylace tunikamycinem snizovala infekci, redukce O-glykosylace nikoliv. Navic O-specificka
a(2,3) silalyl-transferaza nebyla schopna obnovit infekci v burikach zbavenych sialovych kyselin. DUGAN
et al., (2005) tedy ukazali, Ze N-glykoproteiny obsahujici a(2,3) sialové kyseliny jsou nezbytnou sloZkou
bunééného receptoru pro BK virus.

Protoze vSechny Casné studie svédCily o tom, Ze gangliozidy mohou ovlivnit interakce BK viru
s buiikou, LOW et al., (2006) vytvoiili hypotézu, Ze BK virus mize interagovat na povrchu lidskych bunék se
specifickou skupinou gangliozidd. Jejich pokusy piinesly dikazy o tom, Ze gangliozidy GT1b a GD1b jsou
molekuly, které vazou BK virus in vitro a slouZi jako receptory pro virus na povrchu bunék. ProtoZze se BK
virus nebyl schopen vazat s dalimi gangliozidy, je pravdépodobné, Ze interaguje spiSe se specifickymi
karbohydraty pro dané gangliozidy, nez s lipidem ceramidem, ktery je u vSech gangliozidd stejny. LOW et al.
(2006) demonstrovali, Ze BK virus interaguje s membranami erytrocytl a urgili, Ze je tato interakce zavisla na
molekule, ktera je citliva k neuraminidaze, ale rezistentni k proteinaze K. Interakce mezi BK virem a
membranami tedy nebyla zavisla na proteinové slozce, ale na zbytku sialovych kyselin. Ukazali také, Ze BK
virus interaguje specificky s gangliozidy GD1b a GT1b a nikoliv s GM1, kdyz inkorporovali tyto gangliozidy do
lipozomi. Navic BK virus nebyl schopen infikovat buriky, na kterych nebyly gangliozidy GD1b a GT1b
piitomny beztoho, aniz by k nim tyto gangliozidy nebyly pfidany. Interakce mezi BK virem a gangliozidy GD1b
a GT1b, ale nikoliv s GM1 vede k zavéru, Ze je interakce zavisla na motivu disialové kyseliny. Schéma
ganglipzidﬁ GT1b, GD1b a GM1 je na obrazku 2.1.3.

023 Obr. 2.1.3: Schéma gangliozidi GM1, GD1b a GT1b
(Low et al., 2006). SA-sialova kyselina, Gal-galaktéza,

$1-3 p1-3 jax2-8 Ip1-3 a28  Glc-Glukdza, GalNAc-N-acetyl-galaktozamin, Cer-ceramid.
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21.9.2 Mechanizmus vstupu BK viru do buriky

Stejné jako dalsi DNA viry i BK virus vstupuje do buriky pomoci endocytozy (KASAMATSU &
NAKANISHI, 1998). Agkoli existuji elektromikroskopicka pozorovani lokalizace BKV viriond v hladkych
lahvovitych cytoplasmatickych invaginacich piipominajicich caveolae (PETROGIANNIS-HALIOTIS et al.,
2001), studii charakterizujici mechanizmus endocytozy BK viru do buriky provedl az EASH et al., (2004).
EASH et al., (2004) zkoumali kinetiku a mechanizmus vstupu BK viru do bunék VERO. ProtoZe endocytéza
zprostiedkovana caveolae je definovana citlivosti k cholesterolu, nezavislosti na clathrinu a zavislosti na
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caveolinu-1 a dynaminu (NABI & LE, 2003), zaméiili se pravé na tyto charakteristiky. Jejich vysledky ukazaly,
Ze je BK virus, na rozdil od rychle intemalizovaného JC viru, ktery vstupuje do bunék pies clathrinové vacky,
intenalizovan relativné pomalu. Vétsina infekéniho BK viru vstoupi do bunék, a unikne tak G€inkim
neutralizaniho séra mezi 2 a 4 hodinou po zaatku synchronizované infekce. Zpozdéna intemalizace byla
piipsana i viru SV40, ktery vstupuje do buriky pies caveolae (PHO et al., 2000). Intemalizace zavisla na
clathrinu umozuje JC viru uniknout G¢inkiim neutralizaéniho séra do 30 minut po zacatku aktivni endocytozy
(PHO et al., 2000). EASH et al., (2004) dale hodnotili potfebu cholesterolu na bunééném povrchu béhem
¢asnych krokd BK virové infekce. Zkoumali Gcinek latky methyl-B-cyklodextrinu (MBCD), ktera odéerpava
cholesterol, na BK virovou infekci. Protoze MBCD mél na infekci inhibiéni U¢inek, je ziejmé, Ze membranové
domény bohaté na cholesterol, jako jsou lipidové rafty, hraji roli vintemalizaci BK viru. DalSi pokus této
skupiny vylouéil dlohu clathrinové endocytozy BKV. V buiikach ,VERO* produkovali dominantné-negativni
mutantu proteinu, ktery je vyZzadovan pro ¢asné kroky na clathrinu zavislé endocytézy, aby doSlo k naruseni
intemalizace timto mechanizmem. Nicméné i tyto buriky byl BK virus schopen infikovat. Redukce infekénosti
byla pozorovana naopak v burikach, které exprimovaly dominantné-negativni mutantu caveolinu-1. Inhibitor
thyrozin-kinazy ,genistein” inhiboval infekci v raném stadiu infekéniho cyklu BK viru, coz svéd¢i o indukci
vnitrobunécné signalizace dulezité pro produktivni infekci. DalSi pokusy odhalily ko-lokalizaci BK viru
s markerem caveolinové endocytozy: podjednotkou B cholera toxinu (CT-B). VSechna tato data svédéi o
skute€nosti, Ze béhem produktivni infekce vstupuje BK virus do bunék VERO pies caveolae.

MORIYAMA et al. (2007) zkoumali vstup BK viru do lidskych ledvinovych proximalnich epitelialnich
bunék (HRPETC). Pouzivali methyl-B-cyklodextrin (MBCD) a nystatin (Nys) pro depleci cholesterolu. Obé
latky inhibovaly infekci bunék HRPETC BK virem. Dale zkoumali, zdali je exprese caveolinu-1 nutna pro
internalizaci BK viru. Proto MORIYAMA et al., (2007) transfekovali buriky malymi interferujicimi RNA (siRNA)
namifenymi k degradaci mRNA pro caveolin-1 a také clathrin, jako negativni kontroly. Vysledky tohoto pokusu
ukazaly, Ze siRNA zprostiedkovany ,knockdown* caveolinu-1 zplsobuije inhibici infekce bunék HRPETC BK
virem, zatimco ,knockdown* clathrinu nemél na infekci BK virem viv. To byl dalSi dikaz toho, Ze BK virus
vstupuje do bunék pres caveolae. MORIYAMA et al. (2007) dale sledovali dynamiku ko-lokalizace barveného
BK viru s caveolinem-1 a clathrinem. Barvené BKV ¢astice ko-lokalizovaly s caveolinem-1 a ne s clathrinem,
priemz nejvétsi ko-lokalizace byla 4 hodiny po inkubaci.

21.9.3 Doprava genomu BKV k jadru

Drahy, podél nichz cytosolem putuji endocytické vacky jsou tvofeny cytoskeletamimi mikrotubuly
(polymery globulédmich tubulinovych podjednotek), mikrofilamenty (polymery proteinu aktinu) a
intermediainimi filamenty.

EASH et al., (2005) zkoumali roli mikrofilament a mikrotubull v transportu BK viru cytoplazmou
pomoci latek, které selektivné narusovaly architekturu a dynamiku téchto hlavnich slozek cytoskeletu. PouZiti
Latrunculinu A, jakozto latky rozruSujici aktinova mikrofilamenta, nebranilo infekci BKV, zatimco stabilizace
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aktinovych viaken pomoci latky Jasplakinolidu vyvolalo inhibiéni Ucinek na BK virovou infekci. Shledani
EASHe et al., (2005), ze progrese Casné infekce BK viru v burfikach neni ovlivnéna rozpadiou siti
mikrofilament, je v souladu s pfedchozimi studiemi, které uvadi, Ze u dalSich polyomaviri intemalizovanych
na clathrinu nezavislou endocytézou, neni pro putovani cytoplazmou potfeba neporuseny aktinovy cytoskelet
(ASHOK & ATWOOD, 2003, GILBERT et al., 2003, PELKMANS et al., 2002).

EASH et al., (2005) dale zkoumali roli mikrotubull v éasné infekci bunék ,VERO" BK virem. Za timto
acelem pouzili dvé latky: nocodazol a paclitaxel, které maji opacéné UCinky na stabilitu mikrotubuld.
Reverzibilni inhibice polymerizace mikrotubulll nocodazolem znaéné snizila infekénost BK viru. Infekénost
BKV byla obnovena po odmyti nocodazolu. EASH et al,. (2005) sledovali také vnitrobunéény osud
choleratoxinové podjednotky B (CT-B), vyuZivajici pii vstupu do buiky drahu zavislou na caveolach,
v buiikach VERO opisobenych nocodazolem a v kontrolnich burikach. Jejich vysledky ukazaly, Ze ackoli byla
CT-B uspésSné internalizovana burikou s depolymerizovanymi mikrotubuly, nebyla schopna vstoupit do
Golgiho aparatu tak, jako CT-B v buiikach sneporuSenou siti mikrotubuli. To svédéi o tom, Ze
v nepfitomnosti polymerizovanych mikrotubulli je caveolami ,cargo* ispéSné internalizovan burikou, ale jeho
nasledna vnitrobunééna draha je zménéna. Viriony BKV vstupujici do nocodazolem ovlivnéné buriky mohou
byt vystaveny podobnému vnitrobuné&nému osudu jako CT-B a pohyb s vyuZitim aktinu by je mohl navést na
degradaéni drahu. Inhibiéni ucinek porusenych mikrotubuli na virovou infekénost byl pozorovan do osmé
hodiny po infekci. Zastaveni dynamiky mikrotubuli paclitaxelem neinterferovalo s infekénosti BK viru. Virus
tedy spiSe vyuziva mikrotubuly jako drahy k postupu do uréenych vnitrobunéénych kompartmenti (EASH
et al., 2005).

Putovani BK viru k jadru nebylo prozatim zcela popsano (obr. 2.1.4). BKV ko-lokalizuje s CT-B mezi
4 a 6 hodinou po infekci, coz svédci o tom, Ze by mohl cestovat pfes Golgiho aparat do ER podobné jako CT-
B (EASH et al., 2004). Nebo se BKV muze chovat podobné jako virus SV40, obchazet Golgiho aparéat a
akumulovat se v ER (PELKMANS et al., 2001, NORKIN & KUKSIN, 2005, NORKIN et al., 2002). Analyzy
vacka obsahujicich ¢astice BKV odhalily jejich fuzi se strukturami podobnymi ER a mozna s Golgiho
aparatem. Poté se tyto Gastice akumulovaly v perinukleami oblasti (DRACHENBERG et al., 2003). Nicméné
jak BK virus, a dalSi clenové celedi Polyomaviridae vstupuji do jadra, zlstava hlavni otazkou, kterou
bezvysledné védecké skupiny fesi jiz fadu let.
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Obr. 2.1.4: Dréha vstupu infekéniho BK viru do
hostitelské buiiky (pfevzato z Dugan et al, 2006). 1-
Adsorpce na a(2,3) sialovou kyselinu N glykoproteini a
gangliozidli. 2-Internalizace BK viru pomoci caveolae
zprostfedkované endocytdzy. 3-Pohyb BKV  buikou
svyuZitim polymerizace mikrotubull. 4- Fuze véackd
nesoucich BKV s membranami Golgiho aparatu a ER. 5
Akumulace viru v perinuklearni oblasti buriky.

21.9.4 Casna jaderna faze infekce BK virem.

Po vstupu do jadra slouZzi genom BK viru jako templat pro transkripci ¢asnych virovych genl
koédujicich LT a maly t-antigen. Tohoto procesu se Ugastni buné&na RNA polymeraza II. Oblast promotoru
BKV nebyla doposud Upiné charakterizovana. Jako je tomu i u dalSich polyomavirl, i zde archetypovy kmen
~WW* podstupuje prestavby, které vedou k variabilité transkripini aktivity. Pfedchozi studie poukazaly na
vazebna mista pro bunééné transkripéni faktory ,NF-1¢, ,Sp-1¢, ,AP1¢, ,C/EBPB* a ,NFxB* v promotoru BKV,
nicméné vyznam t&chto transkripnich faktori nebyl doposud zcela objasnén (shmuto v EASH et al., 2006).
Faktory, které mohou fidit tkafiové specifickou transkripci ¢asného promotoru BKV nejsou znamy. Zatimco byl
identifikovan pocet pfedpokladanych vazebnych mist pro transkripéni faktory, neni zcela jasné, které z téchto
faktor mohou skute¢né vazat regulaéni oblast BK viru. U viru SV40 se ukazalo, Ze je jeho ¢asna exprese
regulovana také virovou microRNA (miRNA) (SULLIVAN et al,, 2005). Ta je kédovana hned za pozdnim
poly(A) mistem a odpovida malé molekule RNA neznamé funkce, nazvané ,SAS* (SV40-associated small
RNA). Tyto miRNA jsou komplementami k Easné mRNA a akumuluji se b&hem pozdni faze infekce, kde cili
¢asnou mRNA pro degradaci. Spekuluje se o tom, Ze roli téchto miRNA je omezovani produkce antigen(,
které by mohly byt rozpoznany imunitnim systémem hostitele. Také dal$i polyomaviry primati maji podobné
umisténé sekvence, které by mohly tvofit charakteristické viasenkové struktury miRNA.

Kdyz je hostitelska burika indukovana virovym LT k tomu, aby vstoupila do S faze, navozuje LT
primatich polyomaviri vhodné bunééné prostfiedi pro virovou replikaci. Aby iniciovaly replikaci DNA, vaZou se
dva hexamery tohoto virového proteinu k specifickym sekvencim v pofatku replikace a rekrutuji komplex
hostitelské DNA polymerazy a a primazy k po¢atku pomoci pfimych interakci LT s enzymem. Poté plsobi LT
jako helikaza, ktera rozviji molekulu DNA v poatku replikace. Se zadatkem replikace virové DNA za€ind i
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pozdni transkripce. | vtomto procesu ma LT svou roli a pusobi jako silny aktivator pozdniho virového
promotoru, ze kterého po zahajeni replikace probiha exprese pozdnich virovych gent VP1, VP2 a VP3 a
pomocného agnoproteinu.

U viru SV40 i mySiho polyomaviru se ukazalo, Ze jsou jejich genomy po vstupu do jadra cileny
k jademym téliskim charakterizovanymi pfitomnosti PML proteinu (PML téliska) (PLEVKA, 2002). Lokalizace
genoml SV40 i MPyV na periferii PML-télisek vyZaduje jak LT, tak neporuSeny poéatek replikace DNA
(TANG et al., 2000). Také se ukazalo, Ze DNA je v blizkosti téchto télisek transkribovana a replikovana.
(TANG et al., 2000, ISHOV & MAUL, 1996, PLEVKA, 2002 & RYABCHENKO-nepublikované vysledky). Je
mozné, Ze tyto viry vyuZivaji toho, Ze se v PML téliskach hromadi rizné enzymy a transkripéni faktory pro
aéinnou transkripci viastnich genomi. JUL-LARSEN et al., (2004) ukazali, ze PML téliska akumuluji nové
syntetizovanou DNA v burikach infikovanych lidskymi polyomaviry. Vyznamna ¢ast této DNA byla
jednoretézcova a akumulace DNA vyZzadovala aktivni syntézu virové DNA. Navrhli, Ze PML téliska asociuji
s misty virové replikace, protoze mohou fungovat v metabolizmu DNA a mozna i v opravach rekombinace
DNA.

Funkce PML télisek se intenzivné zkouma a hromadi se diikazy o tom, Ze by mohla mit, mimo jinych
funkci, roli v obrannych protivirovych mechanizmech. Tomu nasvédéuje skuteénost, Ze se v PML téliskach
hromadi fada proteinl, jejichz produkce je indukovana interferonem a také fakt, Zze nékteré éasné proteiny
vétSich DNA virli (adenoviri nebo herpesviri) PML téliska rozruduji (shmuto v EVERETT, 2001). Je mozné,
Ze malé viry, jako jsou polyomaviry, zaujimaji odliSnou strategii a mozna prostfednictvim LT dovedou néjak
protivirovou obranu télisek pfekonat a dokonce z nich téZit.

2195 Pozdni faze infekce BK virem.

V pozdni fazi infekce BK virem dochazi k morfogenezi viriond a jejich uvolnéni z hostitelské buiiky.
Tyto procesy infekéniho cyklu nejen BK viru, ale i dalSich polyomavirl, jsou velmi nejasné. Morfogeneze
polyomaviri za¢ina tvorbou kapsomer a transportem proteinti VP1, VP2 a VP3 do jadra. Interakce minoritnich
proteinti s proteinem VP1 je zprostfedkovana jejich C koncem. VSechny tii struktumi proteiny obsahuji ve své
sekvenci jaderny lokalizacni signal (NLS). Rekombinantni proteiny VP1 produkované v E. coli nebo v hmyzich
buiikach infikovanych rekombinantnim bakulovirem se mohou samy skladat do kapsomer. Za vhodnych
podminek mohu tyto kapsomery spontanné tvofit pseudokapsidy (VLPs). Pro tvorbu kapsidy tedy neni
zapotiebi virova DNA, ani minoritni proteiny (FIELDS, 2007). Také u BK viru jsou kapsidy schopné sloZit se
pouze z proteinu VP1 bez pomoci dalSich bunéénych ¢i virovych proteind, pokud jsou exprimovéany v
eukaryotickych expresnich systémech (LI et al., 2003a.)

Zpusob jakym polyomaviry opoustéji hostitelskou bufiku je nejasny. Zatimco nékteré studie
predpokladaji, Ze se virus uvolni az po destrukci buriky, jiné studie predpokladaji, Ze se virus uvolfije i z
Zivych bunék (FIELDS, 2007). Také samotné uvolnéni virionli z jadra mize byt procesem aktivnim, zavislym
na rozru$eni jademé laminy, jak bylo pozorovano u mysiho polyomaviru (MANINOVA, 2007).
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2.2 Minoritni strukturni proteiny polyomavirti

Role minoritnich struktumich proteinti v Zivotnim cyklu polyomaviri je doposud velmi nejasna. V této
kapitole se, kromé charakterizace hlavnich aminokyselinovych Gsekd minoritnich proteini, vénuji moznym
funkcim téchto proteinti ve vSech fazich replikatniho cyklu polyomavirl. ProtoZe existuji rozdily v minoritnich
proteinech hlodav€ich a primatich polyomavirti, pokusila jsem se je vystihnout na nejvice prostudovaném
mySim polyomaviru (MPyV) a na opi€im polyomaviru SV40 (SV40).

221 Umisténi minoritnich proteinu v kapsidé.

Minoritni proteiny VP2 a VP3 jsou sekvenéné pribuzné. ProtoZe se gen pro VP3 piekryva s
C koncovou &asti genu pro VP2 a prisluSné mRNA jsou piekladany ve stejném étecim ramci, sekvence VP3
je zcela obsazena v C koncové Casti VP2. Protein VP2 navic obsahuje unikatni N koncovou ¢ast, (BAROUCH
& HARRISON, 1994), ktera je u vSech polyomaviri myristylovana (STREULI & GRIFFIN, 1987) (obrazek
2.2.1). V kapsidé je s kazdym pentamerem proteini VP1 spojena bud jedna kopie proteinu VP2, nebo VP3.
Sekvence pobliz spolegného C konce proteinu VP2 nebo VP3 je nezbytna a postacujici pro tvorbu komplexu
pentameru VP1 s minoritnimi proteiny. Struktura polyomavirové kapsidy byla uréena pomoci rozptylu X-
paprsk na krystalovanych virionech pii roziiseni 25 A. Tato studie ukazala, Ze se C koncova &ast VP2 a VP3
nachazi v centraini dutiné VP1 pentameru (GRIFFITH et al., 1992). Ze srovnani map elektronovych hustot
ziskanych z difrakénich studii virioni a kapsid sloZzenych pouze z proteinu VP1 MPyV vyplynulo, Ze
v pétiCetné ose symetrie kazdého pentameru se smérem ,dovnit™ virionu nachazi jedna molekula minoritniho
proteinu VP2, nebo VP3 (GRIFFITH et al., 1992). Pozdéji (BAROUCH & HARRISON, 1994) potvrdili interakci
VP2 a VP3 s pentamery VP1 in vitro a uréili 42 aminokyselin dlouhou sekvenci na C konci proteinu VP3, ktera
je nezbytna pro tuto vazbu. CHEN et al., (1998) provedli detailni studie, kdyz exprimovali spole¢nou ¢ast
proteind VP2 a VP3 (VP2/3) MPyV spoleéné s proteinem VP1 a poté krystalizovali komplex VP1
(aminokyseliny 32-316) s fragmentem obsahujicim 105 C-koncovych aminokyselinovych zbytka VP2/3
(aminokyseliny 214-318). Analyzy struktury ukazaly, Zze C konec fragmentu VP2/3 vstupuje neobvyklym
vlasenkovym zptsobem do dutiny VP1 pentameru, kde je silné ukotven pomoci hydrofébnich interakci, a Ze
vétsi N koncova ¢ast tohoto fragmentu je vyrazné flexibilnéjsi a citliva k proteolyze (obrazek 2.2.2) (CHEN et
al., 1998).

Ve spole¢né C-koncové doméné proteinti VP2 a VP3 viru SV40 jsou obsazeny tii funkéni domény: 1)
jadery lokalizaéni signal (CLEVER & KASAMATZU, 1991), 2) DNA vazebna doména (CLEVER et al., 1993)
a 3) VP1-interaktivni doména (GHARAKHANIAN et al., 1988). U viu MPyV a ostatnich hlodavéich
polyomavirl je situace trochu odli$na. C konec VP2/3 MPyV je oproti viru SV40 a dalSich polyomavirti priméati
zkraceny o DNA vazebnou doménu (CHANG et al., 1993) a s proteinem VP1 minoritni proteiny interaguiji pfes
jinou oblast spoleéné ¢asti (BAROUCH & HARRISON, 1994).
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Obr. 2.2.1: Lineamni uspofadani

1 116 319 poteini VP2 a VP3  mysiho
cofE T T T T polyomaviru (podle Chen et al,

1998). Sed& je znazorn&na spoletna
Gast protein VP2 a VP3. Bile je
znazornéna unikatni N koncova &ast
proteinu VP2 s myristylovou skupinou.

sk

> VP1

VP2

Upraveno podie Barouch a Harrison (1994), Chen et al (1998)

Obr. 2.2.2: Struktura komplexu pentameru proteinii VP1 s minoritnimi proteiny VP2 nebo VP3. A) Schéma
proteinu VP2 nebo VP3 (Cervend) a tfi monomerl proteinu VP1, které tvofi kontakty s minoritnim proteinem. B)
Povrchova reprezentace komplexu zobr. ,A*. C) Schéma interakce mezi proteinem VP2 a dvéma podjednotkami
pentameru proteinu VP1.

222 Unikatni N koncové &ast proteinu VP2 je myristylovana.

Myristylace N konce je kotranslatni modifikaci Sirokého spektra proteind. Jeji funkce neni doposud
zcela objasnéna, nicméné je jisté, Ze nemusi pouze ukotvovat proteiny do vnitrobuné&nych membran.
Existuje mnoho virovych proteind, vé&tSinou spojenych s morfogenezi virioni a dal$imi funkcemi pozdni faze
infekce, jejichz N konec je takto upraven. Myristova kyselina je, po odstranéni inicialniho methioninu, ko-
translaéné kovalentné vazana pomoci N-myristyltransferazy kN koncovému glycinu, ktery je naprosto
nezbytny pro tuto modifikaci. ,Konsenzus* sekvence dleZita pro myristylaci byla nalezena v N konci proteinu
VP2 vech studovanych polyomavirl. Z toho Ize usuzovat na vyznamnou funkci myristylu VP2 v replikatnim
cyklu polyomavirll. Funkce této modifikace byla studovana jak u viru SV40, tak u MPyV, a to mutovanim
kodonu pro glycin nezbytny pro myristylaci.

KRAUZEWICZ et al., (1990) se snazili objasnit roli myristylu VP2 MPyV vytvofenim myr mutanty
viru, kterd méla N koncovy glycin VP2 mutovany na glutamovou kyselinu (mutanta E). Zjistili, Ze
nemyristylovany VP2 je inkorporovan do virovych kapsid a izolovali mutovany virus. Zastoupeni prazdnych
kapsid a virionu bylo obdobné u preparace mutanta i divokého viru. Nicméné elektronova mikroskopie
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negativné barvenych &astic ukazala mimé odliSnou morfologii mutovanych virli v porovnani s ¢asticemi
divokého viru.

SAHLI et al., (1993) studovali myr mutantu s N koncovym glycinem VP2 MPyV mutovanym na
alanin. Tato mutanta vykazovala asi 20x nizSi infekénost pfi plakové titraci a zpozdéni v zahajeni replikace a
syntézy VP1 o 9 hodin v porovnani s divokym virem. Sestavovani virion( a jejich stabilita nebyly ovlivnény. Na
zakladé téchto vysledku autofi vyvozuiji, Ze nepiitomnost myristylace VP2 ma za nasledek defekt v ¢asné fazi
infekce mySim polyomavirem. SAHLI et al., (1993) dale zjistili vznik revertantd k divokému (wt) fenotypu pii
izolaci VP2- a VP3-virll.

MANNOVA et al., (2002) vytvoiili tfi mutanty myristylu: prvni m&l N koncovy glycin MPyV zménény
na glutamovou kyselinu (E), druhy na glutamin (Q) a tfeti na histidin (H). Plakové analyzy prokazaly, ze
mutanta Q ma sniZzenou infekénost asi 20x, zatimco mutanta E asi 40x. Mutanta H netvoiila plaky vibec. Je
tedy pravdépodobné, Ze jsou viastnosti mutant ovlivnény nejen absenci myristylu, ale i charakterem N konce
proteinu VP2. Tato studie neidentifikovala roli myristylu v éasnych udalostech infekce. Mutanty byly schopny
vstoupit do buriky a infikovat ji v prvnim infekénim cyklu s tou samou Géinnosti jako divoky virus. MANNOVA
et al., (2002) taktéZ nepozorovali vyznamné kvantitativni odliSnosti béhem replikace mutant ve srovnani
s divokym virem. V burikach infikovanych mutantou H bylo detekovano jen nepatmé mnozstvi proteinu VP2,
tudiz méla tato mutanta fenotyp podobny spiSe viru bez proteinu VP2. Ztrata infekénosti v plakovych
zkouSkach a v projevech cytopatického 0&inku béhem infekce témito mutanty by mohla svéd¢it spiSe o
defektu v pozdnim stadiu infekéniho cyklu béhem skladani virionii nebo v Uspé$né reinfekci sousednich
bunék virovym potomstvem. MANNOVA et al., (2002) uzavieli, ze myristylace proteinu VP2 MPyV neni pro
Zadny krok infekce nezbytna. Tato modifikace by mohla spiSe hrat roli v udrzeni biologicky aktivni konformace
povrchu virionu. Nepfitomnost myristylu méla za nasledek mimé zmény v interakci s povrchem buiiky a
ostatnimi bun&&nymi strukturami. Tyto U€inky se akumulovaly béhem opakovanych reinfekci.

223 Jaderny lokalizaéni signal (NLS) proteinu VP2 a VP3.

Ackoli jsou kapsidové proteiny polyomavirii syntetizovany v cytoplazmé, jsou bezprostiedné po
dokonéeni syntézy transportovany do jadra, a to také diky jademému lokalizaénimu signalu, ktery je pfitomen
ve spole¢né Casti proteint VP2 a VP3.

CHANG et al., (1992b) pomoci studii delecnich mutant a s vyuzitim syntetickych peptid zjistili, Ze
poslednich 12 aminokyselin MPyV, obsahujicich bazickou sekvenci (Lys-Lys-Lys-Arg-Arg), je zodpovédnych
za jademou lokalizaci tohoto proteinu. Transfekéni experimenty CHANG et al., (1992b) ukazaly, Ze piitomnost
NLS je dostate¢na pro transport VP2 do jadra bez pomoci interakce s dalSimi virovymi proteiny.

Podobné pokusy byly provedeny i za (i¢elem identifikace NLS viru SV40. WYCHOWSKI et al., (1987)
fazovali gen pro protein VP2 SV40 s genem pro VP1 Polioviru a demonstrovali, Ze vysledny fuzni protein byl
cilen do jadra. Pomoci deleénich mutant VP2/3 SV40 poté stanovili, Ze minimalni aminokyselinovy Usek 317-
323 (Pro-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys) umozriuje proteinim VP2 a VP3 jademou lokalizaci. Jademy lokalizaéni
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signal viru SV40 byl potvrzen i dalSimi skupinami (CLEVER & KASAMATZU, 1991, GHARAKHANIAN ef al.,
1987).

Ackoli minoritni proteiny MPyV obsahuji vlastni NLS, v infikované burice pravdépodobné nejprve
interaguji v cytoplazmé s proteinem VP1 a do jadra vstupuji s nim vkomplexu. Zatimco protein VP1
produkovany v hmyzich burikach je lokalizovan v jadfe, samostatné produkované minoritni proteiny jsou
lokalizovany kolem jademé membrany v pfipadé VP2, nebo difuzné v cytoplazmé v piipadé VP3. Jademou
lokalizaci ziskavaji, aZ kdyz jsou exprimovany spoleéné s VP1 (FORSTOVA et al,, 1993). STAMATOS et al,,
(1987) pozorovali u MPyV, Ze pii expresi proteind z rekombinantnich virii vaccinie v CV-1 burikach, ko-
exprese proteinu VP1 vedla k U¢innéj§imu transportu VP2 do jadra a byla nezbytna pro jademou lokalizaci
VP3. Naopak CAl et al, (1994) zjistili, Ze zkraceny protein VP1 MPyV, ktery neobsahoval NLS, byl
translokovan do jadra, kdyZ byl exprimovan spolené s proteinem VP2. To svédéi o zastupitelnosti NLS
struktumich proteini. CLEVER & KASAMATZU (1991) a GHARAKHANIAN et al.,, (1987) ukazali, zZe NLS
minoritnich proteini SV40 je schopen tyto proteiny transportovat do jadra nezavisle na proteinu VP1 v
burikach piirozenych hostitell.

224 Interakce proteini VP2 a VP3 s pentamery VP1

ProtoZze se proteiny VP2 a VP3 vazou k proteinu VP1, pfedpokladalo se, Ze musi obsahovat
domeénu, ktera je této interakce schopna. VP1 interaguje s VP2 a VP3 jiz v cytoplazmé infikované buriky a do
jadra struktumi proteiny vstupuji v komplexu. To udrzuje spravnou stechiometrii proteini VP1, VP2 a VP3 v
jadie a muze usnadnit morfogenezi virionil (KASAMATSU & NEHORAYAN, 1979, LIN et al., 1984, LIN et al.,
1986). Dal$i indicii tvorby komplexti v cytoplazmé byla skutecnost, Ze napiiklad mutanta VP1, ktera méla
funkéni jademy lokalizaéni signal, ale nebyla schopna sbalit se do spravné konformace, zlstavala
v cytoplazmé a blokovala vstup do jadra i proteinim VP2 a VP3 SVA40 (LI et al., 2005). GHARAKHANIAN et
al., (1988) urgili, ze u SV40 je za interakci minoritnich proteint s pentamery VP1 odpovédny jejich C konec,
tedy sekvence, které chybi v C konci minoritnich proteini MPyV. Naopak NAKANISHI et al., (2006) mutovali
C konec VP2 a VP3 SV40 a identifikovali dva sekvenéni elementy: vnitini D1 element (aminokyseliny 155-
190) a C-koncovy D2 element (aminokyseliny 222-234). Ukazalo se, Ze D1 je nezbytny pro vazbu minoritnich
proteind k pentameru VP1 v cytoplazmé a mutace v této oblasti znaéné ovlivni Zivotaschopnost viru. ,D1* je
element, ktery se u VP2/3 MPyV jesté nachazi. Element D2, ktery u MPyV chybi, nebyl pro vazbu k VP1 in
vivo nezbytny. O tom svéd¢i fakt, Ze proteiny VP2 a VP3 s mutacemi v NLS a oblasti D2 byly schopny
vstoupit do jadra, kdyz byly exprimovany spoleéné s proteinem VP1, a to diky interakci VP2/3 D1-VP1. Navic
mutace v D2 oblasti vyznamné neovlivni Zivotaschopnost viru. NAKANISHI ef al., (2006) identifikovali také
aminokyseliny v proteinu VP1 a v VP2/3 spolecné oblasti, které zprostfedkuji vzajemnou interakci. Mutace
v interaktivni doméné minoritnich proteinti inhibovaly vazbu k proteinu VP1, coz snizovalo Zivotaschopnost
viru. Mutanty proteinu VP1, které eliminovaly navazani k VP2/3, byly neZivotaschopné. Tyto vysledky ukazuji,
Ze zru$eni interakce proteinu VP1 s VP2/3 vede k vyraznému snizené infekénosti viru.
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Proteiny VP2 a VP3 MPyV interaguji s proteinem VP1 také pfes doménu nachazejici se na jejich C-
konci (aminokyseliny 140-188) (BAROUCH & HARRISON, 1994). K vzajemné interakci dochazi i mezi
proteiny rekombinantné produkovanymi v prokaryotickém systému E. coli, kde nedochazi k jejich
posttranslaénim modifikacim (BAROUCH & HARRISON, 1994, CAl et al., 1994, DELOS et al., 1995). Kdyz
DELOS et al., (1995) exprimovali proteiny VP2 a VP3 v E. coli, demonstrovali, Ze rekombinantni proteiny VP2
a VP3 interaguiji s proteinem VP1 in vitro, a Ze tato interakce ovliviiuje biochemické vlastnosti VP1 kapsomer
a méni dostupnost epitopu na pentamerach proteinu VP1 protilatkam specifickym pro uréité domény VP1.
Tyto zmény mohou odrazet konformaéni zmény v kapsomerach VP1 a také na povrchu virovych €astic.

2.2.5 DNA vazebna doména proteini VP2 a VP3

Zatimco N konec proteinu VP1 vSech znamych polyomaviri ma nespecifickou afinitu k DNA, DNA
vazebna aktivita minoritnich proteind je specifickd pouze pro polyomaviry primati. Jiz ¢asné experimenty
ukazaly, Ze minoritni proteiny SV40 vazou DNA (GHARAKHANIAN et al., 1988, CLEVER et al., 1993). DNA
vazebna doména se nachazi v sekvenci poslednich 13 aminokyselin na C konci VP2 a VP3 SV40 (CLEVER
et al., 1993), ale nepiekryva se s NLS. Odstranéni poslednich 13 zbytki ma za nasledek 93% redukci
schopnosti vazat DNA a navic ztratu interakce VP2/3 s VP1 (GHARAKHANIAN & KASAMATSU, 1990).
CLEVER et al., (1993) vytvoiili hypotézu, Ze by role proteinii VP2 a VP3 mohla souviset s kondenzaci DNA
béhem baleni mini-chromozomu do virionu. K tomu je vedla skute¢nost, Ze DNA vazebna doména proteinl
VP2/3 je schopna kondenzovat DNA.

DEAN et al., 1995 analyzovali tuto DNA vazebnou doménu. Proto exprimovali 40 C koncovych
zbytki VP2/3 fuzovanych s histidinovou kotvou a mutovali nékteré bazické zbytky v tomto C konci. Mutanty s
bodovymi mutacemi v poslednich 13 aminokyselinach VP2 a VP3 SV40 interagovaly sVP1, byly
transportovany do jadra, ale vdusledku redukované vazby DNA minoritnimi proteiny neprobihala
morfogeneze viriond a mutanty byly neZivotaschopné. To, Ze vSechny mutanty byly schopny interagovat
s VP1, svédéi o nezavislosti téchto dvou aktivit. DEAN et al., 1995 uzavreli, Ze proteiny VP2 a VP3 hraji
duleZitou roli pii skladani novych virionli v jadie. Nicméné toto tvrzeni ta sama védecka skupina po nékolika
letech piehodnotila, kdyZ zjistila, Ze tato DNA vazebna doména pro Zivotaschopnost viru neni nezbytna
(NAKANISHI et al., 2006).

2.2.6 Role proteinu VP2 ve fosforylaci strukturniho proteinu VP1 MPyV
Ve virionech MPyV se protein VP1 nachazi v nejméné deseti riznych posttranslaéné modifikovanych
formach (FORSTOVA et al,, 1993). Béhem infekce mysim polyomavirem je fosforylovan majoritni kapsidovy
protein VP1 na threoninu a na serinu. Fosforylovany jsou threonin-63 pfitomny v BC smy&ce a threonin-156
pfitomny v DE smyéce (STEHLE et al., 1994). FORSTOVA et al., (1993) Zjistili, Ze k syntéze v3ech forem VP1
v bakulovirovém expresnim systému je nezbytna ko-exprese s VP2, a Zze pokud je vhmyzich burikach
produkovan pouze protein VP1, chybi mu oproti proteinu VP1 v infikovanych mySich bufikach nékteré
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modifikované kyselejSi formy. Kyselé fosforylované formy jsou nezbytné pro enkapsidaéni proces a vznik
virionl (GARCEA & BENJAMIN, 1983, LI & GARCEA, 1994). Dusledkem mutace threoninu-156 na alanin byl
defekt v morfogenezi virionl. Fosforylace VP1 vSak nemlize byt nezbytna pro tvorbu prazdnych kapsid,
protoZe i nemodifikovany protein VP1 se mze in vitro skladat do kapsid (SALUNKE et al., 1986).

LI et al.,, (1995) zkoumali fosforylaci proteinu VP1 exprimovaného spole¢né s minoritnimi proteiny
v hmyzich burikéach, aby zhodnotili, zda zména ve fosforylaci miize byt dusledkem jejich interakce. Zjistili, Ze
VP1 produkovany bud samotny, nebo spolecné s proteinem VP3, je fosforylovan na serinu. Tento serin viak
nebyl modifikovan béhem piirozené infekce mySich bunék mysim polyomavirem. Nicméné kdyz byl protein
VP1 produkovan spoleéné s proteinem VP2, byla nefyziologicka fosforylace serinu, pozorovana v piedchozim
pfipadé, snizena. Naopak doslo k fosforylaci threoninu-63, ktery je takto modifikovan i pribéhu infekce MPyV.
Pouze protein VP2, a ne VP3, byl schopen ovlivnit fosforylaci proteinu VP1. To svéd¢i o roli unikatni sekvence
VP2 ve zprostiedkovani této modifikace. Protoze myristylova skupina proteinu VP2 neméla na fosforylaci VP1
vliv, nehraje pravdépodobné v této interakci roli. To, Ze béhem exprese proteinu VP1 spoleéné s proteinem
VP2 neprobéhla fosforylace na threoninu-156 si LI et al., (1995) vysvétluji nepfitomnosti specifické kinazy
v hmyzich burikach, absenci ko-aktivatoru fosforylace, nebo tim, Ze protein VP2 ovliviiuje pouze fosforylaci
threoninu-63. Interakce proteint VP1 a VP2 podle téchto autorti pravdépodobné stabilizuje konformaci VP1
vhodnou pro fosforylaci specifickych threonin(i v molekule VP1.

2.2.7 Mozna role minoritnich proteini v adsorpci polyomavirii na
bunéény povrch a pfi vstupu do bunky.

Pro vstup do hostitelské buiky viry vyuZivaji receptory na bunééném povrchu. Receptory mohou
nejen viry vazat, ale mohou je také navadét na spravnou endocytickou drahu nebo mohou slouZit i v indukci
konformaénich zmeén, které vedou k membranové flzi a penetraci. Polyomaviry vstupuji do buriky receptorem
zprostiedkovanou endocytozou, BKV a MPyV prostfednictvim hladkych monopinocytickych vacku. Receptory
pro MPyV, SV40 i BKV jsou gangliozidy obsahujici kyselinu sialovou. Pro mySi polyomavirus slouzi jako
receptor gangliozid GD1a a GT1b (TSAl et al., 2003).

STEHLE et al., (1994) dokazali, Ze aminokyseliny dulezité pro interakci s bunéénym receptorem leZi
v molekule majoritniho kapsidového proteinu VP1 a i rekombinantni VLPs obsahuijici pouze protein VP1 jsou
schopné vazat se na sialovou kyselinu a vstoupit do mysich bunék (FORSTOVA et al., 1995, RICHTEROVA
et al., 2001). Specifiénost vstupu do buriky a dalsi osud VLPs vSak muze byt ovlivnén absenci minoritnich
kapsidovych proteind. Pritomnost minoritnich antigent (zviasté VP2) muze umoznit specifickou interakci VP1
s receptorem (nebo mozna nasledné i s ko-receptorem), vedouci k produktivni virové infekci.

Jiz STREULI & GRIFFIN (1987) se pii identifikaci myristové kyseliny na N konci proteinu VP2
domnivali, Ze tato modifikace hraje pravdépodobné roli pii vstupu do buriky. Také KRAUZEWICZ et al.,
(1990) zaznamenali, Ze myristylace je vyznamna pro adsompci viru na povrch buriky a pro vstup do buriky.

Naopak MANNOVA et al., (2002) neidentifikovali roli myristové skupiny v éasnych udalostech infekce, protoze
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zjistili, Ze mutanty, postradajicich tuto modifikaci, jsou schopné vstoupit do buriky a infikovat buriku s tou
samou Ucinnosti jako divoky MPyV. Nicméné MANNOVA et al., (2002) shledali, Ze mutanty bez VP2 nebo
VP3 jsou defektni jiz v éasnych fazich virové infekce. AN et al., (1999) zjistili, Ze pseudokapsidy slozené
z rekombinantné exprimovaného VP1 a VP2 nejiginnéji kompetitivné inhibovaly infekci divokym MPyV (wt),
v porovnani s VP1 a VP1/VP3 pseudokapsidami.

CARUSO et al., (2003a) publikovali, Ze by a4f1 integrin mohl byt ko-receptorem po adsorpci MPyV
na buné&ny povrch. Interakce integrinu s VP1 je ziejmé zajiSténa piitomnosti LDV motivu v DE smyéce VP1,
vazebnym mistem pro a4B1-ligand (CARUSO et al., 2003a ,CARUSO et al., 2003b). Tato data je vedla k
hypotéze, Ze prvotni interakce se sialovou kyselinou miize indukovat zménu konformace kapsidy, ktera je
nezbytna pro rozpoznani post-vazebnych bunéfnych ko-receptori a naslednou intemalizaci burikou.
V navazujici praci CAVADELSI et al., (2004) zaznamenali struktumi zmény kapsid MPyV po vazbé na
sialovou kyselinu. CAVADELSI et al., (2004) analyzovali uinek rozpustnych sloZek receptoru na vazbu MPyV
k buiice a infek&nost viru. Vysledky dokazaly, Ze prvotni vazba MPyV ke koncové sialové kyseliné indukuje
konformaéni zmény ve VP1, které se prenaseji na zménu konformace minoritnich proteind.

Receptorem pro virus SV40 je gangliozid GM1 (GILBERT & BENJAMIN, 2004). Piesto Ze se
v gangliozidu GM1 také vyskytuje sialova kyselina, neni zfejmé zapojena do interakce s SV40. Tento virus
totiz nehemaglutinuje. Ko-receptorem by, podle nékterych praci (ATWOOD & NORKIN, 1989), mohla byt
molekula MHC-I. Hiavni kapsidovy protein VP1 viru SV40 je nezbytny a postaéujici pro vstup viru do buriky. V
proteinu VP1 jsou dvé vazebna mista pro Ca?*. Bylo pozorovano, Ze jedno z nich, ,vazebné misto 1, mize
hrat roli ve vytvofeni spravné konformace virionu. Mutace v tomto misté neovlivni morfogenezi virioni ani
enkapsidaci, ale mutované ¢astice se nejsou schopné adsorbovat na bunéény povrch ani vstoupit do buriky
(Ll et al., 2003b).

DANIELS et al., (2006b) vyuzili mutované genomy SV40, které neexprimovaly VP2 nebo VP3
k prozkoumani role minoritnich proteini ve vstupu do buriky a penetraci bunéénych membran (membrany
ER). Demonstrovali, Ze proteiny VP2 a VP3 jsou nezbytné pro infekci. V nepritomnosti VP2 nebo VP3 ztracely
mutanty Zivotaschopnost, coz bylo zplisobeno defekty v (i¢inné absorpci viru na bunéény povrch (v pipadé
absence VP2) a v transportu virového genomu od bunééného povrchu k jadru (v pfipadé absence VP3).
Pritomnost proteinu VP2 vyznamné zvySovala schopnost virionu vazat povrch hostitelské buriky a astice
postradajici tento protein interagovaly méné cinné s bunéénym povrchem. To svédgi o tom, Ze protein VP2
hraje také roli vadsorpci virioni na bunéény povrch. Po odstranéni VP3 mély Castice naopak az
dvojnasobnou schopnost vazat se k povrchu buriky ve srovnani s divokym virem. Céstice se zvySenou
schopnosti vazat buriku (A VP3) obsahovaly vy$si pomér VP2:VP1 ve srovnani s divokym virem. Tato data
demonstrovala, Ze VP2 hraje roli ve vazbé virovych ¢astic na buriku.
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2.2.8 Role minoritnich proteini polyomavird v dopravé a vstupu
virového genomu do jadra.

Malé viry (do 39 nm v priiméru) mohou vstupovat do jadra pies komplex jademého poru, aniz by
meénily konformaci i se rozpadly. Vétsi viry musi naopak umoznit vstup do jadra pouze genomu nebo se
alespoil &astecné rozvolnit, maji-li vyuzit pro vstup do jadra komplex jaderného péru. Tabulka 2.2.3, ktera
shmuje mechanizmy vstupu jednotlivych polyomavri do buiky a vyuZiti vnitrobunéénych organel a
cytoskeletu pfi dopravé virového genomu JC viru, BK viru, viru SV40 a mySiho polyomaviru smérem
k bunéénému jadru ukazuje, Ze tyto viry sméfuji do endoplazmatického retikula. Aby mohl virus pokracovat do
jadra pfes jademé pory, musi se néjak uvolnit z lumen ER.

Chaperon ERp29, €len rodiny proteini PDI, ktery je lokalizovan v ER, indukuje konformaéni zménu
C konce proteinu VP1, coZ piispiva k hydrofobicité virové ¢astice. Ta je poté schopna vazat lipozémy a rusit
integritu membranové dvojvrstvy (MAGNUSON et al., 2005, RAINEY-BARGER et al., 2007a). RAINEY-
BARGER et al., (2007b) ukazali, Ze ¢astice MPyV aktivovana ERp29 naruSuje membrany ER. Biochemické
analyzy dale odhalily, Ze tato aktivace je provazena zménou konformace kapsidy a aniz by aktivovana virova
Castice byla rozpadla, protein VP2 se exponuje na povrch &astice. Vystaveny protein VP2 se poté vaze na
membrany ER a perforuje je. Protein VP3 se také vaze na membrany ER a integruje se do nich, ale neni
schopen je perforovat, a proto mize jen piispivat k prvotni adsopci aktivované virové ¢astice na membranu
ER. Jestli je VP3 vystaven nasledné po aktivaci chaperonem ERp29 je nejasné. Protoze C konec VP1 je
odpovédny za stabilizaci interpentamemich interakci, RAINEY-BARGER et al., (2007b) vytvorili hypotézu,
podie které konformaéni zmény VP1 destabilizuji kapsidu a vystavi se flexibilni N konec VP2 molekul.
Obnazeni této oblasti, ktera obsahuje myristyl a transmembranové domény VP2, uéini hydrofébni virovou
¢astici kompetentni k penetraci membran a vstupu do cytosolu.

Nedavno DANIELS et al.,, (2006a) demonstrovali, Ze exprese strukturnich proteini VP2 a VP3 SV40
v bakteriich E. coli, ¢ini bakterie propustné pro membranové-impermeabilni inhibitor proteosyntézy
Hygromycin B. Toto zjisténi podporuje hypotézu, Ze proteiny VP2 a VP3 maji roli v penetraci viru do cytozolu.

DANIELS et al., (2006b) zkoumali schopnost VP1, VP2 a VP3 vazat se na membrany ER a
inkorporovat se do nich. Vazba a integrace byla studovana pfi produkci struktumich proteinii v burice
(integrace nové syntetizovanych proteinii do ER) a pii infekci virem (cestou, kterou by mél vyuZivat virus po
vstupu do buriky). Minoritni proteiny byly schopny vazat na membrany ER a integrovat se do nich v obou
pripadech. DANIELS et al., (2006b) demonstrovali, Zze pestoze proteiny VP2 a VP3 existuji v rozpustné
formé, jsou-li vazany s VP1, absence proteinu VP1 ma za nasledek posttranslacni inzerci minoritnich proteinl
do membran ER. Tyto proteiny by tedy mohly mit funkci v translokaci virového genomu pfes membranu ER.

DANIELS et al, (2006b) urcil, ze se protein VP3 integruie do ER pomoci nékolika
transmembranovych segmentt. ProtoZe je tato konformace charakteristicka pro proteiny tvofici kanaly nebo
pro viroporiny, uréovali, zda jsou minoritni proteiny schopny tvofit oligomery prozkoumanim schopnosti VP2 a

VP3 vazat GST-VP3. Zjistili, Ze minoritni proteiny maji schopnost oligomerizovat, coz podpoiilo hypotézu, Ze
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by minoritni proteiny mohly byt viroporiny, které se inzertuji do membran ER a pomahaji pii dopravé virového
genomu z lumen ER k jadru.

a(2,3)sialova
. : kyselina, GD1b a koncova a(2,6)sialova a(2,3)sialova kyselina,
Receptory GT1b kyselina, GT1b gangliozid GM1 GD1a, GT1b
SR serotoninovy receptor
Ko-receptory ? 5HT-2a MHC| a4p1 integrin
SRS Primarné
Mechanizmus zprostfedkovany zprostfedkovany zprostfedkovany
vetpy caveolae clathrinem caveolae caveolae ?
RSO Endozomy s
. Transport | vatky lokalizovany v COPI vatky, Fize s | caveolinem-1,recyklujici
oy | ER nebo GA 77? caveosomem, ER endosomy, ER
pH Zavisla Zavisla Nezévisla zévisla
Sl neporusené MT alF, neporusené MT, neporusené MT,
poladavkyna | neporudené MT, dynamicka dynamické dynamicka
cytoskelet | rozpad mikrofilament mikrofilamenta mikrofilamenta mikrofilamenta

Obr. 2.2.3: Unikétni drahy vstupu polyomaviri do buiiky (Upraveno podie DUGAN et al., 2006).
ER=endoplazmatické retikulum, MT=mikrotubuly, IF=intermediaini filamenta.

Membrana ER je nepropustna pro molekuly vétSi nez 500 Da, a protoZe lyze ER mtize mit za
nasledek smrt hostitelské buriky, transfer genomu SV40 pravdépodobné vyZzaduje membranovy pér nebo
kanal (LE GALL et al., 2004). Potencionalni kanal ER, kterého se mize SV40 zmocnit pro transfer svého
genomu z ER je komplex ,dislocon®, ktery transportuje Spatné sbalené proteiny z ER do cytoplazmy pro
degradaci, jakozto soulast s ER asociované degradatni drahy ERAD, zapojené v kontrole kvality protein(
(TSAI et al., 2002). Struktumi proteiny by mohly napodobovat substrat pro ERAD ve snaze projit membranou
ER do cytoplazmy s genomem vazanym pies DNA vazebnou doménu struktumiho proteinu. Tato pfirozena
cesta z ER do cytosolu je ale malo pravdépodobna, vzhledem k velikosti kanalku, kterym jsou Spatné sbalené
proteiny transportovany. Proto je pravd&podobn&jsi, Ze priniku rozvolnéného viru by napomohly vySe
popsané vlastnosti minoritnich proteinii. Podle DANIELSe et al., (2006b) existuji dvé moZné cesty dopravy
virové DNA z ER do jadra. V prvni hraje roli translokace do cytoplazmy nasledovana klasickym transportem z
cytoplazmy do jadra pfes jaderny poér. Druha draha vyZaduje zapojeni transportniho fetézce z ER lumen do
jadra pfes vnitfi jademou membranu. Kterou z t&chto drah ve skuteCnosti virus SV40 vyuziva je doposud
nejasné.

-38-




KAPITOLA 2: LITERARNI PREHLED

Obr. 2.2.4: Model vstupu viru SV40 do buiiky a penetrace membran ER (podle Daniels et al., 2006). 1) Vazba viru
SV40 na hostitelskou bufiku je spolufizena kapsidou a proteinem VP2. 2) Navazany virus projde pfes plazmatickou
membranu a vstoupi do caveolae. 3) Virus je endocytovan a transportovan v caveolinem obalenych vaécich do
caveozomu. 4) Castice viru SV40 pudi z caveozomu a cestuje k ER. 5) KdyZ se virova &astice octne v lumen ER,
kapsida se s pomoci bunéénych chaperont sidlicich v ER rozpadne, a uvolni se virovy genom a pentamery proteinu
VP1 asociované s VP2 a VP3. 6) Dalsi disociace pentamer VP1 uvolni navazané proteiny VP2 a VP3. 7) Proteiny VP2 a
VP3 oligomerizuji a vstupuji do membrany ER, aby vytvofily multimemi komplexy, které umozni transport genomu pfes
membranu ER. 8a) Komplex proteini VP2 a VP3 interaguje s kontinuaini membranou ER a jadra, aby mohl genom
vstoupit do jadra pfimo z ER. 8b) Komplex proteini VP2 a VP3 interaguje s membranou ER, kterd nenavazuje na
membranu jadra, coz umozni transport genomu z lumenu ER do cytoplazmy. 9) V cytoplazmé jeden ze strukturnich
proteinti vyuZije svou NLS a DNA vazebnou doménu a pienese genom do jadra.

229 Role minoritnich proteini polyomavirti v morfogenezi virionu

Komplexy pentameru VP1 a VP2, nebo VP1 a VP3, vzniklé v cytoplazmé a translokované do jadra,
nasledné vazou genomovou DNA viru, ktera je v podobé mini-chromozomu asociovana s histony hostitele.
Tento proces pravdépodobné probiha postupnym usporadanim kapsidovych proteini na mini-chromozom.
Detailni mechanizmus rozpoznavani virové DNA a vazby kapsidovych proteind je nejasny. Proteiny VP2 a
VP3 MPyV mohou asociovat s histony a navadét komplexy struktumnich proteini béhem maturace virionu
MPyV (FORSTOVA et al., 1993).

Jiz dlouho je znamo, Ze jsou proteiny VP1 polyomaviri schopny tvorit pseudokapsidy (VLPs), kdyz
jsou exprimovany v hmyzich burikéch z rekombinantnich bakulovirli (FORSTOVA ef al., 1993). KANESASHI
et al.,, (2003) ukazali, Ze jsou pentamery proteinu VP1 SV40 schopny skladat se za riznych nefyziologickych
podminek do morfologicky riznych VLPs. Nicméné za fyziologickych podminek VLPs in vitro nevznikaly.
KAWANO et al., (2006) pozorovali, Ze pentametry VP1 SV40 nebo komplexy VP1 a VP2 tvofi rizné typy
¢astic za riznych pH. Napf. pentamery sloZzené pouze z proteinu VP1 se skladaly do dlouhych tubulamich
struktur pfi pH=5. ProtoZe protein VP1 szaménami aminokyselin v C koncovém rameni se v hmyzich
burikach prednostné sklada do tubulamich struktur (ISHIZU et al., 2001), je pravdépodobné, Ze struktura C
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koncového ramene VP1 umoZiiuje tvorbu takovych struktur za specifickych podminek. Pfi pH=7 VP1
pentamery VLPs netvofily (KANESASHI et al, 2003). Pentamery VP1 spolu s proteinem VP2 tvofily
kapsidové struktury VLPs. Stimulaéni G€inek proteinu VP2 byl maximalni, kdyz byl pomér pentameru
VP1:VP2-1:1. Molekula proteinu VP2 interagujici s pentamerem VP1 indukuje ziejmé interakci pentamer-
pentamer. Navic se zda, Ze protein VP2 navozuje takovou konformaci C koncového ramene proteinu VP1,
ktera napomaha tvoiit VLPs. Protein VP2 nejspi$ zprostiedkuje dostateéné zmény v pentameru VP1, aby
navodil tvorbu kulatych &astic namisto dlouhych tubulamich castic pfi pH=5 (KANESASHI et al., 2003).
KAWANO et al., (2006) demonstrovali, Zze je protein VP2 inkorporovan do VLPs stejné jako u nativnich
viriond, pfiéemz interakce mezi dvéma proteiny VP2 uvniti Castice by se také mohly podilet na vzniku kulaté
struktury. Pii pH=8 a vy3Sim, VP1 pentamery mohou in vitro tvofit VLPs, ackoli s niz$i u€innosti a
nepravidelnou morfologii. Pfi tomto pH protein VP2 nestimuluje skladani VLPs, ackoli interaguje s VP1
pentamery. KAWANO et al., (2006) dale ukazali, Ze C konec VP2/3 (aminokyseliny 119-352) je dostadujici
pro stimulaci skladani VP1 VLPs in vitro. ProtoZe unikatni oblast VP2 (aminokyseliny 1-118) ma také afinitu k
pentamerim VP1, mize mit tato oblast zatim neznamou roli v skladani virion in vivo. Pfi tvorbé virionG in
vivo by se mohly uplatiiovat dalsi slozky. Spravné skladani virovych ¢astic by mohlo vyZadovat chaperony
(GENEVAUX et al., 2003, SULLIVAN et al., 2001).

V3echny tfi kapsidové proteiny u polyomavirii primatd vazou DNA nespecificky a s vysokou afinitou
(LI et al., 2001, CLEVER et al., 1993). To vzbuzuje otazku, jak rozpoznavaji virovy minichromozom v jadre
v pitomnosti obrovského nadbytku bunééného chromatinu. Specifické rozpoznani SV40 minichromozomu by
mohlo byt dosaZeno diky proteinu ,Sp1“, ktery se vaZe na enkapsidacni signal ,ses“ (OPPENHEIM et al.,
1992) obsahujici GC boxy v regulaéni oblasti genomu SV40 (DALYOT-HERMAN et al., 1996). Faktor Sp-1 by
mohl rekrutovat kapsidové proteiny ke specifickému mistu virového minichromozomu (GORDON-SHAAG et
al., 1998, GORDON-SHAAG et al., 2002). Vazba komplexu VP1sVP2/3+Sp-1 na ,ses“ vede k zastaveni
tvorby jak Gasnych, tak pozdnich genii (GORDON-SHAAG et al., 1998), a tak indukuje pfeménu z faze
replikace a transkripce k fazi morfogeneze virioni. Komplex Sp-1-VP1sVP2/3-ses by tak mohl slouzit jako
zarode&né centrum pro morfogenezi viriond SV40.

ROITMAN-SHEMER et al., (2007) zkoumali in vitro interakce VP1sVP2/3 kapsomer s genomem
SVA40. Pouzivali mutantu VP1 s deletovanym C-koncovym ramenem, ktera nebyla schopna tvoiit virové
Castice, ale méla zachovanou schopnost vazby DNA. Analyzy elektron mikroskopickych snimk{ odhalily, ze
se komplexy VP1sVP2/3 vazi nespecificky do nahodnych mist DNA, ale pfitomnost Sp-1, ktery se ke
komplexu VP1sVP2/3 vaze, nasméruje tento komplex do sekvence specifické pro Sp-1 (obr. 2.2.5). Faktor
Sp1 nebyl soucasti maturovanych virionli. Vysledky této skupiny svéd¢i o tom, Ze se kapsomery diky Sp-1
vazou do urcittho mista virovému genomu, coz zvySuje jejich lokalni koncentraci a usnadiuje rychlou
soustredénou ,assembly” reakci a odstranéni Sp1.
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Obr. 2.2.5: Vizualizace interakce DNA se struktumimi proteiny viru SV40 (Roitman-Shemer et al., 2007) A)
Interakce komplexd VP1ACsVP3 (VP1 s deletovanym C koncovym ramenem) s kruhovou DNA viru SV40 v pfitomnosti
poly (dI-dC). Mé&fitko znadi 100nm. B) Interakce proteinu Sp1 a VP1ACsVP3 s linearni DNA viru SV40 v piiitomnosti poly
(dI-dC). Métitko znagi 100 nm. Sipky sméfuji k proteinovym komplexim navazanym na DNA.

ProtoZe minoritni proteiny my$iho polyomaviru maji oproti minoritnim proteinim polyomavirl primatti
zkraceny C konec, a postradaji tak DNA vazebnou doménu, je zfejmé, Ze by skladani virovych astic MPyV
mohlo probihat odli$né&, nez u viru SV40.

Tvorba komplext proteinu VP1 s minoritnimi proteiny v cytoplasmé pred vstupem do jadra udrZuje
optimaini stechiometrii struktumich proteinl v jadfe, a proto by mohla usnadiiovat G&innou morfogenezi
virionll (KASAMATSU & NEHORAYAN, 1979, LIN et al., 1984, LIN et al., 1986). Podil minoritnich proteinli na
morfogenezi viriont v jadfe je v8ak zpochybnén. Pfi expresi VP1 MPyV v hmyzich burikach jsou v jejich
jéadrech tvofeny kromé VLPs také viriontim podobné struktury, u kterych se v kapsidach nachazi ,pseudocore”
obsahuijici cca 5 kbp dlouhé fragmenty DNA hmyzich bunék nebo bakulovirGi spolu s bunéénymi histony
(PALKOVA et al, 2000) Zda se tedy, Ze samotny protein VP1 mize Fidit tvorbu virionim podobnych &astic.
Jestli takovéto ¢astice mohou vznikat i v mySich burikach je nejasné. Mozna vzniku takovychto ¢astic pomaha
néjaka bakulovirova funkce.

Jedna z teorii mechanizmu procesu morfogeneze je, Zze VP1 pentamery s minoritnim proteinem
mohou kondenzovat kolem virového minichromozomu, kam jsou pravdépodobn& sméfovany minoritnim
proteinem (GRIFFITH et al., 1992). Béhem tohoto procesu by mohlo dojit k vyt&snéni histonu H1, ktery se, na
rozdil od ostatnich bun&&nych histond, ve virionech nenachazi.

Podle YUEN & CONSIGLI (1983) je morfogeneze virionli zaloZzena na postupném vzniku virionu.
Virovy minichromozém je uspofadan do nucleocore, které je obaleno kapsomerami. V zavéru dojde ke
konformaéni zméné, ktera je odpovédna za vytvofeni stabilniho zralého virionu. Byly izolovany jednotlivé
prekurzory virion{: virovy mini-chromozém, pre-virion (200S) a virion (240S).

Je zajimavé, Ze konstitutivné exprimovany gen pro eukaryoticky chaperon: ,heat shock cognate
protein“ (hsc70), asociuje posttranslaéné s proteinem VP1 a poté s nim kolokalizuje v jadre virem infikovanych
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mysich bunék (CRIPE et al., 1995). Bakterialni ¢len rodiny Hsp70-DnaK také asociuje s proteinem VP1, ktery
je rekombinantné exprimovan v E. coli (CRIPE et al., 1995). Hsp70 chaperony mohou byt faktory, které
kooperuji pii skladani polyomavirovych kapsid in vivo a kontroluji pfesnost @ mozna i buné&nou lokalizaci.
CHROMY et al., (2003) shledali, ze po produkci rekombinantniho proteinu VP1 v E. coli, DnaK provazi VP1
pii purifikaci a asociuje s jeho C koncovou doménou, ktera spojuje pentamery v kapsidé. Kdyz se stabilné
navaze k proteinu VP1, DnaK inhibuje in vitro skladani virovych ¢astic indukované vapnikovymi kationty.
Nicméné in vitro, v pfitomnosti ATP, chaperonovy systém, zahmujici DnaK, DnaJ (hsp 40 ko-chaperon v E.
coli) a GrpE (ko-chaperon slouzici jako ,nucleotide exchange factor), pomaha skladat proteiny VP1 do
uniformni kapsidy bez pomoci vapniku. Chaperonem zprostiedkované skladani virovych ¢astic bylo podobné
pozorovano s eukaryotickym hsc70 v kombinaci s funkci J domény SV40 LT.

SHISHIDO-HARA et al., (2004) produkovali zaroveii proteiny VP1, VP2, VP3 a agnoprotein JC viru
v COS-7 burikach za uéelem zkouman skladani virovych ¢astic. Jejich vysledky svédéi o tom, Ze protein VP1
a minoritni kapsidové proteiny se kooperativné akumuluji v PML téliskach, kde dochazi ke skladani do viriond.
Kooperace VP1 s VP2 a VP3 je pro lokalizaci v PML téliskach nezbytna, protoZze ani VP1 ani VP2/3 se
neakumulovaly v PML téliskach, pokud byly produkovany samostatné. V pritomnosti agnoproteinu vykazovalo
vy3Si procento bunék disté jademou lokalizaci VP1, nicméné role tohoto agnoproteinu pii skladani viriont
pravdépodobné neni esencialni (SHISHIDO-HARA et al., 2004).

2.2.10 Role minoritnich proteini polyomavird vindukci bunééné

destrukce a v niku novych virionu z hostitelské buriky.

Ke skladani viriond vétsiny DNA virl, véetné polyomaviri, dochazi v jadie. Neobalené viry se ¢asto
uvolni z bunék navozenim nekrézy. U eukaryotickych bunék existuji dvé cesty navozeni bunééné smrti.
Apoptéza je programovana bunééna smrt, vyvolana aktivnim bunéénym procesem, ktera ma za nasledek
fadu morfologickych zmén, aktivaci proteaz, fragmentaci DNA a uzavieni bunéénych slozek do membranou
obklopenych kulatych télisek pfi procesu zvaném ,blebing“. Nekroza je charakterizovana zdufenim buriky,
permeabilizaci buné&nych membran, coz ma za nasledek degradaci bunéénych struktur lytickymi enzymy a
uvolnéni cytozolickych slozek do extracelulamiho prostoru.

GORDON-SHAAG et al., (2003) zkoumali spojitost mezi minoritnimi proteiny viru SV40 a enzymem
Poly (ADP-rib6za) polymerazou (PARP). PARP je enzym, ktery je ve velkém mnoZstvi exprimovan v jadie
vétsiny eukaryotickych bunék. Tento enzym modifikuje proteiny tvorbou rozvétvenych polymeri poly (ADP-
ribézy) s vyuZitim NAD* jako substratu. PARP modifikuje prevazné DNA vazajici proteiny, jako jsou
transkripéni faktory Sp-1 nebo YY1, ale jeho nejvétsi aktivita spofiva v automodifikaci. PARP hraje roli
v nékolika kli€ovych bunéénych procesech, jako je oprava DNA zlomu, rekombinace, prodluzovani telomér,
regulace transkripce, apoptéza a dalSi. Stimulace PARP vede k ireverzibilnimu vyéerpani NAD*, coz ma za
nasledek bunéénou nekrozu. V &asnych fazich apoptézy modifikuje PARP protein ,p53“ a nasledna
degradace poly (ADP-rib6zovych) fetézci je spojena s aktivaci kaspazy 3, ktera $tépi PARP, ¢imz se PARP
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inaktivuje (SIMBULAN-ROSENTHAL et al., 1998). Stépeni PARP je charakteristickjm znakem apoptzy.
GORDON-SHAAG et al., (2003) ukazali, ze se PARP vaze ke kapsidovym proteind VP1 a VP3 viru SV40. Jeji
enzymaticka aktivita je stimulovana proteinem VP3, ale ne proteinem VP1. Jejich experimenty demonstrovaly,
Ze doména proteinu VP3 vazajici PARP je lokalizovana v C koncovych 35 aminokyselinach, zatimco delSi
peptid (49 aminokyselin) byl vyZzadovan pro pinou stimulaci jeji aktivity. Pfidani kompetitivniho inhibitoru
PARP ukazalo, Ze se PARP U€astni Zivotniho cyklu viru SV40, protoZe za (¢asti tohoto inhibitoru byl jeho titr
redukovan. Nicméné pfidani tohoto inhibitoru neovlivnilo replikaci viru, ani produkci kapsidovych proteind.
Dalsi experimenty naznaily, Ze stimulace aktivity PARP proteinem VP3 vede infikované buriky k nekroze,
ktera by mohla usnadnit uvolnéni virového potomstva SV40 z buriky. Studie GORDON-SHAAG et al., (2003)
identifikovali novou funkci proteinu VP3 v rekrutovani enzymu PARP k indukci lytického procesu v zavéru
infekéniho cyklu SV40.

DANIELS et al, (2006a) shledali, Zze permeabilizace jaderné, ER a plazmatické membrany,
charakteristické znaky nekrozy, koreluji s objevenim se pozdnich genovych produktd viru SV40. Jejich
experimenty poukazaly na moznost, Ze jeden nebo vice pozdnich genovych produktd ma skuteGnou
schopnost navodit pozorované zmény v permeabilitt membran hostitelské buriky. Tento predpoklad testovali
oddélenou expresi proteinu VP1, VP2 a VP3 v E. coli. Jejich vysledky demonstrovaly, Ze proteiny VP2 a VP3,
ale nikoli protein VP1, maji schopnost permeabilizovat membrany prokaryotickych bunék. Navic protein VP3
mél jedinednou schopnost indukovat bakterialni lyzi. Vysledky DANIELSe et al., (2006a) nejsou v rozporu
s pfedchozimi studiemi, ale ukazaly, Ze lyticka aktivita proteinu VP3, a mozna i VP2, je skute¢nou viastnosti
samotnych proteini bez ohledu na bunéénou signalizaci nebo apoptozu, protoZe tyto proteiny projevovaly
lytickou aktivitu i u E. coli, kde chybi PARP nebo podobné drahy signalni transdukce. DANIELS et al., (2006a)
demonstrovali, Ze uvolnéni zralych virioni mize byt regulovano lytickymi vlastnostmi pozdnich minoritnich
proteind.

S timto tvrzenim je v souladu i jejich dalSi studie, ve které DANIELS et al., (2007) identifikovali novy
genovy produkt viru SV40, zvany VP4. Stejné tak jako protein VP3, je i protein VP4 syntetizovan z vnitiniho
AUG kodonu v mRNA pro VP2 a poté je lokalizovan v jadre. Produkce proteinu VP4 zacina az 24 hodin po
zaGatku produkce proteinil VP2 a VP3, v ¢ase ktery se kryje s bunéénou lyzi. Protein VP4 neni inkorporovan
do maturovanych virioni. DANIELS et al., (2007) zjistili, Ze mutace v iniciaCnim kodonu pro transkripci
proteinu VP4 zpozduje bunéénou lyzi o 2 dny a snizuje uvolnéni infekénich ¢astic. Navic koprodukce proteinli
VP4 a VP3, ale ne jejich individualni produkce, navozuje bunéénou lyzi i u bakterii. DANIELS et al., (2007)
usoudili, Ze je protein VP4 nezbytny pro v€asné lytické uvolnéni novych virion(i. Protein VP4 oligomerizuje
s proteinem VP3 a kdyz jsou tyto proteiny produkovany spole¢né, maji letalni lytické viastnosti. Tato data
demonstruiji, Zze pozdé v replikacnim cyklu viru SV40, jesté po sloZeni novych viriond, je exprimovan protein
VP4, aby inicioval smrt hostitelské buriky a G¢inné uvolnéni virového potomstva.
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Obr. 2.2.6: Model zobrazuijici regulaci lytického cyklu viru SV40 (DANIELS et al., 2007). Nejprve se syntetizuje
protein VP1 tvofici pentamery, které vyvazuji nové syntetizované proteiny VP2 a VP3 (A-C). Skladani viriond (D) se
stechiometrii péti proteini VP1 na jeden protein VP2, nebo VP3 zabraiiuje inkorporaci dal$ich proteinti VP2 a VP3 do
virovych ¢astic (E). Nakonec je syntetizovan protein VP4 , ktery oligomerizuje s proteinem VP3, a mozna i s proteinem
VP2, a cili hostitelské membrany, do kterych déla péry (F). Tak je iniciovana lyticka smrt hostitelské buiiky a uvolnéni
virového potomstva (G).

2.2.11 Zaver

Jak je vidét z predchozich kapitol, minoritni proteiny se mohou uplatiiovat v kazdé fazi replikaéniho
cyklu polyomaviri. Nicméné pres vSechny snahy védeckych skupin, zadna z roli minoritnich proteini nebyla
dostatecné prokazana. Navic nazory védeckych skupin se v nékterych pfipadech rozchazeji. Mnohé
experimenty vSak dokazuji nezbytnost minoritnich proteinii VP2 a VP3 pro infekénost mysiho polyomaviru
nebo viru SV40. Role minoritnich proteind lidskych polyomaviri JC a BK nebyla dosud prakticky
prozkoumana.
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V laboratoii molekulami virologie jiz dlouho studujeme Zivotni cyklus mySiho polyomaviru. Navic
jsme nedavno zadali zkoumat dalsi virus z eledi Polyomaviridae, lidsky BK virus. Ackoli je infekce timto
virem, pfitomnym u vétSiny celosvétové populace, vétsinou bezpiiznakova, u imunosuprimovanych pacienti
po transplantaci ledvin nebo kostni diené byva Castou piic¢inou odhojeni transplantatu a nasledného dmrti.
ProtoZe je studium BK viru z molekulamiho a bunééného hlediska, oproti studovanéjSim polyomavirim MPyV
a SV40 zpozdéno, o molekularich mechanizmech jeho patogeneze a funkcich struktumich proteind, které
koduje, se vi jen malo. Abychom mohli zait studovat funkce strukturnich proteind tohoto lidského patogenu,
bylo nezbytné proti nim pfipravit specifické protilatky. Dale bylo nezbytné pfipravit nékolik konstrukti pro
produkci strukturnich proteind BKV v sav€ich a v hmyzich burikach.

Cile mé diplomové prace jsou tyto:

1. Pfiprava my$i monoklonalni protilatky alespoii proti nékterému ze strukturnich proteinu:

i) pfiprava rekombinantniho bakuloviru pro produkci proteinu VP2 BKV fiizovaného
s histidinovou kotvou v hmyzich burikach

ii) produkce a purifikace hlavniho a minoritniho strukturniho proteinu BK viru

iii) imunizace mysi purifikovanym antigenem

iv) selekce specifickych monoklonalnich protilatek

2. Konstrukce expresnich vektorii pro produkci minoritniho proteinu VP3 BKV fuzovaného

s EGFP v savcich burikach:

i) EGFP-VP3 s EGFP fuzovanym na N konci VP3.
ii) VP3-EGFP s EGFP fuzovanym na C konci VP3.

Diky fuzi proteinu VP3 s EGFP bude mozné pozorovat interakce proteinu VP3 s bunéénymi
strukturami nejen na fixovanych, ale i na Zivych buikach. Dalsi vyhodou bude moZnost imunoprecipitace
proteinovych komplexu interagujicich s VP3 pomoci primami protilatky proti EGFP v pfipadé, Ze by pouziti
protilatky proti VP3 nebylo mozné.
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4.1

411

MATERIAL
Pristroje

Aparatura pro SDS-PAAGE (Hoefer).

Aparatura pro westemn bloting TE22 (Amersham Biosciences).

Centrifuga ,Beckman Centrifuge GS-15R", rotor S4180 (Beckman), centrifuga ,Microfuge Lite
Centrifuge* (Backman), centrifuga ,3K30“ (Sigma Laboratory Centrifuges).

CO, termostat (Forma Scientific).

Elektroforéza E-C Apparatus corporation (Hoefer).

Elektronovy mikroskop JEOL JEM 1200EX.

Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Biorad), elektroporator Amaxa Nucleofector® (Amaxa
biosystems.)

Fluorescenéni mikroskop BX-60 (Olympus), fluorescenéni invertovany mikroskop IX71 (Olympus).
Invertovany mikroskop (Carl Zeiss-Jena), invertovany mikroskop CK40 (Olympus).

Konfokalni mikroskop LCS SP2 Laser scaning confocal microscope (Leica).

Kultivaéni trepacky Orbital Shaker (Forma Scientific), ORBI-SAFE TS (Gallenkamp).

Laminami box (Forma Scientific).

Lupa s boénim osvétlenim (Olympus).

Magneticka michacka- B212 (BIBBY).

Mikrocentrifuga ,Becman Mikrofuge Centrifuge®, rotor F241,5 (Beckman).

PCR aparatura MiniCycler TM (MJ Research).

Refraktometr ,ABBE" (Carl ZEISS JENA).

Scaner Power Look Il (UMAX).

Sonikator Bransonic 5 (Cole-Parmer Instrument Company), sonikator Soniprep 150 (Schoeller
Pharmacia Praha), sonikator UP50H (Schoeller Pharmacia Praha).

Spektrofotometr- HeAios B (Thermo Electron Corporation).

Termostat TCH 100 (laboratomi pristroje Praha), Termostat ThermoBox LBT169 (Zanussi).
Trepacky- Labnet, Duomax 1030 (Heidolph).

Ultracentrifuga ,Optima TM L-90K Ultracentrifuge” (Beckman).

UV transluminator (BioLum).

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries).

Vodni lazei-SUB (Grant).

Zdroje elektrického napéti -Giene line TM Power Supply (Beckman), OSP-250L Power Supply
(Lightning Volt.).
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4.1.2

Chemikalie a roztoky

Pouzivané chemikalie:

Agaréza pro elektroforézu, bovinni sérum-albumin (BSA), ethylendiamintetraacetat disodny (EDTA),
deoxy nukleotid trifosfat (ANTP), fetalni teleci sérum (FCS), chlorid sodny (NaCl), chlorid vapenaty
(CaCly), kyselina p-kumarova, L-glutamin, nonidet P-40 (NP-40), phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), dodecylsulfat sodny (SDS), N, N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Tris-
(hydroxymethyl)-aminometan (Tris), Triton-x-100, peroxid vodiku (H.O2), Triton-x-114, Coomassie
Brilliant Blue R250 (CBBR250), fosforeénan sodny, angl. (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N'-
[2ethansulfonic acid]) HEPES, fenol (destilovany, pufrovany 1M Tris-HCI pH=8, s piidanim 0,1% 8-
hydroxycholinu - upraveno vyrobcem), sodium-pyruvat, trichostatin A z Streptomyces sp.,
paraformaldehyd, Zelatina (angl. Gelatin from porcine skin, Typ A), dimethylsulfoxid (DMSO),
polyethylenglykol (PEG) 3350 (Sigma).

Akrylamid, amonium persulfat (APS), Cesium chlorid (CsCl), Coomassie Brilliant Blue G250
(CBBG250), Glycin, Glukoza, kyselina borita, luminol, B-merkaptoetanol, polyethylenglykol 20 000
(PEG 20 000), Imidazol (Serva).

Bacto-pepton, kvasniény autolyzat, Zivny agar, €. 2, Zivny bujon €. 2. (Imuna).

Bromfenolova modr (BFM), dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), etanol, ethidium bromid
(EtBr), glycerol, hydrogenfosfore¢nan disodny (dodekahydrat) (Na;HPOs), hydroxid sodny (NaOH),
chlorid draselny (KCI), chlorid manganaty (MgCly), chloroform, izopropanol, kyselina chiorista
(HCIO4), kyselina chlorovodikova (HCI), kyselina octova, kyselina peroctova, metanol, octan draselny
(KAc), octan sodny (NaAc), siran hofeénaty (MgSOs). Izoamylalkohol, mogovina, sacharbza, aceton,
kyselina fosfore¢na (HsPOs) (Lachema).

Dithiotreitol (DTT), Koktejl inhibitorl proteaz ,Complete Mini, EDTA-free” (Roche Diagnostics)
Izopropyl-B-D-thiogalaktozid ~ (IPTG),  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid/  N,N-

dimethylformamid (X-gal) (Fermantas)

Roztoky:

(Pokud neni uvedeno jinak, jedna se o roztoky v dH20)

B pufr 10 mM Tris-HCI (pH=7,4), 150 mM NaCl, 10 uM CaCl,

Barvici roztok 0,5% CBBG250, 3,5% HCIO4

BFM 130 mM EDTA-NaOH (H=8,0), 0,12% BFM ve vodném roztoku 50% glycerolu
Blotovaci pufr 25 mM Tris, 185 mM glycin, 20% metanol (pH=8,3)

Bradfordové roztok V50 ml 96% etanolu rozpustit 100 mg CBB-G250 (9-12h), poté piidat 100 ml

HsPO4 a doplinit ddH,0 do 1000ml. Vysledny roztok Zfiltrovat pies 0,22 pl filtr
(Milipore)
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Elektroforeticky pufr

Eluéni pufr

Fixacni roztok

HEBS (10x)

Chloroform

Laemmli pufr (5x)

Luminol

RIPA

Roztok |
Roztok Il
Roztok il
SOC médium

STET

5x TBE

1BS
IE
TPN médium

Vazebny pufr

~

A2
282

250 mM Tris, 1,92 M glycin, 1% SDS, pH=8,3
20 mM fosfore€nan sodny, 0,5 M NaCl, 500 mM imidazol. Upravit pomoci HCI na
pH=74. v ddH,0

5% HCIO4, 50% metanol

1,37 M NaCl, 0,06 M glukéza, 0,05 M KCl, 0,007 M Na;HPO4, 0,2 M HEPES
Upravena smés chloroformu s izoamylalkoholem (viv 24:1). 1zoamylalkohol se
pfidava, aby zamezil pénéni smési pii organické extrakci.

5% SDS, 50 mM Tris-HCI (pH=6,8), 50% (v/v) glycerol, 25% p-merkaptoetanol,
0,005% (w/v) BFM.

A) 18 ml ddH,0, 2 ml Tris-HCI (pH=8,5), 200yl luminolu a 88 pl kumarové kyseliny
B) 18 ml ddH.0, 2 ml Tris-HCl (pH=8,5), 20 pl H.0,. SloZzky A a B smichat
bezprostiedné ped aplikaci na membranu.

3M octan sodny, pH=5,2

8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO4, 0,24 g KH,PO4, doplnit ddH20 do 1000 m,
upravitpH na 7,4

150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH=7,4), 0,05% NP-40, 1%
deoxycholat sodny, 1% Triton-x-100, 0,1% SDS.

50 mM glukéza, 25 mM Tris-HCI (pH=8,0), 10 mM EDTA, RNaza A (0,1 mg/ml)

0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS

60 ml 5M KAc (pH=5,2), 29,5 ml ledové kyseliny octové, doplnit dH,0 do 100 ml

20 g bacto-pepton, 5 g kvasnicny autolyzat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCl;, 10 mM MgS0Os, 20 mM glukéza. Roztoky MgCl,, MgSOs a glukdzu
sterilizovat samostatné a k médiu pfidat bezprostfedné pred pouzitim.

10% sacharéza, 50 mM Tris-HCI (pH=8), 50 mM NaOH-EDTA (pH=8),

1% Triton-X-100.

54g Tris, 27,59 kyselina borita, 20 ml 0,5 M EDTA-NaOH (pH=8,0) doplnit dH20 do
1

0,15 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH=7,6

(Tris/EDTA) pufr-10 mM Tris-HCI (pH=8,0), 10 mM EDTA

20 g bacto-pepton, 5 g kvasnicny autolyzat, 10 g NaCl, dopinit dH20 do 1000 m,
(121 C, 15 min)

20 mM fosfore¢nan sodny, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol. Upravit pomoci HCl na
pH=7,4. V ddH;0.

4% Zzivny agar €. 2, sterilizovat 15 minut pii 121°C.
2% Zivny bujon ¢&. 2, sterilizovat 15 minut pii 121C.
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41.3 Komeréni soupravy (kity)

Nucleospin Extract Il (Macherey Nagel)
Endotoxin Maxi Free kit (Quiagene)
Cell line Nucleofector kit v Solution Box (AMAXA)

414 Pouzité enzymy

Restrikéni endonukleazy (Fermantas):

Alw 441, Bam HI, Eco RI, Eco RV, Nco |,Nde |, Pst I, Pwu Il, Ssp I, Xho |.
Vent DNA polymeraza (Fermentas)

T4 DNA ligaza (Fermentas)

Alkalicka fosfataza (CIAP) (Boehringer Mannheim)

VySe uvedené enzymy byly kombinovany pouze s komerénimi pufry doporuéenymi vyrobcem.

RNaza A (Sigma): 10 mg/ml, zbavena DNazy (5min/100 °C), v ddH.0
Lysozym (Sigma): 5%, v ddH,0
Proteinaza K (Sigma): 10 mg/ml, v ddH,0

4.1.5 Vektory
pFast Bac HTA Donorovy vektor plazmidového typu, do kterého je mozné vloZit cizi gen za

histidinovou kotvu (6 x His) za ucelem exprese rekombinantnich proteini

v bakulovirovém systému ,Bac-to-Bac”. Vektor obsahuje polyhedrinovy promotor

(Pen), ktery umoziiuje ucinnou expresi rekombinantniho proteinu v hmyzich

burikach, piiéemz hladina exprese je vysoka. Souasti vektoru je ,multiple cloning

site* (MCS) umoziiujici klonovani genu zajmu, polyadenylaéni signal viru SV40 pro

Géinnou terminaci transkripce a polyadenylaci mRNA, originy fI a pUC a

transpoziéni mista Tn7L a Tn7R pro mistné specifickou transpozici genu zajmu do

bakulovirového genomu. Vektor obsahuje také gen pro rezistenci k ampicilinu

umozriujici selekci plazmidu vE. coli a gen pro rezistenci ke gentamycinu

umoziiujici selekci rekombinantniho bacmidu v DH10Bac™ E. coli. (viz obr. 5.1.1)

(Invitrogen).

pEGFP-C2 Plazmidovy vektor uréeny pro expresi proteinu zajmu fiizovaného k C konci

proteinu EGFP v savéich burikach. MCS je v tomto vektoru umisténo mezi genem
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pro EGFP a polyadenylaénim signalem viru SV40. Vektor dale obsahuje origin
SV40 pro replikaci v sav€ich burikach exprimujicich LT antigen viru SV40, éasny
promotor SV40, gen pro rezistenci k neomycinu a kanamycinu a polyadenylaéni
signal zgenu pro tymidin kinazu viru Herpes simplex, umoziujici stabilné
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) (viz
Obr. 5.2.1) (Clontech)

PEGFP-N1 Plazmidovy vektor uréeny pro expresi proteinu zajmu fuzovaného kN konci
proteinu EGFP v sav€ich buikach. Protein zajmu je v tomto vektoru vkladan pred
gen pro EGFP. DalSi slozky vektoru se shoduji se slozkami obsaZzenymi ve vektoru
pEGFP-C2 (viz Obr. 5.2.5) (Clontech).

p734A Plazmidovy vektor nesouci cely genom BK viru klonovany v mistech Bam HI, Pst I.
Plazmid byl pouZit jako templat pro ziskani genu pro protein VP2 a VP3 BKV
metodou PCR amplifikace. (Plazmid poskytla Dr. Kristina Dorries, SRN)

4.1.6 Primery («xeb)

pFBHTA-1 pro klonovani genu pro protein VP2 BK viru do vektoru pFastBac HTA:

5 CAGGTCGAATTCGGTGCTGCTCTAGCAC 3°
Podtrzené je restrikéni misto pro Eco RI. Tuéné je komplementami sekvence k amplifikovanému genu.

pFBHTA-2 pro klonovani genu pro protein VP2 BK viru do vektoru pFastBac HTA:

5 GCGACCCTGCAGTTAACTTCTAGAACTTCTAC 3
Podtrzené je restrikéni misto pro Pst I. Tuéné je komplementami sekvence k amplifikovanému genu.

pSVL-VP2-B pro klonovani genu pro protein VP3 BK viru do vektoru pEGFP-C2:

5'GTCCCAGGATCCTTAACTTCTAGAACTTCTACTCC 3°

Podtrzené je restrikéni misto pro Bam HI. Tuéné je komplementami sekvence k amplifikovanému genu.
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pEGFP-C2-VP3(BKV) pro klonovani genu pro protein VP3 BK viru do vektoru pEGFP-C2 a pEGFP-N1:
5'CGAAGCGAATTCATGGCTTTGGAATTGTTTAACC 3

Podtrzené je restrikéni misto pro Eco RI. Tuéné je komplementami sekvence k amplifikovanému genu.
pEGFP-N1-VP3(BKV) pro klonovani genu pro protein VP3 BK viru do vektoru pEGFP-N1:

5 GTCCCAGGATCCAGACTTCTAGAACTTCTACTCCTC

Podtrzené je restrikéni misto pro Bam HI. Tuéné je komplementami sekvence k amplifikovanému genu.

41.7 Markery molekulovych hmotnosti
DNA marker A [Pst [

Marker byl pfipraven restrikénim $tépenim DNA bakteriofaga A restrikéni endonukleazou Pst /. (Reakce
probihala podle kapitoly 4.2.5.4.1). Enzym Pst | byl inaktivovan inkubaci reakéni smési 20 min pii 80 °C.
Nakonec bylo k markeru pfidano 20 ul BFM. Na obrazku 4.1.1 je ukazka rozioZeni jednotlivych fragment
DNA vzniklych $t&penim pomoci Pst |.

Obr. 4.1.1: Velikosti fragmentli DNA bakteriofiga A, po
1"1188 B $tdpeni restrikéni endonukledzou Pst | poutivané jako

0 98 marker molekulovych hmotnosti DNA pfi separaci v 1,5%
59 agardze. (pfevzato z www.fermentas.cz). Zkratka bp znamena
53 pary bazi, hvézditkami (*) jsou oznateny kohezivni konce 0
2 pfesahu 12 bp fragmentd 11501 a 2 556, které mohou
i asociovat a vytvafet dalsi fragment o velikosti 14 057 bp.

g
g
8
g
5
:
%
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Proteinové markery (kDa):
A) 229, 120, 87, 50, 33, 26, 17,9 (Genetica)
B) 175, 116, 93, 65, 57, 36,31 (Sigma) (Molekulova hmotnost fragmentii se miZe li§it o +- 1 kDa).

C) 94, 67, 43, 30 (80pg/100pl), 20 (Pierce)
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41.8 Protilatky
4.1.8.1 Primarni protilatky

o Krali¢i polyklonalni protilatka proti minoritnim proteinim VP2 a VP3 viru SV40. Pouzité fedéni 5000 x
pro nepiimou imunofluorescenci a 1000 x pro westem blot. Malé mnozstvi protilatky bylo ziskano
Z laboratore prof. Ariely Oppenhein.

o Krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinu VP1 BK viru. PouZité fedéni 250 x pro nepfimou
imunofiuorescenci a 50 x pro westemn blot. Protilitka byla pripravena v nasi laboratoii M.
Stancikovou a V. Hru$kovou.

o Kurfeci protilatka proti zelenému fluorescenénimu proteinu (EGFP). Pouzité fedéni 500x pro
nepfimou imunofluorescenci (Abcam).

o Kralici polyklonalni protilatka proti zelenému fluorescenénimu proteinu (EGFP). Pouzité fedéni
1000 x pro nepfimou imunofluorescenci a pro western blot (Abcam).

o Kozi polyklonélni protilatka ,F1-ATPaze (C-20)* namifena proti peptidu na C konci lidské
F1-ATPazy. PouZité fedéni 50x. Fixace metanol/aceton!. (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC).

o Kozi polyklonalni protilatka proti laminu B. Pouzité fedéni 100 x na nepiimou imunofluorescenci.
(SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC).

e  Krysi monoklonalni protilatka proti GRP94 (Glukose regulated protein 94). Pouzité fedéni 250 x na
nepfimou imunofluorescenci. Fixace metanol/aceton! (Abcam).

e MySi monoklonalni protilatka proti PML téliskim. Pouzit¢ fedéni 1000x na nepfimou
imunofluorescenci (Alexis).

41.8.2 Sekundarni protilatky

o Kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s kienovou peroxidazou (HRP) (Pierce).
e Kozi protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s kienovou peroxidazou (HRP) (Bio Rad)
e  Osli protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s alexa fluor (AF) 488 (Molecular Probes).
o Kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s AF546 (Molecular Probes).

o Kufeci protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s AF488 (Molecular Probes).

o Kozi protilatka proti kufecim imunoglobulinim konjugovana s AF488 (Molecular Probes).

e  Osli protilatka proti kozim imunoglobulinim konjugovana s AF546 (Molecular Probes).

o Kozi protilatka proti krysim imunoglobulinim konjugovana s AF546 (Molecular Probes).

o Kozi protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s AF594 (Molecular Probes)

(VSechny sekundarni protilatky byly pouZity v fedéni 1000 x pro nepfimou imunofluorescenci i pro western blot.)
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4.1.9 Pouzité viry a jejich charakteristika

r-Bac-VP1 BKV: Tento rekombinantni bakulovirus byl pfipraven za Uéelem produkce
pseudokapsid (VLPs) slozenych pouze z molekul hlavniho struktumiho
proteinu VP1 viru BK. Gen pro protein VP1 byl vioZzen pod polyhedrinovy
promotor genomu bakuloviru. (V. Hruskova, 2004)

r-Bac-VP1/VP2 BKV: Rekombinantni bakulovirus, ktery nese pod polyhedrinovym promotorem

gen pro protein VP1 BKV a pod dalSim silnym promotorem pro protein p10
gen pro minoritni struktumi protein VP2 BKV. Simultanni produkci téchto
dvou proteinu dochazi vijadrech hmyzich bunék k formovani
pseudokapsid (VLPs) sloZzenych z obou strukturnich proteinii BK viru. (V.
Hruskovéa & M. Stancikova, 2004)

r-Bac-VP1/VP3 BKV: Rekombinantni bakulovirus, ktery nese pod polyhedrinovym promotorem

gen pro strukturni protein VP1 BK viru a pod dalSim silnym promotorem
pro protein p10 gen pro minoritni strukturni protein VP3 BKV. Po produkci
téchto dvou proteinu se v hmyzich burikach tvofi pseudokapsidy (VLPs)
sloZzené z molekul proteinu VP1 a VP3 BK viru. (V. Hruskova & I.
Moserova, 2006).

r-Bac-VP2 BKV: Tento rekombinantni bakulovirus jsem piipravila v ramci své diplomové
prace pro produkci minoritniho strukturniho proteinu VP2 BK viru
v hmyzich burikach. Do bakulovirového genomu byl gen pro protein VP2
BK viru vioZen pod silny polyhedrinovy promotor

Wt-Bac Divoky bakulovirus produkujici polyhedrin.

2

BK virus (Ziskany z univerzity ve Wurzbiirgu od prof. K. Dorries).

41.10 Hmyzi a sav€i bunééné linie
Sf9. Hmyzi bunééna linie odvozena z tkané ovarii mlry Spodoptera frugiperda.

Bunééna linie byla ziskana z americké sbirky bunéénych linii (angl.
American Type Cell Collection, oznaceni ATCC CRL 1711).
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Swiss 3T3 Mysi fibroblasty odvozené z embryonalnich tkani. Pouzité pro transfekci
expresnimi vektory pro produkci minoritnich proteind BK viru. Tato
buné&na linie byla poskytnuta Dr. J. Hejnarem, UMG AV CR, Praha.

Swiss 3T6 Mysi fibroblasty odvozené z embryonalnich tkani. Pouzité pro transfekci
expresnimi vektory pro produkci minoritnich proteind BK viru Tato
bunééna linie byla ziskana z German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures Dept.Human and Animal Cell Cultures®. Oznaéeni ACC 202.

VERO Bunééna linie heteroploidnich fibroblastoidnich bunék odvozena z ledvin
Afrického kockodana (Cercopythecus aethiops) Ziskana z univerzity ve
Wurzbirgu od prof .K. Dorries.

Sp 2/0 Klonalni linie mySich bunék odvozena z myelomové tkané mysiho kmene
Balb/c. Linie byla ziskana od Prof. Hofejsiho (UMG AV CR, Praha). Linie
puvodné pochazi z americké sbirky bunéénych linii (angl. American Type
Cell Collection, Rockville, Maryland). Tato myelomova linie je rezistentni
viici geneticinu a produkuje interleukin-6 (IL-6).

4.1.11 Média a chemikalie pro tkanové kultury

Dulbecco$ Modified Eagle$ Medium (DMEM) (Sigma), RPMI 1640 (Sigma), ,JNM-FH" insect medium (Sigma)

H(A)T: RPMI 1640 médium s 10% FCS, 10 mM HEPES v ddH.O pro tkanové kultury, 1 mM pyruvat,
50 uM B-merkaptoetanol, smés antibiotik pro TK, 2mM glutamin, smés hypoxantinu, (aminopterinu) a
thymidinu ,H (A)T, (Sigma)

Mrazici médium: RPMI 1640 médium s 20% FCS, 10 mM HEPES v ddH.0 pro tkariové kultury,
1 mM pyruvat, 50 uM B-merkaptoetanol, smés antibiotik pro TK, 2mM glutamin

FCS (Sigma), Verzén (Sevac), Trypsin (Sigma), 2 mM Glutamin (Sigma), Antibiotika pro TK (Sigma)

4.1.12 Bakterialni kmeny

Escherichia coli DH5a [rec A1 endA1 thi-1 hsdR17 supE44, gyrA95 relA1 ¢80 lacZAM15]
(Stratagene)
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Escherichia coli DH10 Bac [F-mcrA A(mm-hsdRMS-merBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 recA1 endA1
araD139 A (ara, leu)7697 gall gaK A- msL nupG /pMON14272)
(Invitrogen)

41.13 Antibiotika

Ampicilin Pouzivan v koneéné koncentraci 100 pg/ml (Léciva).

Kanamycin Pouzivan v kone¢né koncentraci 50 pg/ml (Sigma).

Gentamycin Pouzivan v koneéné koncentraci 7 pg/ml (Gibco).

Geneticin (G418 Pouzivan v koneéné koncentraci 400 pg/mi (Sigma).

Tetracyklin Pouzivan v koneéné koncentraci 10 pg/ml (Sigma).

Smés antibiotik pro TK Pouzivan 100x koncentrovany roztok obsahujici na 1 ml 10000 jednotek

ampicilinu, 10 mg streptomycinu a 25 mg amphotericinu B (KRD).

4.2 METODY

4.2.1 Sterilizace materialu

Roztoky, mikrozkumavky a Spicky k mikropipetam byly sterilizovany autoklavovanim 30 min/ 120 kPa
1127°C. Roztoky, které se nedaly sterilizovat autoklavovanim, byly filtrovany pfes 0,2 um filtr. Umélohmotné
centrifugaéni zkumavky byly sterilizovany parami kyseliny peroctové 24 hodin. Pinzety, mikrobiologické
hokejky a klicky byly sterilizovany Zihanim nad plamenem (po namoéeni do 96 % etanolu).

422 Prace s kmeny Escherichia coli
42.21 Kultivace E. coli
Bakterie byly kultivovany pozadovanou dobu bud na pevném médiu ZA2 staticky v termostatu pii

370C, nebo v tekutém médiu ZB2 v termostatové trepacce pii 37°C. Pii kultivaci bakterii rezistentnich na
néktera antibiotika byla tato antibiotika pfidana v doporuéené koncentraci do ZB2.
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4.2.2.2 Priprava konzerv E. coli pro dlouhodobé skladovani

Bakterie byly kultivovany v ZB2 pii 37 © C pfes noc za stalého tfepani. Suspenze bunék byla
rozdélena do mikrozkumavek a byl k ni pfidan glycerol tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 15-20%.
Konzervy byly uchovany pfi -75°C.

4223 Transformace kmenu E. coli

Transformaci se rozumi vneseni molekuly DNA do bakterialni buiiky. Tento proces se déje u bunék,
které jsou ve stavu kompetence. Stav kompetence tedy znai schopnost bunék transportovat DNA z vnéjSiho
prostiedi do buiiky. Bylo vyvinuto nékolik metod pfipravy kompetentnich bunék pro rizné zplsoby
transformace. Ja jsem ve své diplomové praci aplikovala transformaci pomoci elektroporace a pomoci
teplotniho Soku.

42231 Priprava bunék kompetentnich pro transformaci elektroporaci
(DOWER et al, 1988)

Bakterie E. coli kmene DH5a byly naockovany do 10 ml ZB2 a kultivovany pfes noc pii 37°C za

stalého tfepani. Druhy den byla suspenze bunék nafedéna ZB2 piiblizné 25 krat tak, aby vysledna opticka
denzita pii 560 nm (OD) v 500 ml média ¢inila 0,1. Suspenze bunék byla kultivovana aerobné pii 37°C a
priibézné byla méfena ODsgo, az do hodnoty 0,5-0,7. Poté byla suspenze bunék centrifugovana (4150 x g/
10 min/4°C) a pelet byl resuspendovan v 500 ml ddHz0 vychlazené na 4°C. Nasledné byla suspenze bunék
opét centrifugovana (4150 x g/10 min/4°C), pelet byl resuspendovan v 250 ml ddHz0 vychlazené na 4°C a
opét centrifugovan (4150 x g/10 min/4oC). Poté byl sediment bunék znovu resuspendovan, tentokrat v 20 ml
10% glycerolu vychlazeného na 4°C a centrifugovan (4150 x g/10 min/4°C). Na zavér byl bunéEny sediment
resuspendovan v 10 ml 10% glycerolu vychlazeného na 4°C a centrifugovan (4150 x g/10 min/40C) Finalni
pelet byl resuspendovan v 1 ml 10% glycerolu vychlazeného na 4 ©C, buriky byly rozdéleny po 50 pl do
mikrozkumavek, zmrazeny v tekutém dusiku a uchovany pfi -75°C.

42232 Transformace E. coli kmene DH5a elektroporaci

(DOWER et al, 1988)

Buriky kompetentni pro elektroporaci byly rozmrazeny na ledu. K 40pl kompetentnich bunék bylo
piidano 1-5 pl plazmidové DNA a smés byla promichana. Poté byla smés pfevedena do elektroporaéni kyvety
vychlazené na 0°C. Na elektroporatoru byly nastaveny hodnoty 25 pF, 2,5 kV a 2000, elektroporaéni kyveta
byla umisténa do elektroporatoru a byl aplikovan puls. Optimalni délka pulsu byla 4-5 ms. K transformovanym
bakteriim byl ihned piidan 1 ml SOC média a byly prevedeny do sterilni kultivaéni nadoby. Bakterie byly
kultivovany aerobné& po dobu jedné hodiny pii 37°C a poté vysety v riiznych koncentracich na misku s ZA2 a
selekénimi antibiotiky a kultivovany pfes noc pfi 37°C v termostatu.
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42233 Priprava bunék kompetentnich pro transformaci teplotnim Sokem

Bakterie E. coli DH10Bac byly naotkovany do 5 ml ZB2 obsahuijiciho selekéni antibiotika tetracyklin
(10pg/ml) a kanamycin (50 g /ml) a inkubovany pres noc pii 37°C aerobné. Narostlé inokulum (4ml) bylo
prevedeno do 400 ml ZB2 se selekénimi antibiotiky a kultivovano pii 37 © C za stalého trepani, dokud
bakterialni kultura nedosahla optické denzity 0,4 pii 600 nm. Bakteridlni biomasa byla sedimentovana
centrifugaci (4150 x g/10 min/4°C) a sediment bunék byl dvakrat promyt 10 ml vychlazeného 50 mM CaCl;,
piiéemz pii druhém promyvani byly bakterie inkubovany 30 minut na ledu. Po posledni centrifugaci byly
bakterie resuspendovany ve 2 ml vychlazeného 50 mM CaCl, s 15-20% glycerolem a rozdéleny po 400 pl do
predchlazenych mikrozkumavek a uchovany pii -75°C.

4.223.4 Transformace E. coli kmene DH10Bac teplotnim Sokem

Pred transformaci byly kompetentni bufiky inkubovany minimainé 2 hod/ledu. Ve zkumavce bylo smichano
200 pl kompetentnich bunék a 10 ul plazmidové DNA donorového plazmidu. Nasledné byla smés inkubovana
30 minut na ledu. Smés byla vystavena teplotnimu Soku inkubaci ve vodni lazni (42°C/45 s) a bezprostiednim
ochlazenim na ledu 2 min. Poté byl k buiikdm pifidan 1 ml SOC média a buriky byly inkubovany aerobné 2
hod/ 37°C. Bakterie byly vysety v riiznych koncentracich na misky s ZA2, selekénimi antibiotiky: kanamycin
(50ug/ml), gentamycin (7ug/ml) a tetracyklin (10pg/ml), chromogennim substratem pB-galaktozidazy X-gal
(100ug/ml) a induktorem IPTG (40 pg/ml) a kultivovany 48 hod/37 © C vtermostatu. Narostlé bile
rekombinantni kolonie byly sterilné odebrany a inokulovany na &erstvou plotnu s ZA2, selekénimi antibiotiky,
X-gal a IPTG. Po 24 hodinové inkubaci pii 37°C byly bakterialni klony s bilym fenotypem kontrolovany na
pritomnost transgenu pomoci detekce PCR.

4224 Kontrola senzitivity E. coli kmene DH5a k ampicilinu a kanamycinu

Byla provedena kontrola pfipadné kontaminace kmene DH5a. Bakterie DHSa byly nadarkovany na
plotnu s ZA2 bez selekénich antibiotik tak, aby se po kultivaci vytvofily jednotiivé monokolonie. Misky byly
inkubovany pfes noc pfi 37 © C vtermostatu. Po kultivaci byla vybrana jedna monokolonie, ktera byla
zaotkovana do 5 ml ZB2 bez selekénich antibiotik. Smés byla kultivovana pres noc pii 37°C aerobné. Poté
byla kultura rozetfena mikrobiologickou hokejkou na plotnu s ZA2 obsahujicim kanamycin, nebo ampicilin a
inkubovana pfes noc pii 37 © C vtermostatu. Jestlize se na miskach s kanamycinem nebo ampicilinem
nevytvoiily kolonie bunék, byla vybrana monokolonie senzitivni na dana antibiotika a byla z ni zhotovena
konzerva. Jestlize se alespoii na jedné z misek vytvoiily kolonie, byla cela procedura zopakovana s jinou
monokolonii.
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4.2.3 Prace s tkanovymi kulturami

4.2.3.1 Prace s hmyzimi buiikami

42311 Paséazovani hmyzich bunék
(SUMMERS et al, 1987)

V nasi laboratoii pracujeme s hmyzi bunéénou linii odvozenou z tkané vajeéniki miry Spodoptera
frugiperda. Hmyzi buiiky narostlé na Petriho misce 0 @ 9 cm uréené pro tkafiové kultury byly po dosazeni
100% konfluence Setmé seskrabany Skrabatkem do TNM-FH hmyziho média, ve kterém byly péstovany, a
poté byla buné&na suspenze pievedena do sterilni 50 ml zkumavky. K burtkam bylo pfidano TNM-FH hmyzi
médium s 10% FCS v poméru 1:4. Buiiky byly resuspendovany prosatim pipetou, rozdéleny po 10 ml na étyfi
nové Petriho misky o @ 9 cm a uchovany pfi 28°C.

4.23.1.2 Infekce hmyzich bunék bakulovirem
(SUMMERS et al, 1987)

Buriky byly pasazovany do bez-sérového TNM-FH hmyziho média tak, aby byla jejich konfluence
50%, a to na Petriho misky o @ 9 cm nebo na mikroskopicka sklicka. Po piichyceni bunék na dno (cca 30
min) bylo odsato médium a bylo piidano bakulovirové inokulum (10 PFU na buriku) v objemu 1ml na Petriho
misku @ 9 cm respektive 200 ul na sklicko. Buiky byly za stalého kolébani inkubovany 1 hod/RT. K buiikam
bylo pfidano TNM-FH hmyzi médium s 10% FCS a infikované buiiky byly inkubovany 72 hod/28 ¢ C pro
rozSifeni infekce.

42313 Sklizeni hmyzich bunék infikovanych bakulovirem

Hmyzi buriky byly $etmé seskrabany do TNM-FH hmyziho média, ve kterém probihala infekce 72 hpi
bakulovirem. Suspenze byla pfenesena do 50 ml zkumavky a centrifugovana (405 x g/5 min). Supematant byl
sterilné odebran a uchovan pii 4 C jako bakulovirové inokulum. Sediment hmyzich bunék byl promyt
vychlazenym PBS pro odstranéni sérovych proteini a uchovan pii -20°C pro dalSi pouziti.

42314 Analyza a izolace rekombinantnich plaku
(SUMMERS et al, 1987)

Hmyzi buriky byly pasazovany do bez-sérového TNM-FH hmyziho média na kultivatni misky (@ 6
cm) tak, aby jejich konfluence byla 30-40%. Po piichyceni bunék na dno misky bylo odsato médium a bylo
piidano 0,5 ml bakulovirového inokula v fedéni 104 az 10-7. Poté byly buiiky za stalého kolébani inkubovany
1 hod/RT. Po inkubaci bylo inokulum z bunék odsato a buiky byly prelity 4 ml sterilni 1,5% Sea Plaque
agarozy (FMC BioProducts) v 1x TNM-FH hmyzim médiu s 10% FCS a antibiotiky pro TK. Po ztuhnuti
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agarézy byly buriky inkubovany v humidnim prostfedi pii 28 ° C po dobu 6 az 8 dni. Poté byly vybrany
rekombinantni plaky pod lupou v boénim svétle na zakladé absence polyheder vyskytujicich se u divokého
typu bakuloviru. Rekombinantni bakuloviry produkujici minoritni protein VP2 BKV byly vybrany na zakladé
pritomnosti bunék s protahlou morfologii, protozZe jiz pii studiu mySiho polyomaviru jsme si vSimli takové
morfologie u bunék, v kterych byl produkovan protein VP2. Vybrané rekombinantni plaky byly oznadeny,
vypichnuty sterilni Spi¢kou a pfeneseny na Petriho misku 0 @ 6 cm s hmyzimi buiikami @ TNM-FH hmyzim
médiem s 10% FCS. Po pomnoZeni klonu rekombinantniho bakuloviru (cca 4-7 dni) byl supematant pouZit
jako inokulum pro dalSi analyzu plaki. Tento postup byl opakovan do té doby, nez byl ziskan pouze
rekombinantni bakulovirus nekontaminovany bakulovirem divokého typu.

42315 Transfekce hmyzich bunék bakulovirovou DNA
(SUMMERS et al, 1987)

Hmyzi buriky byly pasazovany na kultivaéni misky (@ 6 cm). Po piichyceni bunék na dno bylo odsato
médium a byly piidany 2 ml éerstvého TNM-FH hmyziho média s 10% FCS. Poté byla piipravena transfekéni
smés, ktera obsahovala 10 ul bakulovirové DNA, 950 ul pufru HEBS a 50 pl 2,5 M CaCl.. Smés byla
promichana a inkubovana 30 min/RT. Transfekéni smés byla poté po kapkach piidana k hmyzim burikam,
které byly nasledné inkubovany 4 hod/28°C. Nakonec bylo médium z bunék odsato, buriky byly oplachnuty
TNM-FH hmyzim médiem s 10% FCS a poté inkubovany 4-6 dni pii 28°C v TNM-FH hmyzim médiu se
sérem.

4.2.3.2 Prace se savéimi bunkami

4.2.3.21 Pasazovani savéich bunék

Z konfluentné narostlé kultivatni misky (@ 6 cm) bylo odsato médium. Poté byly buriky oplachnuty

5 ml Verzénu a bylo pfidano 300 l 0,25% roztoku trypsinu ve Verzénu a buriky byly inkubovany 1-5 minut pii
370C. Po uvoinéni bunék ode dna misky byla trypsinizace zastavena piidanim na 37°C ohiatého DMEM
média s 5% (v pfipadé bunék VERO) nebo 10% (v pfipadé bunék 3T6 nebo 3T3) FCS a buiiky byly v médiu
dikladné resuspendovany. Nakonec byla suspenze bunék nafedéna do ¢erstvého DMEM média se sérem
ohratého na 370C. Buiiky VERO byly pasazovany v poméru 1:12 do DMEM média s 5% FCS, zatimco buiiky
376 a 3T3 byly pasazovany v poméru 1:6 do DMEM média s 10% FCS. Buiiky byly uchovavany pfi 37°C
v CO; inkubatoru.

42322 Synchronizace sav€ich bunék odstranénim séra z média

Savéi buriky byly pasazovany do DMEM média se sérem v pozadovaném poméru, a to na
mikroskopicka sklicka nebo na kultivaéni misky (@ 6 cm). Po pfichyceni bunék na dno (cca 3 -5 hod) bylo
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médium se sérem z bun&k odsato a vyménéno za médium DMEM bez séra ohratého na 37°C. Buriky byly
v bez-sérovém médiu synchronizovany po dobu 20 az 24 hodin pii 37°C v CO; inkubétoru.

423.23 Infekce bunééné linie VERO pro imunofluorescenéni znaceni kapsidovych
proteinii BKV

Buriky VERO byly pasazovany do DMEM média s 5% FCS na mikroskopicka sklicka tak, aby jejich
konfluence &inila asi 30%. Po pfichyceni bunék na dno byly bufiky 20 hod synchronizovany v bez-sérovém
médiu a poté byl k burikdm pfidan virus nafedény v bez-sérovém médiu. Buriky byly infikovany s multiplicitou
infekce 10 (M.O.I=10) ve 200 pl média, a poté inkubovany 1-1,5 hod/37°C v CO; inkubatoru. Po inkubaci
k nim bylo pfidano DMEM médium s 2 % FCS ohiaté na 37°C a buriky byly inkubovany 50 az 60 hodin pi
37°C v CO; inkubatoru a nasledné fixovany.

42324 Podéitani bunék v Birkerové komurce

Homogenni bunééna suspenze (50 pl) byla nanesena pod mikroskopické sklitko na Birkerové
komirce. Buiiky byly pocitany s pouZitim invertovaného mikroskopu po diagonale mfizky Birkerovy komurky.
Bylo spocitano minimainé 24 poli tak, aby Zadna z bunék nebyla vynechana ani pogitana 2x. Poget bunék na
1 ml v suspenzi byl spoCitan podle vzorce: buiiky/mi=n x 2,5 x 105, pficemZ ,n“ je primémy pocet bunék.

423.25 Transfekce savéich bunék

Na transfekci sav€ich bunék byl pouZit elektroporator Amaxa Nucleofector® a reagencie ,Cell line
Nucleofector kit v Solution Box“ (AMAXA biosystems).

Buiiky byly pasazovany na kultivaéni misky (@ 6 cm) tak, aby jejich konfluence dosahla druhy den
70% a poté byly synchronizovany 20 hodin. Druhy den byly synchronizované buriky vyhladovénim v bez-
sérovém médiu pfevedeny trypsinizaci do suspenze a poté spoCitany v Birkerové komurce. Z homogenni
bunééné suspenze byl odebran takovy podet pl, aby obsahoval 2 x 108 bunék (v piipadé Swis 3T3), 1 x 108
bunék (v pfipadé Swiss 3T6), nebo 2-4 x 108 bunék (v pfipadé VERO). Buriky byly centrifugovany (1750 x g/
5 min/RT a bunéény sediment byl resuspendovan ve100 pl transfekénim roztoku, ktery byl sougasti kitu
.Cell line Nucleofector kit v Solution Box“ (Amaxa), temperovaného na pokojovou teplotu. K suspenzi bunék
byla pfidana plazmidova DNA zbavena endotoxind, a to 0 mnozstvi: 3 g v pfipadé Swis 3T3 a Swiss 3T6 a
4 pg vpripadé VERO. Smés byla ihned prevedena do kyvety a buriky byly transfekovany pomoci
elektroporatoru Nucleofector™Il (Amaxa) a programu U-030 v piipadé Swis 3T3, T-030 v pfipadé Swis 3T6 a
V-001 v pripadé VERO. Po transfekci byl k burikam ihned piidan 1 ml média RPMI 1640 s 5% FCS ohiatého
na 37°C a buriky byly inkubovany 15 minut pfi 37 ° C. Poté byly buriky rozdéleny po 100 ul na sklicka
s pfipravenymi 100l DMEM média se sérem, nebo po 1 ml na kultivaéni misku (& 2 cm) s pfipravenym 1ml
DMEM média se sérem. V piipadé bunék ,VERO" byl do média pfidan trichostatin A (inhibitor deacetylace) o
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koncentraci 200 ng/ml pro zvySeni exprese. Buriky byly inkubovany pii 37°C v CO; inkubatoru po riznou
dobu, piiéemz 2 hpt bylo médium obsahuijici transfekéni smés vyménéno za erstvé médium.

424 Neprima imunofluorescence
4241 Fixace a permeabilizace bunék
a) Fixace a permeabilizace savéich a hmyzich bunék metanol/acetonem

Hmyzi nebo savéi buiiky narostlé na mikroskopickém sklicku byly po odséati média oplachnuty PBS a fixovany
a permeabilizovany 5 minut roztokem vychlazeného metanol/acetonu v poméru 1:1. Po uplynuti 5 minut byl
fixacni roztok z bunék odsan a buriky byly suSeny od zbytkii roztoku.

b) Fixace a permeabilizace sav€ich bunék paraformaldehydem a Tritonem-x-100

(FORSTOVA, 1993)

Sav¢i buriky narostlé na mikroskopickém skli¢ku byly po odsati média oplachnuty PBS. a fixovany 15
az 30 minut 3% paraformaldehydem v PBS. Poté byly oplachnuty PBS a permeabilizovany 5 minut roztokem
0,5% Tritonu-x-100 v PBS. Nakonec byly buriky oplachnuty 3 krat 10 minut roztokem PBS.

4242 Imunofluorescencni detekce proteinti v buiikach

Fixované a permeabilizované buiiky byly vysyceny inkubaci v roztoku 0,25% Zelatiny (angl. Gelatin
from porcine skin, Typ A) s 0,25% BSA v PBS po dobu 30 minut a poté inkubovany s primami protilatkou
(25-250pl) nafedéné v pozadovaném poméru v roztoku 0,25% Zelatiny s 0,25% BSA v PBS po dobu
1 hodiny. Nenavazana primami protilatka byla odmyta roztokem PBS 3 krat 10 minut. Poté byly buriky
inkubovany s 250l sekundami protilatky nafedéné v pozadovaném poméru v roztoku 0,25% Zelatiny
s 0,25% BSA v PBS po dobu 30 minut ve tmé a promyty od nenavazané sekundami protilatky roztokem PBS
3 krat 10 minut. Mikroskopicka sklicka s burikami byla oplachnuta v ddH-0 a montovana do kapek glycerolu
na podloZnim skle. V pfipadé potieby barveni bunééné DNA bylo do glycerolu piidano DAPI o koncentraci
0,1 pg/ml. Preparaty byly prohlizeny fluorescenénim mikroskopem BX-60 (Olympus) nebo konfokalnim
mikroskopem LCS SP2 Laser scaning confocal microscope (Leica).
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4.2.5. Prace s DNA
4.2.5.1 Techniky preparace DNA
4.25.1.1 Maxipreparace plazmidové DNA alkalickou metodou

(BIRNBOIM & DOLY, 1989)

50 ml kultury E. coli kultivované v ZB2 pres noc pii 37°C za stalého tfepani bylo centrifugovano

(4150 x g/10 min/40C) a bunéény sediment byl resuspendovan v 2 ml ,roztoku |* na ledu. Poté byly buriky
lyzovany piidanim 4 ml Eerstvého ,roztoku II*, suspenze byla opatmé promichana pievracenim zkumavky a
inkubovana 5 min/RT. Nakonec byly pfidany 3 ml neutralizaéniho ,roztoku IllI*, suspenze byla opatmé
promichana pievracenim zkumavky a inkubovana 20 min/na ledu. Po inkubaci byla suspenze centrifugovana
(4150 x g/10 min/4°C). Supematant byl filtrovan pfes gazu do nové zkumavky a byl k nému piidan 0,7 objemu
izopropanolu. Roztok byl mimé promichan, inkubovan 10 min/4°C a centrifugovan (4150 x g/10 min/4°C).
Sediment byl promyt 70% etanolem, vysuSen od zbytkd etanolu pii laboratorni teploté a rozpustén ve 300 pl
TE pufru. Z takto ziskané DNA byly nejprve odstranény proteiny extrakci smési fenol/chloroformu a poté RNA
inkubaci s RNazou A. Kvalita ziskané DNA byla ovéiena elektroforeticky.

4.251.2 Minipreparace plazmidové DNA

Kolonie E. coli vznikié po rekombinaci in vitro byly naneseny na plotny sZA2 a selekénim
antibiotikem tak, aby se vytvoiily $irSi &ary nebo Etverce o ploSe 1 cm? z bakterialnich kolonii. Misky byly poté
inkubovany pres noc pii 37°C v termostatu. Narostla biomasa jednotlivého klonu byla pienesena sterilnim
paratkem do mikrozkumavky a resuspendovana v 400 pl roztoku STET. Poté bylo piidano 5 pl 5% lysozymu
a suspenze byla inkubovana 40 sekund ve vrouci lazni a centrifugovana (11 000 x g/1 min). Sediment byl
odstranén paratkem a k supematantu byl piidan 1 objem izopropanolu. Poté byl roztok inkubovan 30 min/
-20°C a centrifugovan (11 000 x g/10 min). Sediment byl promyt 70% etanolem, vysu$en od zbytki etanolu
pii laboratomi teploté a rozpustén ve 30 ul TE pufru s 10 pug/ml RNazy A. Izolovana plazmidova DNA byla
ovéfena elektroforeticky.

425.1.3 Izolace fragmentii DNA z agaré6zového gelu

Pro izolaci fragmenti DNA z agarézového gelu se s vyhodou pouzivaji nékteré komeréné dodavané
kity. Ty jsou vétsinou zaloZzené na skutecnosti, Ze se za piitomnosti chaotropnich soli vaze DNA na kfemiité
Castice. Ja jsem pro izolaci fragmentli DNA z gelu pouzivala soupravu NucleoSpin Extract |l (Macherey
Nagel) a postupovala jsem podle manualu navrzeného vyrobcem. VSechny pouzité pufry byly soudasti tohoto
kitu. DNA byla rozdélena v agarézovém gelu a prouzek agarozy obsahujici pozadovanou DNA byl vyfiznut
skalpelem pod UV transluminatorem a piieveden do mikrozkumavky. Gel byl lyzovan piidanim 200 pl ,NT
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pufru na 100 mg gelu a inkubaci 5 az 10 min/ve vodni lazni vytemperované na 50° C za obéasného
protiepani. Do sbéraci zkumavky byla umisténa kolona se silikonovou membranou ,Nucleo Spin Extract II*,
do které byl piidan vzorek rozpusténého gelu. Ten byl poté centrifugovan (11 000 x g/1 min). Silikonova
membrana kolony s navazanou DNA byla promyta 600 ul pufru ,NT3“ obsahujicim etanol a opét
centrifugovana (11000 x g/1 min). Silikonovda membrana byla vysuSena od zbytkd etanolu centrifugaci
(11000 x g/2 min). Poté byla kolonka s navazanou a promytou DNA umisténa do Cisté mikrozkumavky,
odmyta pfidanim 15-50 pl eluéniho pufru ,NE* a inkubaci § min/RT a centrifugovana (11 000 x g/1 min).
Mnozstvi izolovanych fragment(i DNA bylo odhadnuto elektroforeticky.

42514 Purifikace plazmidové DNA zbavené endotoxinu pro transfekci savéich bunék

Pro ucely transfekce savéich bunék, které vyZaduji templat ve velmi vysokeé Cistoté, bez endotoxinti a
o vysoké koncentraci byla plazmidova DNA preparovana a purifikovana komeréné dodavanou soupravou
Endotoxin Maxi Free kit (Qiagen). DNA byla izolovana pfesné dle manualu navrzeného vyrobce.

42515 Izolace bacmidové DNA (bacmidu)
(SUMMERS et al, 1987)

Bilé rekombinantni kolonie bakterii DH10Bac nesouci pfislusny bacmid byly naofkovany do 5 mi
ZB2 s kanamycinem (50 pg/ml), gentamycinem (7ug/ml) a tetracyklinem (10pg/mi)a kultivovany aerobné
pres noc pii 37°C. Narostla kultura (1,5 ml) byla centrifugovana (11 000 x g/2 min) a buné&ny sediment byl
resuspendovan v 567 pl TE pufru. K resuspendovanym burikam bylo pfidano 30 pl 10% SDS a 6 pl
proteinazy K (10 mg/ml) a smés byla inkubovana 1 hod/37°C. Poté bylo piidano 100 ul 5M NaCl a smés byla
inkubovana 10 min/65c C. DNA byla extrahovana 1 objemem upraveného chloroformu a centrifugovana
(11000 x g/4 min). Vrchni vodna faze byla vzdy odebrana a znovu extrahovana upravenym chloroformem.
Tento krok byl opakovan celkem 3 krat. Poté bylo k smési pfidano 0,6 objemu izopropanolu a smés byla
opatmé promichana. Vysrazena DNA byla namotana na klicku, oplachnuta 80 % etanolem a rozpusténa v 50
az 100 pl TE pufru. Takto ziskana DNA byla uchovana pii 4°C. Pritomnost vkladaného genu byla ovéiena
pomoci PCR.

4.25.1.6 Deproteinace DNA upravenym fenolem a chloroformem

K roztoku DNA byl pfidan 1 objem upraveného fenolu (Sigma), smés byla dobie promichana a
centrifugovana (11 000 x g/5 min). Po centrifugaci se vytvorila spodni fenolova faze, homi vodna faze a
mezifaze tvofena vysrazenymi proteiny. Vodna faze byla opatmé odebrana a extrahovana 0,5 objemem
upraveného fenolu a 0,5 objemem upraveného chloroformu. Smés byla opét promichana a centrifugovana
(11 000 x g/5 min). Vodna faze byla opét odebrana a predchozi krok byl opakovan do té doby, nez zmizela
mezifaze tvofena vysrazenymi proteiny. Poté byl k odebrané vodné fazi pfidan 1 objem upraveného
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chloroformu, smés byla opét promichana a centrifugovana (11000 x g/5 min). Homi vodna faze byla
odebrana a DNA byla srazena vychlazenym etanolem.

4251.7 Srazeni DNA etanolem

K roztoku DNA byl pfidan 0,1 objem 3M octanu sodného (pH=5,2) a 2,5tinasobny objem 96% etanolu
vychlazeného pii -20 © C. Smés byla promichana a inkubovana 30 min/-75 © C. Vysrazena DNA byla
sedimentovana centrifugaci (11 000 x g/30 min/4° C), sediment byl promyt 80% etanolem, vysu$en od jeho
zbytku pfi laboratomi teploté a rozpustén ve vhodném mnozstvi TE pufru.

42518 Odstranéni RNA ze vzorku izolované DNA
(SAMBROOK et al, 1989)

K DNA bylo piidano 0,1 objemu RNazy A a vzorek byl inkubovan minimalné 1 hod/RT. RNaza A byla
ze vzorku odstranéna deproteinaci DNA upravenym fenolem a chloroformem a srazena vychlazenym
etanolem.

4.2.5.2 Separace a vizualizace DNA v agar6zovém gelu
(SAMBROOK et al, 1989)

Pro separaci fragmenti DNA byla pouZita aparatura pro horizontalni elektroforézu. K separaci byla
pouzita 1,5% agaréza pro elektroforézu rozehiata v 0,5 x pufru TBE. Separace probihala pii napéti 4-7 Vicm.
Pied separaci byly vzorky fadné promichany a smichany s BFM v poméru 5:1. DNA byla obarvena etidium
bromidem (EtBr-1mg/ml). A prohlizena pod UV svétlem (310 nm). Velikost separovanych fragmentl byla
porovnavana s markerem molekulovych hmotnosti pifipravenym $tépenim genomové DNA bakteriofaga A
enzymem Pst /.

4.2.5.3 Amplifikace DNA

4.25.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR reakce byla provadéna vidy vobjemu 50 pl. Reakéni smés obsahovala 5 pl 10x
koncentrovaného pufru pro Vent polymerazu, 1,5 ul (12,5 pmol) kazdého primeru, 1 pl ANTP (10 uM), 1 pl
templatové DNA (100 ng/ul), 39,5 pl dd H0 a 0,5 pl (1,5 jednotky) Vent DNA polymerazy. Optimalizovany
PCR program zahmoval nasledujici po sobé jdouci kroky: denaturace DNA (94°C/ 3 min), denaturace DNA
(94°C/40 s), nasednuti primerd (x*°C/ 50 s) (*reasociacni teploty se liSily pro kazdy par primerl a jsou
uvedeny v kapitole 5), polymeraéni reakce (72 ©C/1 min), opakovani krokli 2 az 4 - 30 krat (30 cykld) a
dokonéeni polymerace (72 °C/7 min).
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4.253.2 Purifikace produkti PCR

PCR produkty byly purifikovany pomoci komeréné dodavané soupravy NucleoSpin Extract Il
(Macherey Nagel). VSechny pouZité pufry byly sougasti tohoto kitu. K 100 pl PCR produktu bylo piidano
200 pl pufru ,NT* a smés byla promichana. Poté byla smés aplikovana na chromatografickou kolonku
.NucleoSpin*“ vlozenou do sbémé zkumavky a centrifugovana (11 000 x g/1 min). DNA navazana na kolonce
byla nasledné promyta pfidanim 600 pl pufru ,NT3" obsahujicim etanol a centrifugaci (11 000 x g/1 min).
Kolonka byla vysuSena od zbytki etanolu centrifugaci (11 000 x g/2 min) a kolonka s navazanou DNA byla
prenesena do isté mikrozkumavky. Eluce DNA bylo docileno pfidanim 15-50pl pufru ,NE*, inkubaci (5

min/RT) a konecnou centrifugaci (11 000 x g/1 min). PCR produkt byl ovéfen elektroforeticky a pouZit pro
restrikéni Stépeni.

42533 Identifikace rekombinantnich kloni pomoci PCR

Tato metoda byla pouzZita pfi detekci genu pro protein VP2 BKV v lyzatu bilych rekombinantnich
kolonii vzniklych po transformaci E. coli DH10Bac transferovym vektorem, do kterého byl klonovan gen pro
protein VP2 BKV. PCR reakce probihala za stejnych podminek jako v kapitole 4.2.5.3.1. Templatova DNA
byla pfipravena nésledujicim zpisobem: Z plotny byly odebrany sterilnim paratkem jednotlivé bilé kolonie
do 100 wi sterilni dd H,O. Suspenze byla inkubovana (10 min/96°C) a centrifugovana (11 000 x g/10 min).
Jako templat pro PCR reakci byl pouzit 1l takto pfipraveného supematantu.

4254 Uprava molekul DNA

42541 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami
(SAMBROOK et al, 1989)

Pfi pouzivani restrikénich enzymu jsem se vzdy fidila instrukcemi vyrobcem, co se tyée optimalnich
podminek (teplota, stabilita, doba Stépeni) pro praci enzymu. Enzym jsem vidy fedila jen pufrem, ktery
zajiStoval optimalni podminky pro maximaini aktivitu daného enzymu. Reakéni smés byla namichana
nasledovné: x il DNA (0,1-10 pug DNA v TE pufru), 1,5 i 10x pufru pro pislu$nou restrikéni endonukleazu,
ddH0 na takovy objem, aby po pfidani enzymu méla restrikéni smés objem 15 pl. Na zavér byla piidana
restrikéni endonukleaza (cca 1U/ug DNA) a smés byla inkubovéna 3 h (aZ pies noc) pii teploté doporudené
vyrobcem pfislusného enzymu (vétsinou pfi 37 ©C). Stépena DNA byla srazena vychlazenym etanolem a
rozpusténa ve vhodném mnoZstvi TE pufru. Kvalita $tépeni byla ovéfena elektroforeticky. Fragment $tépené
DNA, ktery nas zajimal, byl izolovan z gelu.

4254.2 Defosforylace koncu plazmidové DNA

Reakéni smés pro defosforylaci konci DNA byla pfipravena nasledovné: Bylo smichano 50 pl
Stépené vektorové DNA, 10 pl 10 x pufru pro alkalickou fosfatazu CIAP, 2 ul alkalické fosfatazy CIAP a 38 pl
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dd H,0. Smés byla inkubovana 30 min/37°C, poté byly pfidany opét 2 pl alkalické fosfatazy CIAP a smés byl
opét inkubovana 30 min/37°C. Alkalicka fosfataza byla inaktivovana pfidanim 10 pl 10% SDS, 1 pl 0,5 M
EDTA (pH 8.0) a 1 pl proteinazy K (10 mg/ml) a inkubaci 10 min/75°C. DNA byla od alkalické fosfatazy
predisténa upravenym fenolem a chloroformem a sraZzena vychlazenym etanolem. Srazena DNA byla
rozpusténa v 30 az v 50 pl dd H,0.

42543 Rekombinace in vitro-ligace
(SAMBROOK et al, 1989)

Enzym DNA ligaza bakteriofaga T4 katalyzuje opravu jedno-viaknovych ziomi DNA a v genovém
inZenyrstvi se pouziva ke spojovani tupych nebo koheznich koncli molekul DNA. Ligaéni smés byla
piipravena tak, aby byl pomér linearizovaného plazmidu a fragmentu 1:3. Priklad ligaéni smési pro konstrukci
pFastBac HT A-VP2 BKV je nasleduijici: vektorova DNA a DNA fragmentu v poméru 1:3, 10 x koncentrovany
pufr pro T4 ligazu, T4 ligaza (5 U/pl) a popr. dopinit dd H-O. Ligacni reakce probihala pfes noc pii pokojové
teploté.

4.2.6 Zakladni prace s proteiny

4.2.6.1 SDS polyakrylamidova proteinova elektroforéza (SDS-PAAGE)

(SAMBROOK et al, 1989)

a) Priprava bunééného lyzatu

Sediment hmyzich nebo savéich bunék byl resuspendovan ve vhodném mnozstvi RIPA pufru (50-
500u1) a byla piidana smés inhibitorl proteaz. Suspenze byla inkubovana 20 minut na ledu. Pokud byl vzorek
viskdzni, byl kratce sonikovan. Poté byla suspenze centrifugovana (11 000 x g/15 min/4°C), supematant byl
preveden do mikrozkumavky a byl pouZit pro dalSi experimenty.

b) Priprava vzorku pro SDS-PAAGE

Vzorky byly smichany s 5 krat koncentrovanym Leamliho pufrem v poméru 4:1 a 5 minut povareny
ve vodni lazni. Pokud byl vzorek viskézni, byl kratce sonikovan a centrifugovan (11 000 x g/1 min/4°C).

c) Priprava gelu

Elektroforeticka skla byla dobfe omyta a usuSena a byla sestavena aparatura pro nalévani gelu.
Tésnost aparatury byla zkontrolovana nalitim 5 ml dd H,O a nasledné byla skla osusena filtraénim papirem
Do aparatury byl pfechodné vioZzen hieben a bylo poznamenano, kam sahaji zuby hiebenu. Po vyjmuti
hfebenu byl cca 0,5 cm pod Groveri zubl nalit 10% separacni gel piipraveny smichanim 4 ml 30% akrylamidu
(29% akrylamid+1% bis-akrylamid/100 ml ddH.0), 4,5 ml Tris-HCI (pH=8,8), 120 ul 10% SDS, 3,25 ml dd
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H20, 40 pl 10% APS a 8,5 pl TEMED. APS a TEMED byly do gelu piidany tésné pred nalévanim gelu. Nality
separacni roztok byl pievrstven dd H,O a ponechan cca 30 minut. Po ztuhnuti gelu byla dd H,O odstranéna a
byl nalit 5% zaostiovaci gel pfipraveny smichanim 0,5 ml 30% akrylamidu, 0,375 ml Tris-HCI (pH=6,8), 30
10% SDS, 2,11 ml dd H20, 20 pl 10% APS a 5 ul TEMED. Do nalitého zaostfovaciho gelu byl viozen hieben.
Gel tuhnul cca 10-15 minut. Po ztuhnuti zaostiovaciho gelu byl hfeben vyjmut, skia s gelem byla viozena do
elektroforetické aparatury a gel pevrstven elektroforetickym pufrem. Pfed nanaSenim vzorku byly jamky
vyplachnuty od zbytki nepolymerizovaného akrylamidu elektroforetickym pufrem a do jamek bylo naneseno
5-30 pl vzorku. Pied nanesenim na gel byl vzorek centrifugovan (11 000xg/1min/4°C). Viastni elektroforéza
probihala v elektroforetickém pufru nejprve pii napéti 8V/cm? (30 min) a poté pii napéti 10 V/icm? 1-3 hodiny.
Molekulové hmotnosti proteinti rozdélenych na gelu byly porovnavany s molekulovymi hmotnostmi standardu.

4.2.6.2 Fixace a barveni gelu po SDS-PAAGE

Akrylamidovy gel s rozdélenymi proteiny byl nejprve 1-2 hodiny fixovan ve fixaénim roztoku poté byl
gel oplachnut v 3,5% HCIO4. Gel byl nasledné prevrstven barvicim roztokem a barven pii RT pfes noc. DalSi
den byl barvici roztok slit a gel byl odbarvovan v destilované vodé nékolik hodin. Po odbarveni gelu byl gel
analyzovan a skenovan pomoci transmisniho skeneru.

4.2.6.3 Imobilizace proteini na membrané

4.26.3.1 Imunodot-blot
(SAMBROOK et al, 1989)

Vzorky denaturovanych i nativnich proteint byly nakapany (0,5-5ul) na nitrocelulézovou membranu
a po zaschnuti kapek byla nitrocelul6zova membrana s imobilizovanymi proteiny piipravena k imunologické
detekci protein(.

4.26.3.2 Western blot
(SAMBROOK et al, 1989)

Byla nastfihana 1x nitrocelulézova membrana, 8x filtrani papir a 2x Whatman, vie o rozmérech

8 cm/8,5 cm. Na blotovaci mrizce byl utvofen blotovaci sendvi¢ v tomto poiadi:1x podloZka ze savé hmoty, 4x
filtratni papir, 1x Whatman, akrylamidovy gel se separovanymi proteiny, nitroceluldzova membrana, 1x
Whatman, 4x filtratni papir, 1x podloZka ze savé hmoty. Sendvié byl navihéen blotovacim pufrem, zbaven
bublin a uzavien v blotovaci mfiZzce. Takto pfipravena mfizka byla vioZzena do blotovaci aparatury a pielita
blotovacim pufrem. Pienos probihal 3 hodiny pfi 99 V a 250 mA, piiéemz strana mfizky, na které byl umistén
gel, byla na strané zapomé elektrody. Po ukonéeni blotovani byla membrana oplachnuta vdd H.O a
pipravena k imunologické detekci proteind.
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4.2.6.4 Imunologicka detekce proteinli imobilizovanych na membrané.

(SAMBROOK et al, 1989)

Nitrocelulézova membrana s imobilizovanymi proteiny byla inkubovana 30 min v5 % odtuénéném
miéce v PBS. Poté byla membrana oplachnuta PBS a inkubovana 1 hodinu s primami protilatkou nafedénou
PBS. Od nenavazané primami protilatky byla membrana promyta 3 x 10 min PBS a poté inkubovana 30 min
v sekundami protilatce nafedéné v PBS. Membrana byla opét promyta 3 x 10 min PBS. Proteiny byly
detekovany v temné komore inkubaci membrany (30 s) v roztoku luminolu, vioZzenim membrany do prihledné
folie a piiloZzenim RTG filmu. Doby expozice byly od 1 do 15 minut. Film byl vyvolan inkubaci ve vyvojce a
ustalovaci (Foma).

4.2.6.5 Sréazeni proteinli acetonem

Do vzorku s proteiny bylo pfidano 4x mnoZstvi acetonu vychlazeného na -20 © C. Vzorek byl
promichan, inkubovan 30 minut na ledu a vysraZzené proteiny byly sedimentovany centrifugaci (11 000 x g/15
min/40C). Vysrazené proteiny byly rozpustény v PBS.

4.2.6.6 Méreni koncentrace proteini pomoci transmisniho skeneru

Vzorku proteinu (10 pl) o neznamé koncentraci nafedéného podie potieby bylo naneseno do jamky
na akrylamidovy gel a 10 ul vzorku proteinu 0 znamé koncentraci nafedéného podle potieby bylo naneseno
do vedlejSi jamky na stejny akrylamidovy gel. Po skonéeni SDS-PAAGE byl gel fixovan a barven. MnoZstvi
barvenych proteint piiblizné stejnych hmotnosti bylo analyzovano pomoci transmisniho skeneru a programu
Qiuantiti 1 a vzajemné porovnano.

4.2.6.7 Méreni koncentrace proteini metodou Bradfordové

(BRADFORD et al, 1976)

Metoda je zaloZena na interakci barvicky CBB-G250 s bazickymi a aromatickymi aminokyselinami
v proteinech. Byly piipraveny kalibracni standardy BSA o koncentraci v rozmezi 0-1 mg/ml do stejného pufru,
ktery byl pouzit pii pfipravé vzorku. Do mikrozkumavek byl pfipraven 1 ml Einidla Bradfordové, ke kterému
bylo piidano vzdy po 10 ul od kazdého fedéni i od vzorku o neznamé koncentraci. Po kratké inkubaci pii
pokojové teploté (cca 2 min) byly zméfeny absorbance standardi a vzorku pfi 595 nm. Z absorbanci
ziskanych pii méfeni standarda byl sestaven graf a rovnice regrese pomoci programu Microsoft Excel. Podle
této rovnice byla dopogitana koncentrace neznamého vzorku v mg/ml.
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4.26.8 Dialyza

Pred dialyzou byly pfipraveny dialyzaéni membrany (Serva) povaienim 10 minut v dH20. Vzorek byl
prenesen do dialyzaéni membrany a uzavien po obou stranach svorkami. Vzorek proteinu, nebo virovych
kapsid byl dialyzovan proti vhodnému pufru pfes noc za stalého michani v lednici. B&hem dialyzy byl
prislusny pufr minimalné 1 x vyménén za novy. Po skonéeni dialyzy byl vzorek koncentrovan bud centrifugaci
pfes sacharozovy polstar, v piipadé virovych kapsid, nebo pfimo v dialyzaéni membrané pomoci vysoko-
molekulamiho polyetylenglykolu ,PEG* (M: = 20 000), v pfipadé proteinu.

4.2.6.9 Test rozpustnosti proteinu VP2 za riznych podminek

Hmyzi buiky infikované rBac-VP2 BKV byly sklizeny z 2 Petriho misek (@9 cm) (viz. 4.2.3.1.3) 72 hpi
a rozdéleny na 4 stejné dily (aby bylo vychozi mnoZstvi bunék u viech vzorkli porovnatelné). Buriky byly
resuspendovany v 500 pl: i) pufru PBS, ii) pufru RIPA, iii) 4M mo&oviny v PBS, iv) 8M mo&oviny v PBS a
kratce sonikovany (3 x 10s/10 mikrond) na ledu (v pfipadé PBS a RIPA), nebo za pokojové teploty (v pfipadé
4M a 8M mocoviny) uz za piitomnosti inhibitori proteaz. Buriky byly lyzovany 20 min na ledu (v pfipadé PBS
a RIPA) nebo za RT (v pfipadé 4M a 8M mocoviny) a centrifugovany (11000 x g/15 min). Pelety a
supematanty byly nafedény lyzaénim Leamliho pufrem na stejny objem. MnoZstvi proteinu VP2 pifitomného
v nerozpustné frakci (v peletu) a vsupematantu bylo analyzovano imunologickou detekci. Na gel bylo
nanaseno vzdy stejné mnozstvi vzorku (10 pl).

4.2.7 Bakulovirovy expresni systém a pfiprava rekombinantniho
bakuloviru “r-Bac-VP2 BKV“

Bakulovirovy expresni systém je jednim zeukaryotickych expresnich systémid vytvofenych za
ucelem produkce rekombinantnich proteini. V soucasnosti je jednim z nejvice vyuZivanych viri Celedi
Baculoviridae virus ACMNPV (Autographa califomica multiple nuclear polyhedrosis virus) plivodné izolovany
zhousenek mury Autographa califomica. Do dne$ni doby bylo vyvinuto nékolik typl bakulovirovych
expresnich systémud zaloZzenych na unikatnich vlastnostech polyhedrinového proteinu. Ten je totiz masivné
produkovan v pozdni fazi infekce z pozdniho silného promotoru a jeho hladina dosahuje az 50% bunééné
hmoty. Neni nutny pro infekci a replikaci viru v tkanové kultufe a virové ¢astice, které nenesou v genomu gen
pro polyhedrin, vykazuiji odliSnou morfologii plaku v tkariové kultufe ve srovnani s divokym typem bakuloviru.
Sekvenci kodujici polyhedrin, nebo jiny velmi pozdni protein (p10) je mozné nahradit cizorodym genem, ktery
je pod silnym pozdnim promotorem exprimovan ve vysokych hladinach. Hlavnimi slozkami bakulovirovych
expresnich systéml pouzivanych vsoutasné dobé je sada donorovych plazmidi a specialni kmen
recipientniho mikroorganizmu E. coli. K pripravé rekombinantniho bakuloviru pro produkci proteinu VP2 BKV
v hmyzich buiikéach byl pouzit Bac-to-Bac expression system (Invitrogen), jehoz vyhodou je rychlost pfipravy
rekombinantniho bakuloviru, protoZe neni nutna jeho purifikace pomoci plakovych zkouSek. Prvnim krokem je
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vZdy klonovani genu zajmu do donorového plazmidu, kde je rekombinantni gen umistén pod kontrolou silnych
bakulovirovych promotorti, polyhedrinového nebo p10, Za genem je umistén néktery z eukaryotickych poly-A
signall. Tato expresni kazeta rovnéz obsahuje selekéni geny (rezistence vii gentamycinu) a je z obou stran
obklopena sekvencemi pro mistné specifickou transpozici (Tn7). V pfipadé pfipravy r-Bac-VP2 BKV byl gen
pro protein VP2 klonovan do donorového plazmidu pFastBac HT A (4.2.5) za histidinovou kotvu. Po pfipravé
donorového plazmidu nasledovalo jeho vneseni do specialnino kmene E. coli DH10Bac nesouciho
bakulovirovy kyvadlovy vektor (bacmid) s mini-attTn7 transpozi¢nim mistem a dale pomocny ,helper” plazmid.
Jakmile byl vnesen donorovy plazmid do bunék, doSlo k transpozici mezi mini-Tn7 elementem donorového
plazmidu a cilovym mini-attTn7 mistem v bacmidu, ¢imz se vytvofil VP2-rekombinantni bacmid. Transpozice
je zajiSténa enzymem transponazou dodavanou pomocnym plazmidem. Donorovy plazmid pFasBac HT A-
VP2 byl vnesen do bakterii kmene DH10Bac transformaci teplotnim Sokem (4.2.2.3.4). Mini-attTn7 misto je
v bacmidu umisténo v segmentu kddujicim LacZa protein ve stejném étecim ramci. Inzerce genu VP2 do
tohoto mista narudi Cteci ramec LacZa, a tak v bakteriich v nichz dojde k Uspé$né transpozici, neni
produkovana funkéni B-galaktozidaza. Takové bakterie byly snadno identifikovany na agarech obsahujicich
analog laktozy, izopropyl-p-thiogalaktopyranozid.  (IPTG) a chromogenni substrat X-gal, protoze zménily
barvu z modré na bilou. Bilé rekombinantni kolonie byly kontrolovany na piitomnost genu pro protein VP2
pomoci PCR (4.2.6.3.3). DalSim krokem v piipravé r-Bac-VP2 BKV byla izolace vysokomolekulami
bacmidové DNA zrekombinantnich bakteriélnich klon (4.2.6.1.5). Pfitomnost transgenu v
izolované bacmidové DNA byla znovu ovéfena pomoci PCR (4.2.6.3.1). Po ziskani rekombinantni bacmidové
DNA byla tato DNA pouzita k transfekci hmyzich bunék Sf9 (4.2.3.1.5) a rekombinantni bakuloviry byly
izolovany (4.2.3.1.4).

KONSTRUKCE REKOMBINANTNIHO BAKULOVIRU

bacmid

IVﬁ:li- attTn7

Pr Tt, poly A
% VKLADANY GEN 13
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V) X Gal i becmid

—e{ m— 777> modétoore
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‘
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Obr. 4.2.1: Schéma konstrukce rekombinantniho bakuloviru (Bac-fo-Bac expression system). Upraveno podie
strubiol.icr.ac.uk/.../introduction.html.
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4.2.8 Izolace pseudokapsid (VLPs)

(FORSTOVA et al., 1993)

4.2.8.1 Priprava lyzati z infikovanych hmyzich bunék

Hmyzi bufiky infikované rekombinantnim bakulovirem pro produkci kapsidového proteinu VP1 BKV
nebo bakulovirem exprimujicim gen pro VP1 a gen pro VP2 nebo VP3 byly sklizeny (4.2.3.1.3) a buné&ny
sediment byl resuspendovan v B pufru (1 ml B pufru na 2 x 107 bunék). Buriky byly rozruSeny sonikaci (3 x
30s/10 mikrond) a centrifugovany (4150 x g/5 min). Supematant byl uchovan na ledu a sediment byl
prohlédnut pod mikroskopem. V pfipadé, Ze obsahoval jesté neporuSené buiky, byla cela procedura
opakovana a supematanty byly spojeny.

4.2.8.2 Centrifugace pres sacharézovy polstar

Centrifugace lyzatu obsahujiciho virové ¢astice pfes polstar 10% sacharézy se s vyhodou aplikuje
pred utracentrifugacemi v hustotnich gradientech. Do centrifugaénich zkumavek byl nanesen buné&ény lyzat
obsahujici VLPs v B pufru a analyzovany vzorek byl podvrstven 10% sacharézou v B pufru (1-1,5 cm).
Centrifugaéni kyvety byly vyvazeny B pufrem na piesnost dvou desetinnych mist a centrifugovany (3 hod,
30 000 rpm, 4°C, rotor SW41). Sedimenty byly resuspendovany v B pufru a homogenizovany sonikaci.

4283 Izopyknicka centrifugace v CsCl gradientu

(TGLLER & BARD, 1985)

Do centrifugaci zkumavky bylo naneseno 7,9 g vzorku virovych ¢astic v B pufru a smichano s 3,79 g
CsCl. Po rozpusténi CsCl byl zméren refraktometricky index (RI) vzorku, ktery musel byt v rozmezi 1,363 az
1,365. Jestlize v tomto rozmezi nebyl, byl vzorek budto nafedén B pufrem, nebo byl piidan CsCl. Vzorek byl
prevrstven parafinovym olejem, kyvety byly dikladné vyvazeny a centrifugovany (20 hod/35 000 rpm/
18°C/rotor SW41). Vytvoreny gradient CsCl byl rozebran pomoci peristaltické pumpy na frakce (cca 800 pl).
U jednotlivych frakci byl zméfen Rl (frakce obsahujici VLPs mély byt v rozmezi 1,365-1,366-tzv. piné VLPs,
které v burikach enkapsidovaly fragmenty DNA bakuloviru a hmyzich bunék nebo 1,362-1,363-tzv. prazdné
VLPs bez enkapsidované DNA). Frakce byly analyzovany metodou imunodot-blot na pfitomnost proteinu VP1
BKV. Na zakladé téchto analyz byly frakce pospojovany do dvou frakci. Takto ziskané frakce byly odsoleny
dialyzou proti B pufru a zahustény centrifugaci pies sacharézovy polStar (4.2.8.2).
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4.2.9 Izolace minoritniho proteinu VP2 nebo VP3 BKV pro imunizaci mysi

4.29.1 Izolace proteinu VP2 afinitni chromatografii

ProtoZe protein VP2 produkovany v bakulovirovém expresnim systému nesl na N konci histidinovou
kotvu bylo ho mozné izolovat pomoci afinitni chromatografie. Hmyzi buriky byly infikovany bakulovirem r-Bac-
VP2 BKV a 72 hpi sklizeny. Bunéény sediment byl resuspendovan ve 3 ml vazebného pufru (pH=7,4) bud
s mocovinou, nebo bez mocoviny, obsahujiciho koktejl inhibitori proteaz. Poté byl kratce sonikovan ruénim
sonikatorem a centrifugovan (11 000 x g/15 min/4°C). Supernatant byl nanesen na kolonu ,HiTrap™" (GE
Healthcare) obsahuijici agarézu s imobilizovanymi Ni2*, sestavenou podle manualu a 15 pl bylo uchovano pro
kontrolu mnoZstvi proteinu VP2 vstupujiciho do experimentu. Nejprve byla kolona promyta 10 ml ddH.0 a

10 ml vazebného pufru a poté byly naneseny celé 3 ml vzorku. Frakce, ktera protekla, byla uchovana pro
analyzu G¢innosti vazby proteinu VP2 na kolonu. Poté byla kolona promyta 10 ml vazebného pufru s 4M
mocovinou, nebo bez ni a frakce, ktera protekla, byla opét uchovana pro analyzu Uinnosti vazby proteinu
VP2 na kolonu. Protein VP2 byl vymyvan 10x 1 ml eluéniho pufru s 4M mocovinou, nebo bez ni, piicemz
vSech 10 frakci bylo uchovano pro dal$i analyzu. Nakonec byla kolona promyta 10 ml ddH.O a 10 ml 20%
etanolu v ddH;0. Jednotlivé frakce byly zbaveny imidazolu obsazeného ve vazebném a eluénim pufru
dialyzou pres noc proti pufru PBS a nasledné zahustény pomoci PEG 20 000 (4.2.6.8). Experiment byl
analyzovan pomoc SDS-PAAGE a imunologické detekce proteinu VP2 imobilizovaného na membrané
metodou western biot.

4.29.2 Izolace proteinu VP2 BKV fazovou separaci membranovych protein
tritonem-x-114.
a) Izolace membran

(SALZET & VERGER-BOCQUET, 2001)

Membrany byly izolovany z hmyzich bunék (cca 4,8 x 10') infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV
a sklizenych 72 hpi. Sediment bunék byl promyt pufrem TBS, centrifugovan (4150 x g/10 min/4°C) a
resuspendovan v 10 ml pufru TBS obsahujicim koktejl inhibitorti proteaz. Suspenze byla homogenizovana
v sklenéném homogenizatoru na ledu a destrukce bunék i jader byla zkontrolovana mikroskopicky. Suspenze
byla poté centrifugovana (5445 x g, 40 min, 4 © C), supematant byl uchovan na ledu a pelet byl znovu
resuspendovan v pufru TBS obsahujicim koktejl inhibitorii proteaz, centrifugovan (5445 x g, 40 min, 40C) a
supematant byl spojen s pfedchozim a uchovany na ledu Tyto kroky byly opakovany celkem 5x.
Kombinované supematanty (50 mi) byly centrifugovany (20 000 x g/1 hod/ 4°C), pelet (membrany) byl promyt
pufrem TBS a centrifugovan (20 000 x g/20 min/ 4°C). Koncentrace membranovych proteinii byla zméfena
metodou podle Bradfordové.
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b) Prekondenzace tritonu-x-114
(BORDIER, 1980)

Bylo smichano 10 g tritonu-x-114, 8 mg butynylovaného hydroxytoluenu (Fluka), 490 ml 10 mM Tris-
HCI (pH=7,4) a 150 mM NaCl. Tento roztok byl inkubovan 2 hodiny v chladové mistnosti pfi 4°C, aby se
detergentova a vodna faze spojily. Poté byl roztok inkubovan pfes noc pii 30°C, aby se detergentova a vodna
faze od sebe oddélily. Druhy den byla vodna faze odstranéna a detergentova faze opét pielita 490 ml 10 mM
Tris-HCI (pH 7,4) a 150 mM NaCl. Cely postup byl opakovan jesté 2 x. Treti detergentova faze
(prekondenzovany triton-x-114) byla odebrana a uchovana pii pokojové teploté.

c) Fazova separace membranovych proteinii Tritonem-x-114
(BORDIER, 1980, PRYDE & PHYLLIPS, 1986)

Vstupnim materialem byly izolované membrany o koncentraci proteind 4 mg/ml. Prekondenzovany
triton-x-114 byl ve v3ech pfipadech pouzit jako 10 % vodny roztok. Membrany byly promyty v 10 mM Tris-HCl
(pH=7,6) s 0,15 M NaCl, homogenizovany a byl k nim piidan triton-x-114 tak, aby jeho finalni koncentrace
byla 2%. Membrany byly inkubovany s tritonem-x-114 na ledu a asi po 5 minutach byl vytvofen bily precipitat,
ktery byl sedimentovan centrifugaci (58 000 x g/30 min/4 ° C). Supemnatant byl uchovan pro dalsi kroky
experimentu. Pelet byl 2 krat promyt resuspendovanim v pivodnim objemu 10 mM Tris-HCI (pH 7,6) s 0,15 M
NaCl, naslednou kratkou inkubaci na ledu a centrifugaci (58 000 x g/30 min/4°C). Prvni promyvani v 10 mM
Tris-HCI (pH 7,6) s 0,15 M NaCl bylo za piitomnosti tritonu-x-114 o vysledné koncentraci 2%, pii druhém
promyvani jiz triton.x-114 nebyl pfitomen. Supematanty byly v obou pfipadech uchovany pro dalsi krok
experimentu a pelet, ktery zbyl po této trojnasobné extrakci membranovych proteind do faze tritonu-x-114,
mél byt zvétSi Casti tvofen jen fosfolipidy (analyzovan jako membrany po extrakci). Supematanty
z piedchozich kroku byly spojeny a navrstveny na polstar tvoieny 0,25 M sachar6zou v 2ml 10 mM Tris-HCI
(pH 7,6) s 0,15 M NaCl obsahujicim 0,06% tritonu-x-114. Suspenze byla inkubovana § min/30°C az se
zakalila, a nasledné centrifugovana (2500 x g/5 min/RT), piiéemz detergentova faze byla sedimentovana pod
sacharozovy polstar. Vodna faze vyskytujici se nad sachar6zovym polStafem byla odebrana a smichana
s tritonem-x-114 na vyslednou koncentraci 0,5%. Vodna a detergentova faze byly smichany na ledu a poté
navrstveny stejny sachar6zovy polstar, jako byl pouzit v pfedesiém kroku. Suspenze byla inkubovana 5 min/
30°C a nasledné centrifugovana (2500 x g/5 min/RT), piicemz detergentova faze byla sedimentovana pod
sachardzovy polStar. Vysledny supematant byl ochlazen na 0° C na ledu a byl pfidan triton-x-114 na
vyslednou koncentraci 2% a inkubovan na ledu pro smichani detergentové a vodné faze. Poté byla suspenze
inkubovana 5 minut pii 30°C a nasledné centrifugovana (2500 x g/5 min/RT), pficemz detergentova faze byla
sedimentovana pod sacharézovy pol$tar a odstranéna. Koneénym supematantem byla vysledna vodna faze
obsahuijici proteiny rozpustné ve vodné fazi. Viskozni detergentova faze byla nafedéna do plivodniho objemu
10 mM Tris-HCI (pH 7,6) s 0,15 M NaCl a ochlazena na 0°C k rozpusténi detergentu. Poté byla suspenze
inkubovana 5 minut pii 30°C a nasledné centrifugovana (2500 x g/5 min/RT) pies novy 0,25 M sachar6zovy
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politar. Vysledna promyta tritonova faze s extrahovanymi membranovymi proteiny rozpustnymi v detergentu
byla odebrana, nafedéna jednim objemem 10 mM Tris-HCI (pH 7,6) s 0,15 M NaCl a uchovana pfi -20°C.

d) Analyza frakci tritonové separace

Frakce vstupnich membran, membran po extrakci (o stejném objemu) a vodna a detergentova faze
byly a analyzovany pomoci SDS-PAAGE provedené v duplikatu. Prvni gel byl obarven pomoci barviciho
roztoku pro vizualizaci proteini a druhy gel byl podroben imunologické detekei proteinu VP2 imobilizovaného
na membrané metodou westem blot.

4293 Izolace proteinu VP3 BKV z VP1/3 BKV VLPs.

VP1/3 VLPs byly izolovany podle kapitoly 4.2.8 a analyzovany elektronovou mikroskopii, negativnim
barvenim a imunologickou detekci proteinu VP1 a VP3 imobilizovanych na membrané metodou imunodot-blot
a westem blot. Aby mohl byt protein VP3 oddélen od proteinu VP1, byly proteiny rozdéleny na SDS-PAAGE.
Proteiny byly v gelu vizualizovany barvenim v 0,05% CBB-R250 rozpusténé vd H.O po dobu 10 minut a
prouzek gelu obsahujici protein VP3 byl skalpelem vyfiznut. Protein VP3 z gelu dostan elektroeluci: Prouzek
gelu s proteinem VP3 byl vioZzen do dialyzaéni membrany naplnéné elektroforetickym pufrem a uzavien
vmembrané po obou stranach svorkami. Poté byla dialyzaéni membrana vioZzena do aparatury pro
horizontalni elektroforézu naplnéné elektroforetickym pufrem. Poté probihala elektroeluce proteinu VP3 pii
napéti 10 V/iecm2 do té doby neZ byl protein obarveny CBB-R250 z gelu uvolnén (cca 1,5 hod). Protein VP3
rozpustény v elektroforetickém pufru byl dialyzovan pies noc proti 0,2 M uhlicitanu sodnému s 0,02% SDS
vdH,O za pokojové teploty a koncentrovan pomoci PEG 20 000. Nakonec byl protein VP3 srazen
vychlazenym acetonem a jeho koncentrace byla zmérena pomoci transmisniho skeneru. Takto izolovany
protein VP3 byl pouZit pro imunizaci mysi.

4.2.10 Priprava mysSi monoklonalni protilatky proti minoritnim

kapsidovym proteinim BK viru

Techniky prevzaty a upraveny podle: (HARLOW & LANE, 1988)

Monoklonalni protilatky jsou sekretovany ve velkych mnozstvich jednim B lymfocytamim klonem a
rozpoznavaji specificky jeden konkrétni epitop antigenu. Pogatky techniky pfipravy monoklonalnich protilatek
sahaji az do roku 1975, kdy C. Milstein a G. Kéller (K6LLER & MILSTEIN, 1975) poprvé provedli fuzi
myelotow hufiky se slezinnym B lymfocytem a vysledny produkt nazvali hybridom. V hybridomovych buiikach
jsou spojeny vyhodné viastnosti obou typli rodi¢ovskych bunék: B lymfocyty maji totiz v tkanové kultufe kratky
poloéas Zivota a fuzi s transformovanou myelomovou burikou ziskaji schopnost neomezeného nristu
vtkanové kultufe. Zaroven si vSak zachovaji schopnost produkce protilatek. Technika pfipravy
monoklonalnich protilatek ma nékolik kroki a skryva cetna askali.
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Prvnim krokem je imunizace zvifete zvolenym antigenem. Nejéastéji se pro pfipravu monoklonalnich
protilatek vyuZivaji drobnéjsi laboratomi zvifata, jako je my$ nebo potkan. Zvifata mizeme imunizovat
nékolika cestami, obvykle subkutanné, intraperitonealné nebo intravenézné. Imunizaéni schémata mohou byt
rizna a li§i se podle povahy zvoleného antigenu, zpravidla byva podano nékolik imunizaénich davek
vintervalu 7 az 14 dnl. Spolu s antigenem se podava adjuvant, které zesili imunitni reakci. Jednim z
pouzivanych adjuvant je Freundovo adjuvant. Kompletni Freundovo adjuvant je mineralni olej obsahujici
bunécny extrakt bakterie Mycobacterium tuberculosis, nekompletni Freundovo adjuvant je slozeno pouze
z mineralniho oleje. Bunéény extrakt aktivuje dendritické bufiky (pfes TLR). Mineraini olej slouzi jako matrice,
zniz je antigen pomalu a postupné uvolfiovan. Tim dochazi k prodiouzené stimulaci imunitniho systému.
Kvalita imunitni reakce je kontrolovana stanovenim titru sérovych protilatek proti cilovému antigenu v pribéhu
imunizace.

Tii dny po posledni imunizaci (,boost’), ktera byva podana nejcastéji intravendzné (bez adjuvant), je
zvifeti odebrana slezina. Slezinné buriky jsou fizovany s buitkami myeloidnimi éasto pomoci 50 % PEG.
Nejpouzivanéjsim zplisobem selekce bunék je Littlefieldova technika (LITTLEFIELD, 1966). Vychézi se pii ni
z téchto piedpokladld: i) u bunék kultivovanych in vitro Ize navodit urdité enzymové defekty, ii) bufiky
s enzymovymi defekty nejsou schopny rist v médiich obsahujicich tzv. selekéni komponenty, iii) u hybridnich
bunék miZe byt enzymovy defekt jedné buriky kompenzovan piitomnosti enzyma druhé buriky. K syntéze
nukleotidil v eukaryotni burice vedou dvé drahy: hlavni a boéni. V hlavni cesté jsou nukleotidy syntetizovany
de novo z cukri a aminokyselin. Tento zplisob syntézy Ize blokovat aminopterinem, pfitomnym v médiu HAT.
Bo¢ni cesta vyuZiva k syntéze preformovanych purinovych bazi a nukleosidl. Tento zplisob syntézy je zavisly
na aktivité dvou enzymd: hypoxantin-guanozin-fosforybozyl-transferazy (HGPRT) a thymidin kinazy. Pfi fiizi
myelomovym buiikdm schazi enzym HGPRT (tj. jsou neschopné vyuZit hypoxantin jako extemi zdroj
purinovych bazi- adeninu a guaninu) i thymidin-kinaza (t. jsou neschopné vyuzit thymidin jako externi zdroj
pyrimidinovych bazi-cytosinu a thyminu). Naopak B lymfocyt méa funkéni oba tyto enzymy. Po selekci v médiu
HAT obsahujicim aminopterin tedy pfezZivaji pouze hybridomy vznikié spojenim obou partnert (B- lymfocytu a
myelomu), nikoli hybridi vznikli spojenim dvou stejnocennych s funkéni TK i HGPRT. Pokud ani jedna ze dvou
drah neni funkéni, nemize se burika dale mnozit, jedna ji vSak k tomu postaéi. Burika, ktera se nemlze
mnoZit, tedy posléze z bunééné kultury zmizi.

Vzniklé hybridomy jsou geneticky nestabilni (tetraploidni 4n) a musi byt dale selektovany a
klonovany. Jen klon skute€né vznikly zjediné matefské buiiky zaruCuje, Ze se bude tvoiit monoklonalni
protilatka. Technik klonovani je nékolik. Obvykle je nutné hybridomy znovu klonovat (reklonovat) alespoii
tfikrat abychom ziskali stabilni klony produkujici Zadouci protilatku.

Klonované hybridomy jsou dale testovany na piitomnost zadouci protilatky nékolika metodami.
NejobvyklejSi metodou je ELISA. Hybridomy ale mizeme testovat i metodou imunodot-blot, nepfimou
imunofluorescenci nebo western blot. Na obrazku 4.2.1 je schéma pfipravy hybridoml produkujicich
monoklonalni protilatky proti konkrétnimu antigenu.
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Obr. 4.2.1: Schéma piipravy hybridomi produkujicich monoklonalni protilatky proti konkrétnimu antigenu. 1)
My$ je imunizovana antigenem z&jmu a ve sleziné imunizované mysi jsou produkovany plazmatické burky, které
sekretuji protilatky proti tomuto antigenu, 2) Selekce myelomovych bunék neschopnych produkce profilatek a HGPRT,
Vypreparovan mysi sleziny a izolace plazmatickych bunék. Smichani plazmatickych bunék s myelomovymi burikami a
indukce fuze pomoci PEG. 4) Pfeneseni bun&k po fuzi do média HAT 5) Selekce, klonovani a testovani hybridomd, které
produkuiji specifické profilatky proti antigenu zajmu. (Upraveno podie © Encyclopeadia Britannica, Inc.)

4.210.1 Imunizace mysi*

Pfipravenym antigenem (4.2.10.3) byly imunizovany dvé mys3i, a to samice imbredniho kmene
BALB/c. Byly provedeny celkem 4 imunizace antigenem vZdy po 14 dnech. Zvifata byla imunizovana ve
vSech pfipadech subkutanné, piitemz davka podaného antigenu byla 20ug antigenu v celkovém objemu
100uI PBS a Freundova adjuvant 1:1. Pro prvni imunizaci bylo pouzito kompletni Freundovo adjuvant, pro
druhou a tfeti imunizaci bylo pouZito nekompletni Freundovo adjuvant a posledni imunizace byla provedena
bez adjuvant. Posledni davka byla aplikovana taktéz subkutanné.

4.2.10.2 Odbér krve z ocasni Zily a priprava a testovani séra*

Po prvni a druhé imunizaci byl u obou mySi proveden kontrolni odbér krve ( 5ul krve nafedéné do 100ul PBS)
z ocasni Zily za pouziti mikrokapilary. Odebrana krev fedéna v PBS byla inkubovana 10 minut /RT a poté

1 hodinu/4°C za ob&asného protiepani. Poté byla srazena krev sedimentovana centrifugaci (4150g/1 min).
Takto ziskané sérum bylo testovano na pfitomnost protilatek proti antigenu VP2/3 BKV metodou imunodot-
blot.

*VeSkeré manipulace s Zivymi zvifaty véetn& imunizaci byly provedeny Mgr. Alenou Moravkovou Ph.D.
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4.2.10.3 Priprava podptrnych bunék*

Podpiimé buriky (feeder layers) upravuji médium vypousténim bunéénych sekre¢nich faktord, imz
hustotu. Soucasné podpimé buriky funguji jako ,uklizeci bunééného detritu diky schopnosti fagocytézy.
Podpimé buriky se vtkanové kultufe nemnozi a pretrvavaji vni 7-10 dni. Jsou piipravovany z mysi
vyplachem peritonea. Histologicky se jedna prevazné o buriky monocyto-makrofagové fady.

Laboratomi my$ byla usmrcena cervikalni dislokaci a vykrvena profiznutim kréni tepny. Poté byla
my$ omyta dezinfekénim roztokem. Veskeré nasledujici kroky byly délany asepticky v laminamim boxu. My3
byla stazena z kiZze smérem od ocasu k hlavé a pripevnéna k operacni podioZce. Poté bylo do injek&ni
stfikatky nabrano 10 ml média HAT a cely tento objem byl injikovan do peritonea mysi pies oblast tfisel. Poté
byla mysi masirovana biisni oblast pro uvolnéni makrofagli ze stén peritonea. Nakonec byl pies peritonealni
sténu cely objem tekutiny vysan, ziedén do 50 ml média HAT a pinén po 100 pl do pfipravenych 96
jamkovych mikrotitraénich desticek.

4.2.10.4 Priprava myelomovych bunék

Myelomové buriky byly vyjmuty z tekutého dusiku, kde byly skladovany, tyden pfed fizi a rychle
rozmrazeny ve vodni lazni pii 37°C. Poté byly myelomoveé buriky nafedény do 10 ml média RPMI 1640 s 15%
FCS. Suspenze bunék byla centrifugovana (1750 x g/5 min) a bunéény sediment byl resuspendovan v médiu
RPMI 1640 s 15% FCS. Buriky byly kultivovany na kultivaénich miskach (@ 6 cm) az do dne fuze. Dobra
kondice a hustota myelomovych bunék byla kontrolovana pribézné pod invertovanym mikroskopem. Jestiize
dosahly buriky 100% konfluence, byly pasazovany do kompletniho média RPMI 1640 s 15% FCS v poméru

1:4 zplsobem, jaky byl pouZit pii pasazovani hmyzich bunék v kapitole 4.2.3.1.1.

4.2.10.5 Bunécna fuze

4.210.5.1 Priprava slezinnych bunék*

Mys byla 3 dny po posledni imunizaci usmrcena cervikalni dislokaci a vykrvena piestfizenim kréni
tepny. Poté byla my§ omyta dezinfekénim roztokem a veskeré nasledujici kroky byly délany asepticky
v lamindmim boxu. My$ byla staZena z kiize smérem od ocasu k hlavé a piipevnéna k operacni podioZce.
Pomoci nlizek a skalpelu bylo otevieno peritoneum a byla odebrana slezina. Ta byla poté poloZzena na
Petriho misku s propiracim médiem a kouskem sterilniho silonu. Slezina byla homogenizovana nejprve
rozstfihanim na malé kousky a poté protlatenim slezinnych bunék pfes oka silonu do propiraciho media.
Buriky byly prefiltrovany do 50 ml zkumavky pfes dalSi vrstvu silonu.

*Veskeré manipulace s Zivymi zvifaty véetné imunizaci byly provedeny Mgr. Alenou Moravkovou Ph.D.
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4.210.5.2 Promyvani slezinnych a myelomovych bunék

Slezinné a myelomové buriky byly nejprve spocitany v Birkerové komirce. V pfipadé slezinnych
bunék byly poéitany jen lymfocyty. Slezinné a myelomové buriky byly promyvany nejdfive 2x oddélené a poté
spoleéné v zadaném poméru v propiracim médiu (RPMI 1640 s antibiotiky pro TK a 2 mM glutaminem, bez
séra) nasledujicim zplisobem: Suspenze bunék byla dopinéna propiracim médiem do 50 ml a centrifugovana
(405 /10 min). Pii tietim promyvanim byly slezinné a myeloidni buriky smichany v poméru 5:1 ve prospéch
slezinnych bunék a opét doplnény do 50 ml a centrifugovany (405 g/10 min). Takto ziskany a promyty
sediment bunék byla piipraven pro fizi.

4.2.10.5.3 Fuze bunék

Sediment tvoreny slezinnymi a myeloidnimi buiikami smichanymi ve vhodném poméru byl nejprve
jemné protfepan a poté k nému byl pfidan pomalu béhem 1 minuty a za soudasného protfepavani 1 ml 50%
PEG (Mw. 3350). Nasledné bylo pfidano RPMI 1640 médium s 2 mM glutaminem a antibiotiky pro TK ohfaté
na 37°C, a to: v druhé minuté 1 ml média, v tieti minuté 1 ml média a ve étvrté minuté 8 ml média. Poté byly
fuzované buriky centrifugovany (295 g/10 min), sediment bunék byl resuspendovan v 50 ml média HAT a po
100 pl pinén do 96 jamkovych mikrotitratnich desti¢ek, ve kterych bylo jiz pfipraveno 100 pl podpimych
bunék.

4.2.10.6 Lécba geneticinem

Dva az tii dny po fuzi byl ke kultufe hybridomd pfidan roztok geneticinu G418 (400 pg/ml), coz je
antibiotikum G¢inné proti mykoplasmé. Myelomové buriky, a tedy i hybridomy, jsou viiéi geneticinu rezistentni.
Geneticin byl z kultury hybridomd odstranén vyménou za &erstvé médium HAT bez geneticinu pred
testovanim na produkci Zadané protilatky (3-5 dni po jeho plsobeni v kultufe), protoZze by mohl interferovat
s dalSimi experimenty.

4.210.7 Pasazovani hybridomd

Jakmile hybridomy dosahly 80-100% konfluence, byly pasazovany z jamky 96 jamkové mikrotitracni
desticky do jamky 24jamkové mikrotitracni destiCky. Hybridomy byly nejprve uvoinény od podkladu
nékolikanasobnym prosatim pomoci mikropipety a sterilni $picky a poté byl cely obsah jamky (200 pl)
pfenesen do jamky 24 jamkové mikrotitracni desky s piipravenymi 800 i Cerstvého média HAT popf. HT.
(Jestlize jiz hybridomy proSly miniméiné 1x procesem klonovani, byly péstovany vmédiu HT, které
neobsahovalo aminopterin). Nasledné bylo i do plivodni jamky 96 jamkové mikrotitracni desticky, z které byly
hybridomy pfeneseny, dano 200 pl ¢erstvého média HAT popf. HT. Pii pasaZovani se totiz nikdy nepodafi
uvolnit véechny hybridomy od podkladu, a proto se i v plvodni jamce hybridomy opét namnozi. Jestlize jiz
nebylo potieba hybridlomy mnoZit za Ucelem napf. zhotoveni konzervy nebo klonovani, byly hybridomy
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z jamky vZdy uvolnény nékolikanasobnym prosatim mikropipetou se sterilni Spi¢kou, odebrané médium bylo
centrifugovano (405 g/10 min), aby bylo zbaveno bunék, testovano na pfitomnost Zadané protilatky a
nahrazeno éerstvym médiem HAT. Hybridomy byly uchovavany pfi37°C v CO, termostatu. Pro produkci
vétSiho mnozstvi protilatky byly hybridomy pasazovany na Petriho misky o @ 9 cm. Nejprve bylo médium HT
s protilatkami odebrano z Petriho misky, ve které hybridomy rostly a centrifugovano od zbytka bunék (405g/
10 min). Poté bylo do misky s hybridomy pfidano erstvé médium HT, do kterého byly hybridomy jemné
seskrabany Skrabatkem. Buné&na suspenze byla rozdélena na nové Petriho misky v poméru 1:2 aZ 1:4 podle
poteby.

4.2.10.8 Klonovani

Abychom si byly jisti, Ze ziskana protilatka je tvorena pouze hybridomy vzniklymi rozmnozenim jedné
buriky, je tfeba hybridomy klonovat. Teprve po ziskani jednotlivych kloni Ize produkovat jednoznaéné
definovanou monoklonalni protilatku namifenou proti urcitému epitopu a tvorenou hybridomy odvozenymi
zjediné plvodni fuzované buriky. Klonovanim se zaroveil stabilizuje jiz ziskana buné&Cna linie. Linie
hybridomu je vhodné minimalné 3x klonovat a testovat na produkci Zadané protilatky. Obecné se tvrdi, Ze
jestiize je po klonovani 95% klond pozitivnich na produkci zadané protilatky, mizeme hovofit o stabilni
hybridomové linii. Hybridomy byly klonovany nasledujicim zplisobem: do 4 zkumavek bylo pfipraveno HAT
médium o objemu 4 ml (1 zkumavka), a 3,7 ml (2-4 zkumavka)-(fedéni 10x az 1000x). Poté bylo do prvni
zkumavky s piipravenym médiem preneseno 10-100 ul homogenni hybridomové suspenze (v zavislosti na
mnozstvi a kondici hybridomovych bunék). Suspenze hybridom( v prvni zkumavce byla promichana prosatim
pipetou a 300 pl z této homogenni suspenze bylo pfeneseno do zkumavky 2 s piipravenym médiem HAT.
Tento postup byl opakovan az do té doby, kdy byla ve vSech 4 zkumavkach suspenze hybridomu se snizujici
se koncentraci. Poté byla suspenze bunék o 4 riznych koncentracich rozdélena po 100 pl do 96 jamkové
mikrotitraéni desticky s jiz pfipravenymi 100 ul podpimych bunék. (Kdyz byly hybridomy pfed klonovanim
v dobré kondici a vy$Si hustoty, nebyly podpiimé buriky zapotfebi). Desticka byla rozdélena na 4 &asti po 3
fadach (24 jamek), piicemz v kazdé Casti byly hybridomy o rizném fedéni. Jamky byly po uplynuti 5-7 dni
kontrolovany pod invertovanym mikroskopem a médium z jamek, ve kterych se nachazela pouze jedna
kolonie vznikla rozmnozenim pouze jediné buriky, bylo testovano na pfitomnost Zzadané protilatky.

4.210.9 Priprava konzerv hybridomovych linii

Hybridomy byly nejprve uvolnény od podkladu prosatim pipetou, popf. pomoci Skrabatka, pfemistény
do mikrozkumavky a centrifugovany (295 g/10 min) Poté byl bunéény sediment resuspendovan v mrazicim
meédiu (viz 4. 1. 11) a bylo pfidano DMSO na vyslednou koncentraci 10%. Takto pfipravena bunééna
suspenze byla pienesena do kryozkumavky a mrazena tak, aby se teplota snizovala o 1°C/1min v mrazici
krabi¢ce. Dale byly hybridomy skladovany v tekutém dusiku pfi -198°C neomezené diouhou dobu. Stejnym
zplsobem byly mrazeny i slezinné buriky nevyuZité pii fuzi a myelomové bunééné linie.
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4.2.10.10 Rozmrazovani hybridomu

Konzerva s hybridomy byla vyjmuta z tekutého dusiku, a ihned rozehiana ve vodni lazni pii 37°C.
Obsah kryo-zkumavky byl prenesen do 10 ml média HAT. Poté byla suspenze centrifugovana (295 g/10 min),

aby byla zbavena DMSO bunéény sediment byl resuspendovan v HAT médiu. Buriky byly vysety na kultivaéni
desticky a inkubovany v termostatu pii 37 Co v 5% atmosféfe CO..
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5.1 Priprava protilatek proti strukturnim antigentim BK viru

Abychom mohli v nasi laboratoii zahajit vyzkum lidského polyomaviru BK (BKV), bylo potieba ziskat
protilatky proti struktumnim kapsidovym proteinim tohoto patogenu. Ackoliv jiz byla vnasi laboratofi
piipravena krali€i polyklonalni protilatka proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1, pro vyzkum funkci VP1 a
minoritnich proteind VP2 a VP3 bylo nutné zaméiit se na pfipravu monoklonalnich protilatek proti vSem
zminénym struktumim proteinim BKV. Protoze protein VP2 obsahuje na svém C konci celou sekvenci
proteinu VP3, piedpokladali jsme, Ze piinejmenSim nékteré protilatky by mohly byt zaméfeny proti obéma
minoritnim proteinim. MoZna by se podaiilo pfipravit i protilatky interagujici pouze s epitopy vyskytujicimi se
na unikatni N koncové ¢asti proteinu VP2. Nejprve jsem se zaméiila na pfipravu protilatky proti minoritnim
proteinim BKV, z diivodu predpokladané sloZitéjsi pripravy antigenu.

Pro uéel studia funkci struktumich proteini BKV byly jiz dfive vnasi laboratofi piipraveny
rekombinantni bakuloviry pro produkci samotného proteinu VP1 (rBac-VP1 BKV) a pro simultanni produkci
VP1 a minoritniho proteinu VP2 (rBac-VP1/2 BKV), nebo VP3 (rBac-VP1/3 BKV) v hmyzich burikéach. Ja jsem
se ve své diplomové praci zaméfila na pfipravu rekombinantniho bakuloviru pro produkci minoritniho
kapsidového proteinu VP2 k pripravé antigenu VP2 pro imunizaci mySi a ke studiu vlastnosti tohoto
minoritniho kapsidového proteinu.

5.1.1 Priprava rekombinantniho bakuloviru pro expresi VP2 BKV

5.1.1.1 Konstrukce transferového vektoru nesouciho gen pro protein VP2

Prvnim diléim Ukolem bylo vytvoiit pomoci transferového vektoru pFastBac HT A (Bac-to-Bac
Expression system, Invitrogen) plazmid, ve kterém bude pod silnym polyhedrinovym promotorem umistén gen
pro protein VP2 BKV. Konstrukce transferového plazmidu pFastBac HT A-VP2, nesouciho gen pro protein
VP2 BKV, je znazoména na obr. §.1.1. Do tohoto vektoru je mozné vloZit cizi gen za sekvenci pro
histidinovou kotvu (6xHis). Histidinova kotva by méla usnadnit izolaci rekombinantniho proteinu afinitni
chromatografii.

Nejprve byl PCR amplifikaci (viz. 4.2.5.3.1) s vyuZitim primerd ,pFBHTA-1“ a ,pFBHTA-2* (viz.
4.1.6), zavadéjicich restrikéni mista pro restrikéni endonukleazy Eco RI a Pst I, pfipraven gen pro protein
VP2. Jako templat byl pouZit plazmid ,p734a“ nesouci genom BK viru. Teplota hybridizace primeri byla
stanovena pomoci vztahu: 2°C za kazdou bazi A nebo T a 4°C za kazdou bazi G nebo C, pogitano z oblasti
primerll komplementamich k templatu. U obou pouZitych primeri byla teplota 52°C. Takto amplifikovany gen
(VP2) byl poté precistén pomoci soupravy ,NucleoSpin Extract II* (Macherey Nagel) (viz 4.2.5.3.2) a $tépen

restrikénimi endonukleazami Eco Rl a Pst I, aby byly vytvofeny kohezni konce, umoZriujici snazsi ligaci (viz.
4254.1).
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VP2 (1056 bp)
Eco RI( >Pst [
201{Nde | Nde I4933

Obr. 5.1.1: Schéma konstrukce transferového vektoru pFastBac HT A-VP2. Popis transferového vektoru pFast Bac
HT A: f1 origin (2-457 bp), gen pro rezistenci k ampicilinu (589-1449 bp), pUC origin (1594-2267 bp), transpozi¢ni misto
.TN7R" (2511-2735 bp), gen pro rezistenci ke gentamycinu (2802-3335 bp), polyhedrinovy promotor ,Pe* (3904-4032
bp), iniciaéni kodon ATG (4050-4052 bp), 6xHis kotva (4062-4079 bp), rozpoznavaci misto ,TEV* (4101-4121 bp),
,multiple cloning site* ,MCS" (4119-4222 bp), polyadenylagni signal SV40 (4240-4480 bp) a transpoziéni misto ,Tn7L"
(4509-4674 bp). Gen pro protein VP2 byl do vektoru pFast Bac HT A vnasen za restrikéni mista pro Eco R/ (4135 bp) a
Pst | (4197 bp), které jsou soucasti MCS. Pii ovéfovani transferového vektoru pFast Bac HT A a vytvoieného konstruktu
pFast Bac HT A-VP2 byly pouZity jesté tyto restrikéni endonukledzy: Eco RV (Stépici v donorovém vektoru v mistech
2826 bp, 4089 bp), Alw 441 (Stépici v donorovém vektoru v mistech 705 bp, 1951 bp, 3719 bp) a Nde / (3tépici v genu
pro protein VP2 v mistech 201 bp, 933 bp).

Stapeny fragment VP2 byl izolovan z agardzového gelu pomoci soupravy ,NucleoSpin Extract Il (Macherey
Nagel) (viz 4.2.5.1.3). Restrikéni Stépeni fragmentu bylo ovéreno ligaénim testem (neukazano). Plazmidovy
vektor pFastBac HT A byl nejprve izolovan z bakterialni kultury alkalickou maxipreparaci (viz 4.2.5.1.1) a jeho
identita ovéfena Stépenim restrikénimi endonukleazami Eco RI, Eco RV a Alw 441. Na obrazku 5.1.2 je
zobrazena elektroforéza restrikéniho ovéfeni donorového plazmidu. VSechny pouZité restrikéni endonukleazy
Stépily vektor podie ofekavani. Enzymem Eco RI byl vektor linearizovan (4856 bp), enzym Eco RV $tépil
plazmid na dvé &asti o velikosti 3593 bp a 1263 bp a enzym Alw 441 Stépil plazmidovou DNA na 3 ¢asti o
velikosti 1246 bp, 1768 bp a 1842 bp. Prouzky o velikosti 1768 bp a 1842 bp na obrazku splyvaji v jeden.
Oveéreny vektor byl St&pen restrikénimi endonukleazami Eco Rl a Pst | a §° konce upraveny defosforylaci (viz
4.2.5.4.2). Linearizovany a defosforylovany plazmid byl pfipraven pro ligaci se $t&penym a izolovanym genem
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pro VP2. Na obrazku 5.1.3 je kontrolni agar6zova elektroforéza pfipraveného fragmentu VP2 a donorového
plazmidu.

M

Obr. 5.1.2: Elektroforéza restrik&niho ovéfeni
donorového plazmidu Fast Bac HT A. V draze
.1“ je plazmid linearizovany pomoci restrikéni
5077 bp— endonukledzy Eco RI, v draze ,2" je plazmid
2838 Stépeny enzymem Eco RV a v draze ,3" $t&peny
2459 enzymem Alw 441,

1488 B

1700

11501 bp—e

1159
1093

Obr 5.1.3: Kontrolni elektroforéza $tépeného
(Eco R, Pst I) a defosforylovaného plazmidu
pFastBac HT A (draha ,1“) a amplifikovaného,
restrikénd $tdpeného (Eco RI, Pst ) a
izolovaného fragmentu, nesouciho gen pro
protein VP2 (draha ,2°).

11501 bp
5077 bp—-

2459 bp —-
1700 bp —-

1093 bp —-

Byla pfipravena ligaéni smés obsahujici plazmidovou DNA a fragment VP2 v poméru 1:6. Ligace
probihala pfi laboratomi teploté pfes noc s pouZitim T4 ligazy (viz 4.2.5.4.3). Ligaéni smés byla nasledné
transformovana metodou elektroporace do kompetentnich bunék E. coli DH5a (viz 4.2.2.3.2). Po elektroporaci
byly bakterie tfepany 1 hodinu pfi 37°C a poté vysety v rliiznych fedénich na pevné médium s ampicilinem a
inkubovany 12-16 hodin staticky pfi 37°C. Z narostié kolonie byly minipreparaci izolovany plazmidové DNA
(viz 4.2.5.1.2). Spravny konstrukt byl vyhledavan restrikénim Stépenim pomoci restrikénich endonukleaz
Eco RV, Nde | a kombinaci enzymi Eco R/ a Pst I. Restrikéni endonukleaza Eco RV $tépila DNA donorového
plazmidu v mistech 2826 bp a 4089 bp, a tak se ové&fovany plazmid rozstépil na 2 ¢asti o velikosti 4649bp a
1263 bp. Restrikéni endonukleaza Nde / Stépila gen pro protein VP2 v mistech 201 bp a 933 bp, a tak se
ovéfovany plazmid roz3tépil na 2 &asti o velikosti 5179bp a 733bp. Kombinaci restrikénich endonukleaz
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Eco Rl a Pst | bylo docileno vy3tépeni genu pro protein VP2 (1056bp) z donorového plazmidu pFastBac HT A
(4856 bp). Elektroforéza tohoto restrikéniho ovéfeni plazmidové DNA je zobrazena na obr. 5.1.4.

Obr. 5.1.4: Elektroforéza restrikéniho ovéfeni
plazmidové DNA. V draze ,1“ je plazmid pFastBac HT A
Stépeny Eco RI a Pst I, vdraze ,2° je fragment VP2,
Restrikéni ovéfeni pfitomnosti inzertu VP2 bylo
provedeno kombinaci restrikénich endonukledz Eco Rl a
Pst | (draha ,3), dale pak enzymem Eco RV (draha ,4) a
enzymem Nde | (draha ,5°).

5.1.1.2 Priprava rekombinantni bakulovirové DNA nesouci gen pro protein
VP2 BK viru

Pfipravenym konstruktem pFastBac HT A-VP2 byly metodou teplotniho Soku transformovany
kompetentni bakterie kmene DH10Bac (viz 4.2.2.3.4), nesouci bacmid a pomocny plazmid. Na zakladé
inzerce genu pro protein VP2 do genu LacZa byly selektovany bilé kolonie, u nichZz doSlo k uspé&sné
transpozici genu VP2 do bakulovirové DNA, z pozadi modrych kolonii, u nichz k spé$né transpozici nedoslo.
Pfitomnost genu pro protein VP2 v bilych koloniich byla ovéfena metodou PCR amplifikace. Templatem pro
tuto reakci byla DNA z bilych kolonii (viz 4.2.5.3.3). Templatem pro pozitivni kontrolu byla pouZita plazmidova
DNA p734a nesouci genom BKV. Templatem pro negativni kontrolu byla DNA z modrych kolonii. Pro PCR
amplifikaci byly pouzity primery pFBHTA-1 a pFBHTA-2. Vysledek PCR amplifikace z kolonii je znazomnén na
obrazku 5.1.5.

M 1 2 3 NK

Obr. 5.1.5: Ovéieni pfitomnosti
genu pro protein VP2 BKV v
bilych koloniich metodou PCR
amplifikace. V drahéach ,1“ az ,3"
je amplifikovany fragment o
velikosti genu pro protein VP2
(1056 bp). Templatem byla DNA z
bilych kolonii. Jako negativni
kontrola (NK) byla pouZita DNA
ziskana z modré kolonie.

Vybrané pozitivni kolonie byly zaotkovany do 5ml ZB2 s antibiotiky a inkubovany pfes noc pfi 37°C
za stalého tiepani. Z narostlych kultur byla izolovana bacmidova DNA (viz 4.2.5.1.5) a pfitomnost genu pro
protein VP2 v izolované DNA byla opét ovéfena pomoci PCR amplifikace. Templatem pro pozitivni kontrolu
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byla pouZita plazmidova DNA p734a. Negativni kontrolou byla reakéni smés pro PCR amplifikaci bez
templatové DNA. Vysledek PCR amplifikace z bacmidové DNA je znazomén na obr. 5.1.6.

Obr. 5.1.6: PCR amplifikace bacmidové DNA.
V drahach ,1* az ,3" je amplifikovany fragment o
velikosti genu pro protein VP2 (1056 bp).
Templatem byla bacmidova DNA. Negativni
kontrolou byla reakéni smés bez templatové
DNA.

11501 bp
5077 bp

1986 bp

1093 bp

Izolovanou bacmidovou DNA byly transfekovany hmyzi buriky Sf9 (viz 4.2.3.1.5) a inkubovany 6 dni

pii 28°C. Poté bylo z Petriho misek s transfekovanymi burikami odebrano médium, které bylo pouZito jako
inokulum bakuloviru r-Bac-VP2 BKV pro infekci dalSich hmyzich bunék Sf9. 72 hodin po infekci byly
infikované buriky Sf9 sklizeny a byly z nich pfipraveny lyzaty. Odebrané médium z nich bylo uchovano jako
inokulum bakuloviru r-Bac-VP2 BKV.
Lyzaty infikovanych bunék Sf9 byly analyzovany SDS proteinovou elektroforézou (SDS-PAAGE) (viz 4.2.6.1)
a nasledné imunologickou detekci proteini imobilizovanych na membrané metodou westemn blot (viz
4.2.6.3.2) pro ovefeni produkce proteinu VP2 v infikovanych bufikach. Na detekci proteinu VP2 BKV byla
pouzita krali¢i polyklonaini protilatka proti minoritnim struktumnim proteinim VP2 a VP3 SV40 ziskana z
laboratofe prof. Ariely Oppenhein. Homologie aminokyselinové sekvence BKV a viru SV40 je totiz 69%
(FRISQUE et al., 1984), a tak tato protilatka reaguje i s minoritnimi proteiny VP2 a VP3 BK viru. Vysledek
metody imunologické detekce proteinu VP2 v lyzatech bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV je
znazomeén na obrazku 5.1.7. Zatimco v draze ,1“ a 3" je zfejma produkce proteinu VP2 v lyzatu naneseném
do drahy ,2° protein VP2 produkovan nebyl.

kDa M PK NK 1 2 3
229 — ' Obr. 5.1.7: Imunologické detekce proteinu VP2
120 — BK viru. Westem blot byl vyvolan primami

87 — polyklonalni protilatkou proti minoritnim proteiniim

' VP2 a VP3 viru SV40 a kozi sekundami protilatkou
proti krali€im imunoglobulinim konjugovanou s
50— wp2  peroxidazou (HRP). Jako pozitivni kontrola (PK) byly
- pouzity VLPs obsahujici kapsidové proteiny VP1 a
33—~ e VP2. Jako negativni kontrola (NK) byl pouZit lyzat z
- bunék infikovanych divokym bakulovirem. Do drah

26 — J° az ,3* byl nanesen lyzat hmyzich bunék
infikovanych rekombinantnim bakulovirem rBac-VP2

BKV.
17,9—
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Produkce proteinu VP2 rekombinantnim bakulovirem byla ovéfena i metodou nepiimé

imunofluorescence (viz 4.2.4). Na obrazku 5.1.8 je nepiimé imunofluorescenéni znaéeni proteinu VP2 v
hmyzich buikach infikovanych piipravenym rekombinantnim bakulovirem (,1“ z obr. 5.1.7). Jako negativni
kontrola byly pouZity hmyzi buriky infikované divokym bakulovirem. Z obrazku je patmé, Ze pfipraveny
rekombinantni bakulovirus skutené produkuje protein VP2 BK viru.

1. 2. 3. NK
Obr. 5.1.8: Ovéfeni produkce VP2 v hmyzich buiikéch infikovanych pfipravenym rekombinantnim bakulovirem
metodou nepiimé imunofluorescence. V experimentu byla pouZita krali¢i polyklonélni protilatka proti proteinim VP2 a
VP3 viru SV40 a kufeci sekundami protilatka proti krali¢im imunoglobulinim znalen4 AF488. 1-3: hmyzi buitky

infikované bakulovirem r-Bac-VP2 BKV z drahy ,1“ na obr. 5.1.7. NK: hmyzi bufiky infikované divokym bakulovirem.
Méfitko znaci 10 um.

5113 Priprava plakovych izolatii rekombinantniho bakuloviru

~rBac-VP2 BKV“

Pro pfipravu konzerv bakuloviru r-Bac-VP2 BKV, ktery by byl zaru¢ené homogenni a neobsahoval
neprodukuijici formy, jsme se rozhodli pfipravit plakové izolaty (viz 4.2.3.1.4). K plakové zkousSce bylo pouZito
inokulum bakuloviru r-Bac-VP2 BKV (z drahy ,1%, obr. 5.1.7). Jiz dfive bylo v nasi laboratofi pozorovano, ze
buriky, ve kterych se produkuje protein VP2, a to jak mySiho polyomaviru, tak BK viru, maji zménénou
morfologii z kulatého na podlouhly tvar. Vzniklié plaky byly tedy selektovany s pouZitim invertovaného
mikroskopu. Plaky obsahujici buriky podiouhlého tvaru byly (i s agarem nad nimi a virem, ktery obsahovaly)
sterilné vypichnuty a byly jimi infikovany buiiky Sf9. Z buné&k infikovanych bakuloviry z jednotlivych plakovych
izolatli byly pfipraveny lyzaty, pficemz médium bylo sterilné odebrano a uchovano pii 4°C. Lyzaty bunék byly
podrobeny analyze na SDS-PAAGE a imunologické detekci proteinu VP2. Vysledek SDS proteinové
elektroforézy po barveni Coomassie Brilliant Blue G250 (CBBG250) a vysledek imunologické detekce
proteinu VP2 BKV na paraleini SDS-PAAGE je znazomén na obr.5.1.9.a a 5.1.9.b. Ve v3ech lyzatech bunék
infikovanych jednotlivymi plakovymi izolaty byl detekovan prouZek o elektromobilité proteinu VP2 (40 kDa). Ve
4 25 lyzath byl detekovan i vyrazny prouzek mensi velikosti. Virové inokulum bylo je$té jednou pouzito k
infekci novych bunék Sf9. Po 72 hodinové inkubaci infikovanych bunék bylo sterilné odebrano médium a byly
z n&j zhotoveny konzervy pfidanim glycerolu do vysledné koncentrace 15%. Konzervy jsou uchovany pfi -
78°C.
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M PK1 PK2 NK 1 2 3 4 5
175— +. J BN

116 — Gns
93— 0 =«

65— Yl
57— e

36— 9

31— e

Obr. 5.1.9.a: Proteinovéa SDS elektroforéza lyzatli hmyzich bunék infikovanych plakovymi izolaty bakuloviru
r-Bac-VP2 BKV. Jako pozitivni kontrola 1 (PK1) byly pouZity VLPs obsahujici kapsidové proteiny VP1 a VP2. Jako PK2
byl pouZit lyzat z hmyzich bunék infikovanych rekombinantnim bakulovirem rBac-VP1/2 BKV. Jako negativni kontrola
(NK) byl pouzit lyzat z neinfikovanych hmyzich bunék. Do drah ,1“ aZz ,5° byl nanesen lyzat z hmyzich bunék
infikovanych jednotlivymi plakovymi izolaty bakuloviru r-Bac-VP2 BKV.

kDa M PK1 PK2 NK 1 2 3 4 5
175 —

116 —
93 —

65 —
57 —

VP2
36 —— - -

31 __ |

- e e P

Obr 5.1.9.b: Imunologickd detekce proteinu VP2 v lyzdtech hmyzich bunék infikovanych plakovymi izolaty
bakuloviru r-Bac-VP2 BKV. Westem blot byl vyvolan krali¢i primami polyklonaini protilatkou proti minoritnim proteiniim
VP2 a VP3 viru SV40 a kozi sekundami protilatkou proti kraliéim imunoglobulinim konjugovanou s peroxidazou (HRP).
Jako pozitivni kontrola 1 (PK1) byly pouZity VLPs obsahuijici kapsidové proteiny VP1 a VP2. Jako PK2 byl pouZit lyzat z
hmyzich bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP1/2 BKV. Jako negativni kontrola (NK) byl pouZit lyzat z
neinfikovanych hmyzich bunék. Do drah ,1“ aZ ,5° byl nanesen lyzat z hmyzich bunék infikovanych jednotlivymi
plakovymi izolaty bakuloviru r-Bac-VP2 BKV.
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5.1.2 Izolace proteinu VP2 BK viru (VP2 BKV) z hmyzich bunék pro
imunizaci
5.1.2.1 Optimalizace infekce

Prvnim krokem izolace proteinu VP2 BKV z lyzatu bunék Sf9 infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2
BKV byla optimalizace délky infekce. DuleZité bylo najit kompromis pozadavku, aby bylo v buiikach piitomno
co nejvice proteinu VP2 a sou¢asné, aby tento protein nebyl degradovan vlivem dlouhodobé infekce. Buiiky
Sf9 byly lyzovany v riznych ¢asech po infekci, a to 24 hpi, 30 hpi, 48 hpi, 72 hpi a 93 hpi. Bunéény lyzat byl
analyzovan SDS-proteinovou elektroforézou a imunologickou detekci proteinu VP2. Bylo zjisténo, Ze je
nejvhodnéjSi sklizet buriky Sf9 infikované bakulovirem r-Bac-VP2 BKV v ¢ase 72 hpi, kdy je v bunééném
lyzatu pfitomno mnoZstvi proteinu VP2 srovnatelné s mnoZstvim proteinu pozorovanym v ¢ase 93 hpi, ale
degradace proteinu jesté neni tak znateina (obr. 5.1.10).

Obr. 5.1.10: Imunologicka
detekce proteinu VP2 BK

g & & & & viru vriznych &asech po
kDa M PK A W AV o infekci. Westem blot lyzat
175— hmyzich bunék infikovanych

bakulovirem r-Bac-VP2 BKV

116— produkujicim  protein VP2
93— vuvedenych  &asech po
infekci. Westem blot byl

65— vyvolan ~ primami  krali¢i
57— polyklonaini protilatkou proti
minoritnim proteinim VP2 a

. - - VP3 viu SV40 a kozi

~ . sekundami protilatkou proti

36— krali¢im imunoglobulinim
konjugovanou s peroxidazou

31— (HRP). Jako pozitivni kontrola

(PK) byly pouZity VLPs
obsahujici kapsidové proteiny
VP1aVP2.

5.1.2.2 Izolace proteinu VP2 BKYV afinitni chromatografii

Pro pouZiti proteinu VP2 jako antigenu pro imunizaci my$i bylo nutné jej z lyzatu infikovanych bunék
Sf9 izolovat. Protein VP2 je fizovan s histidinovou kotvou, a proto byl izolovan afinitni chromatografii (viz
4.2.9.1). Jednotlivé frakce byly analyzovany SDS-PAAGE a imunologickou detekci proteinu VP2. Z obrazku
5.1.11 je patmé, Ze se &ast proteinu nezachytila na kolonu po naneseni vzorku a po promyti vazebnym
pufrem, a Ze velka Cast proteinu zlstala patmé v koloné i po postupném promyti 10 mi eluéniho pufru. Na
obrazku 5.1.11 jsou ukazany jen prvni 2 drahy (draha ,4“ a ,5%) z 10 drah po promyti eluénim pufrem. V Zadné
z frakei pfi eluci viak nebyl protein VP2 detekovatelny.
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Obr. 5.1.11: Imunologickd detekce
S 4 3 2 1 PK M kDa proteinu VP2 BK viru po afinitni
chromatografii. Western blot byl vyvolan
175 primami kralii polyklonaini protilatkou proti
0,15% 0,5% 0,5% minoritnim proteinm VP2 a VP3 viru SV40
1 0 116 a kozi sekundami protilatkou proti krali¢im
<-— g3 imunoglobulinim konjugovanou s
peroxidazou (HRP). Jako pozitivni kontrola
(PK) byly pouzity VLPs obsahujici
-— b5 kapsidové proteiny VP1 a VP2. V draze 1
je vychozi mnoZstvi proteinu vstupujiciho
o7 do pokusu. V draze ,2° je frakce ziskana
b&hem nanaseni lyzatu na kolonu, v draze
<+— VP2 3¢ e frakce po promyti vazebnym pufrem.
36 V drahach ,4‘ a ,5° jsou frakce po
I promyvani eluénim pufrem. Procenta
vyjadiuji podil vzorku z celkového mnoZstvi

31  lyzétu naneseneho na kolonu.

5.1.2.3 Test rozpustnosti proteinu VP2

Afinitni chromatografie nevedla k uspé3né izolaci proteinu VP2 viru BK zlyzatu bunék Sf9
infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV. Proto jsme testovali rozpustnost proteinu VP2 BKV za rliznych
podminek: v PBS, vRIPA pufru, v 4M mo&oviné a v8M moloviné (viz 4.2.6.9). Jednotlivé lyzaty byly
testovany SDS-PAAGE nasledovanou imunologickou detekci proteinu VP2 metodou western blot. Z obrazku
5.1.12 je patmé, Ze ve vSech pfipadech vétSina proteinu zlstavala v peletu. Nejlep$i rozpustnost proteinu
VP2 je v4M a 8M mocoviné. A¢ byly do vzorkl jiz na poCatku experimentu pfidany inhibitory proteaz,
degradace proteinu VP2 byla znana. Na zakladé téchto vysledku byl zopakovan experiment izolace proteinu
VP2 afinitni chromatografii. Experiment byl proveden stejnym zplsobem, ale buiiky byly tentokrat lyzovany
ve vazebném pufru, do kterého byla pfidana mocovina tak, aby byla 4M. | tentokrat ale &ast proteinu VP2
protekla po naneseni vzorku na kolonu a po promyvani vazebnym pufrem a ¢ast zistala v koloné i po

mnohonasobném promyti eluénim pufrem.

kbaM PK la 1lb 2a 2b 3a 3b 4a 4b  Obr.5.1.12: Imunologické detekce proteinu
VP2 BK viru v pufrech PBS aRIPAav 4M

175— y a 8M modovind. Westem blot byl vyvolan
116—» primarni krali¢i polyklonaini protilatkou proti
93—e minoritnim proteinim VP2 a VP3 viru SV40 a
kozi sekundami protilatkou proti krali€im
imunoglobuliniim konjugovanou s peroxidazou
65— (HRP). Jako pozitivni kontrola (PK) byly
57—e pouzity VLPs obsahujici kapsidové proteiny
VP1 a VP2, a=supematant, b=
sediment1=PBS, 2=RIPA, 3= 4M mo&ovina v
YEZ". PBS, 4= 8M mocovina v PBS. Jednotlivé
36— \ drahy jsou co do mnoZstvi naneseného vzorku
vzéjemné porovnatelné.
31—
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5.1.24 Izolace proteinu VP2 BKV fazovou separaci membranovych
proteinu tritonem-x-114

Jelikoz metoda afinitni chromatografie s pouzitim kolonky piipravené k izolaci proteind s histidinovou
kotvou nebyla v pffipadé izolace proteinu VP2 Uspésna, rozhodla jsem se vyzkouSet metodu fazové separace
membranovych proteinG tritonem-x-114 (viz 4.2.9.2). Ackoli protein VP2 byl, podobné jako ostatni strukturni
proteiny polyomaviri MPyV a SV40, oznaCovan jako jademy protein, v nasi laboratofi bylo zjisténo, Ze je
velka ¢ast tohoto proteinu u MPyV vazana na vnitrobunééné membrany, piedevsim na membrany ER.
Z bunék Sf9 infikovanych rBac-VP2 BKV byly tedy izolovany cytoplasmatické a vnitrobunééné membrany,
které byly pouzity pro fazovou separaci membranovych proteinli s pouzitim pre-kondenzovaného tritonu-x-
114. Tato metoda je zaloZzena na skutednosti, Ze vodny roztok neiontového detergentu tritonu-x-114 je
homogenni pii 0°C, ale pii 20°C se rozdéli na vodnou a detergentovou fazi. Hydrofilni proteiny jsou poté
nalezeny vyhradné ve vodné fazi, zatimco integralni membranové proteiny jsou detekovany v detergentové
fazi.

Buriky byly sklizeny 72 hpi (cca 4,8x 10'%bunék) a byly z nich izolovany membrany. Koncentrace
proteini obsaZenych v izolovanych membranach byla zméfena metodou podle Bradfordové. V pokusu fazové
separace tritonem-x-114 byla pouZita koncentrace membranovych proteini 4mg/ml. Fazovou separaci mély
byt nejprve z membran odstranény fosfolipidy a poté se mély postupné oddélit hydrofilni proteiny rozpustné ve
vodné fazi od membranovych proteinii rozpustnych v tritonu-x-114. Experiment byl vyhodnocen SDS-
proteinovou elektroforézou, barvenim gelu Coomassie Brilliant Blue G250 a imunologickou detekci
proteinu VP2 BKV v jednotlivych frakcich. Vysledek pokusu je znazomén na obr. ,5.1.13.a“a ,5.1.13.b" Z
obr. ,5.1.13.a" je patmé, Ze se metodou fazové separace tritonem-x-114 podafilo oddélit nékteré slabé
viditelné prouzky proteinii obsazenych ve vodné fazi od proteinii obsazenych ve fazi tritonu-x-114. Nicméné
extrakce proteinu VP2 do tritonové faze byla natolik slaba, ze se nam jej podafilo detekovat az s pouzitim
citlivéjsi imunologické detekce, jak znazormuje obr. ,5.1.13.b*. Pro Gspésnou izolaci proteinu VP2 z membran
bunék Sf9 infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV by bylo nutné tuto metodu optimalizovat, nicméné toto
nebylo hlavnim cilem mé diplomové prace, a proto jsme se optimalizaci této metody prozatim nezabyvali.
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Obr. 5.1.13.a: Proteinovd SDS
elektroforéza fazové separace
membranovych proteini
tritonem-x-114: Elektroforeticky
rozdélené proteiny byly
detekovany  barvenim  gelu
pomoci Coomassie Brilliant Blue
G250. V draze ,1° je vzorek
izolovanych membran. V draze
.2 je frakce membran, které
proSly  procesem  extrakce
membranovych proteinti
tritonem-x-114. V draze ,3“ je
frakce vodné faze. V draze“4" je
frakce detergentové faze. Jako
pozitivni kontrola (PK) byly
pouzity  VLPs  obsahujici
kapsidové proteiny VP1 a VP2.

Obr. 5.1.13.b: Imunologické
detekce proteinu VP2 BK
viru po fazové separaci
membrénovych proteinii
tritonem-x-114: Westem blot
byl vyvolan primami kralici
polyklonalni protilatkou proti
minoritnim proteindm VP2 a
VP3 viu SV40 a kozi
sekundami protilatkou proti
krali¢im imunoglobulinim
konjugovanou s peroxidazou
(HRP). Jako pozitivni kontrola
(PK) byly pouzity VLPs
obsahujici kapsidové proteiny
VP1 a VP2. V draze 1 je
vzorek izolovanych membran.
V draze ,2" je frakce membran,
které proSly procesem extrakce
membranovych proteinl
tritonem-x-114. V draze ,3" je
frakce vodné faze. V draze ,4*
je frakce detergentové faze
(signal proteinu VP2 v draze
A" je zesilen).
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5.1.3 Izolace minoritniho strukturniho proteinu VP3 BK viru z VLPs
slozenych z proteinii VP1 a VP3.

ProtoZze ani metoda fazové separace membranovych proteind tritonem-x-114 nevedla k Gspé$né
izolaci dostateéného mnoZstvi proteinu VP2 BKV, rozhodli jsme se pro ziskani antigenu pro imunizaci my$i
vyuZit bakulovirus r-Bac-VP1/3 BKV simultanné produkujici proteiny VP1 a VP3 BK viru. V jadrech hmyzich
bunék se VP1 a VP3 skladaji do VLPs (VP1/VP3 VLPs). Imunizaci proteinem VP3 je mozno obdrzet i
protilatku proti proteinu VP2, protoZe, jak jiz bylo fe¢eno, protein VP3 je pouze zkracenou formou proteinu
VP2 a vétsina imunogennich epitopli se nachazi ve spole¢né éasti.

Zbunék Sf9 infikovanych bakulovirem r-Bac-VP1/3 BKV byly izolovany VP1/3 VLPs (viz 4.2.8)
centrifugaci pfes sacharézovy polstaF a centrifugaci v CsCl gradientu. Gradient byl rozebran na frakce, byl
zméfen jejich refraktometricky index a metodou imunodot-blot byl v jednotlivych frakcich detekovan protein
VP1 BKV (tab. ,5.1.14.a“ a obr. ,5.1.14.b*). Cistota izolovanych VLPs byla zkontrolovana s pouzitim
elektronové mikroskopie (obr. ,5.1.15.a“) a SDS proteinové elektroforézy (obr. ,5.1.15.b%). Z obr. ,5.1.15.b* je
patmé, Ze spolu s VP1/3 VLPs (prouzky VP1 a VP3), ko-purifikovaly jesté dalsi proteiny bunééného nebo
bakulovirového pivodu. Identita proteini VP1 a VP3 byla zkontrolovana imunologickou detekci proteind VP1
a VP3 na westem blotu (obr. ,5.1.15.¢%).

1378 1375 1372 1370 1368 |

Obr. 5.1.14.a: Tabulka naméfenych refraktometrickych indexi v jednotlivych frakcich CsCl gradientu pfi izolaci
VP13 VLPs. OranZové (frakce 6-10) jsou piné VLPs, obsahujici fragmenty DNA bunééného nebo bakulovirového
plivodu, zelené (frakce 11-13) jsou prazdné VLPs neobsahujici DNA.

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
eo|lo ©

VP13 . « o o|® o o o olle @

Obr. 5.1.14.b: Imunodot-blot jednotlivych frakci CsCl gradientu pfi izolaci VP1/3 VLPs. imunodot-blot byl vyvolan
primami krali¢i polyklonalni protilatkou proti proteinu VP1 BKV a kozi sekundami protilatkou proti krali¢im
imunoglobulinGim konjugovanou s peroxidazou (HRP). Frakce 6-10, odpovidajici vznasivé hustoté 1,343-1,316 g/cms,
jsou piné VLPs, frakce 11-13, odpovidajici vznasivé hustoté 1,310-1,294 g/cm3, jsou prazdné VLPs.

Protein VP3 byl izolovan z frakce VP1/VP3 VLPs *, podle kapitoly 4.2.9.3, rozdélenim proteinGi VP1 a
VP3 na SDS-proteinové elektroforéze a elektroeluci vyfiznutého proteinu VP3 z polyakrylamidového gelu.

* Frakce zbylych prazdnych VP1/VP3 VLPs byla smichana s glycerolem v pufru B tak, aby vysledna koncentrace
glycerolu byla 5%, a uchovana pfi -20°C pro pfipadné pouZiti v dalSich experimentech.
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Koncentraci proteinu VP3 jsme stanovovali pouze pfiblizné, srovnanim s proteinem o znamé
koncentraci na SDS-proteinové elektroforéze s pouZitim transmisniho skeneru a programu ,Quantiti 1“ (obr.
5.1.16). Vytézek proteinu VP3 byl cca 5 pug na jednu SDS-proteinovou elektroforézu, pfitemz jedna

imunizaéni davka pro jednu my$ byla 20 pg.
& & M kba

-—175

-—116
-— 93

-— 57

Obr. 5.1.15: Kontrola Cistoty a identity izolovanych . freker” VP1/3 VLPs. Elektronova mikroskopie (negativni
barveni) (A), a SDS proteinova elektroforéza (B). Elektroforeticky rozdélené proteiny byly detekovany barvenim gelu
pomoci Coomassie Brilliant Blue G250. Identita proteinli v izolovanych VLPs byla uréena metodou imunologické
detekce proteinu VP1 (draha ,VP1%) a VP3 (draha ,VP3") na westem blotu (C). Westemn bloty byly vyvolany primami
krali¢i polyklonalni protilatkou proti proteinu VP1 BKV a kozi sekundami protilatkou proti krali¢im imunoglobulinGim
konjugovanou s peroxidazou (HRP) v pfipadé VP1, nebo primami polyklonalni kraliéi protilatkou proti minoritnim
proteinim VP2 a VP3 viru SV40 a kozi sekundami protilatkou proti krali&im imunoglobulinim konjugovanou s
peroxidazou (HRP).

Obr. 5.1.16: Ukézka jednoho ze skenovanych gell pfi

1 2 3 4 M kDa uréovani koncentrace proteinu VP3. Elektroforeticky

.o rozdélené proteiny byly detekovany barvenim gelu pomoci
94 CBB-G250.V drahach ,1“ az ,4" je izolovany protein VP3 BK
67 viru. Sipka ,1* ukazuje na prouZek proteinu o velikosti 30 kDa

’ a znamé koncentraci, skterym bylo mnoZstvi proteinu v
43 jednotlivych vzorcich porovnavano.
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5.1.4 Imunizace mysi antigenem VP3

Dvé samicky mysi kmene Balb/c byly imunizovany piiblizné 20 pg antigenu VP3 ziskaného podle
kapitoly 5.1.3. Probéhly celkem 4 imunizace po 14 dnech (viz 4.2.10.1). Po druhé a posledni imunizaci byl
mySim odebran vzorek krve. Z této krve bylo piipraveno sérum, které bylo testovano na pfitomnost protilatky
proti proteinu VP3 metodou imunodot-blot (viz 4.2.10.2). Na obrazku 5.1.17 je pfiklad jednoho z imunodot-
blotl testujiciho piitomnost protilatky proti proteinu VP3 v séru mysi ,1“ a ,2* po druhé a po étvrté imunizaci. Z
obrazku je patmé, Ze obé mysi za¢aly jiz po 2 imunizaci tvoiit protilatky proti VP3, piiéemz my$ “2“ odpovidala
na antigen intenzivnéji nez mys “1“.

Obr. 5.1.17: Testovani séra na pfitomnost protilatek proti
Z2.imun. 4.imun. antigenu VP3 BKV: Antigenem pro imunodot-blot byly
denaturované VP1/3 VLPs (VP1/3) nebo antigen VP3
Mysl e ® o pfipraveny izolaci z gelu a néaslednou elektroeluci Na

- membranu byly nakapany 3 pl antigenu. Na obrazku je ukazka
reakce séra mySi 1 a 2 po druhé a &tvrté imunizaci. PouZité
sérum bylo fedéno celkem 2100 x. Jako sekundarni protilatka
M}'S' byly pouZity kozi protilatky proti myS$im imunoglobulinim

2 . ‘ I. I konjugované s peroxidazou (HRP).

VP1/3 VP3 VP1/3 VP3

5.1.5 Selekce monoklonalnich protilatek

Tii dny po posledni imunizaci byla my$im odebrana slezina a byla provedena fiize slezinnych bunék
s pfipravenymi myeloidnimi burikami (viz 4.2.10.5). Pro fizi byly pouZity slezinné buiiky z mysi ,2°, ktera Iépe
odpovidala na antigen, pficemz slezinné buiiky z mysi ,1“ byly pouzity na pfipravu konzervy a uchovany
v tekutém dusiku pro moznou potfebu opakovani fuze. Tii dny po fizi byl do kultivaéniho média HAT piidan
geneticin G418 v koncentraci 400pg/ml, jako prevence proti mykoplasmé (viz 4.2.10.6). Po tfech dnech bylo
médium vyménéno, aby se odstranil G418. Od sedmého dne po fazi byl opticky pod mikroskopem hodnocen
narust kolonii hybridomovych bunék v jednotlivych jamkach. Vysledek byl zapisovan do schematické miizky,
kde kazdé jamce odpovidalo jedno policko (obr. 5.1.18). Médium HAT bylo v jamkach pravideiné odebirano a
hybridomy byly pasazovany (viz 4.2.10.7). Odebrané médium bylo testovano na pritomnost protilatky proti
antigenu VP2/3 metodou imunodot-blot. Vybrané hybridomy reagujici pozitivné s antigenem VP3 byly
klonovany (viz 4.2.10.8) a testovany na piitomnost protilatky proti antigenu VP3, rovnéz metodou imunodot-
blot. Na obrazku 5.1.19 je fotografie jedné z hybridomovych kolonii klont hybridom z jamky HIIC7.
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Obr. 5.1.18: Pfiklad zdznamu néristu kolonii hybridomi v jednotlivych jamkach Illl. mikrotitraéni desticky
provedeny osmy den po fazi. Cisla znati potet kolonii jednotiivych hybridomi v jamce 96-jamkové mikrotitra&ni
desticky. Symbolem ,* jsou oznadeny jamky, v kterych nebyl nérist kolonie zaznamenan. Cervenou barvou jsou
oznageny jamky, kde kolonie pokryvaly témé celou plochu jamky, zelené jsou oznageny jamky se stfedné velkymi

.....

ok 51.19: Ukizka jedné z hybridomovych kolonii kionu
" hybridomi z jamky ,IC7*.

Na obrazku ,5.1.20.a“ a ,5.1.20.b“ je ukazka testovani protilatek produkovanych hybridomy v jamce
C7 treti mikrotitratni desticky (llIC7). Z obrazku ,5.1.20.a“ je patmé, Ze protilatky produkované hybridomy
v jamce lll C7 interagovaly nejen s proteinem VP2 (3), ale i s proteinem VP1 (2). Po klonovani protilatky
produkované jednotlivymi klony reagovaly bud s proteinem VP3, nebo s proteinem VP1, jak ukazuje obrazek
,9.1.20.b“. Antigenem pro tento experiment byly VP1 VLPs a VP1/3 VLPs. Protilatky produkované klony 1 aZ
4 reagovaly pouze s antigenem VP1/3 a nikoliv s antigenem VP1, coZ svédgi o pfitomnosti protilatek proti
proteinu VP3. Protilatky produkované klony 10 aZ 15 interagovaly jak s antigenem VP1/3, tak s antigenem
VP1, coZ sv&déi o pfitomnosti protilatek proti proteinu VP1. Zadny z klon( nereagoval s lyzatem hmyzich
buné&k infikovanych divokym bakulovirem.
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Obr. 5.1.20.a: Testovani protilatky produkované hybridomy v jamce llIC7 metodou imunodot-blot. Jako antigen
byly pouZity denaturované VP1/3 VLPs (,1°), denaturované VP1 VLPs (,2°), lyzat hmyzich bunék infikovanych
bakulovirem r-Bac-VP2 BKV produkujicim protein VP2 BK viru (,3), lyzat hmyzich bunék infikovanych divokym
bakulovirem (,4“). Jako primami protilatka bylo pouZito médium odebrané z jamky C7 tfeti mikrotitraéni desticky (IliC7).
Jako sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti my$im imunoglobulindm konjugované s peroxidazou (HRP).

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

VP1 VLPs e o o o o ¥
VP13 VLPs ®© o ©® ® o g
o . o
wt

Obr. 5.1.20.b: Ukézka testovani protilitek produkovanych klony 1 az 15 hybridomi z jamky lIC7 metodou
imunodot-blot. Jako antigen byly pouZity denaturované VP1 VLPs a denaturované VP1/3 VLPs. Jako negativni kontrola
byly pouZity hmyzi buriky infikované divokym bakulovirem (Wt). Jako primami protilatka bylo pouZito médium odebrané
z od jednotlivych klond ,1* a2 ,15* hybridomd v jamce 1lIC7. Jako sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti
my$im imunoglobulinim konjugované s peroxidazou (HRP).

Ziskané klony produkujici protilatky proti VP3 a klony produkuijici protilatky proti VP1 byly dvakrat re-
klonovany a identita produkovanych protilatek byla testovana metodou imunodot-blot. Na obrazku 5.1.21 je
ukazka testovani protilatek dvakrat re-klonovaného hybridomu ,3“ z obr. 5.1.20.b. Pozitivnim antigenem pro
tento experiment byly VP1/3 VLPs. Jako negativni kontrola byly pouzity VP1 VLPs, lyzat hmyzich bunék
infikovanych divokym bakulovirem (Wt) a lyzat neinfikovanych opicich fibroblastd ,VERO". Z obrazku je
patmé, Ze ziskané re-klonované hybridomy reagovaly specificky pouze s proteinem VP3 z VP1/3 VLPs,
nikoliv s pouZitymi negativnimi kontrolami. Jen u re-klonovanych hybridomi 12, 14 a 15 je znatelna mima,
spiSe nespecificka interakce s lyzatem hmyzich bunék infikovanych divokym bakulovirem. Na obrazku 5.1.22
je ukazka testovani protilatek dvakrat re-klonovaného klonu ,10“ z obr. §.1.20.b. Pozitivnim antigenem pro
tento experiment byly VP1 VLPs a VP1/3 VLPs. Jako negativni kontrola byl pouZit lyzat hmyzich bunék
infikovanych divokym bakulovirem (Wt) a lyzat z neinfikovanych opiich fibroblastli ,VERO*. Z obrazku je
patmé, Ze ziskané re-klonované hybridomy reagovaly specificky pouze s proteinem VP1 zVP1 VLPs a z
VP1/3 VLPs, nikoliv s pouZitymi negativnimi kontrolami. Pouze re-klonované hybridomy 11 a 12 vykazovaly
slabou reakci s antigenem vyskytujicim se v lyzatu neinfikovanych opiéich fibroblastii VERO.
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Obr. 5.1.21: Ukézka testovani protilatek produkovanych re-klonovanych hybridomi 1 az 15 klonu z pivodniho
klonu ,3“ metodou imunodot-blot. Jako pozitivni antigen byly pouZity denaturované VP1/3 VLPs. Jako negativni
kontrola byly pouZity denaturované VP1 VLPs, lyzat hmyzich bunék infikovanych divokym bakulovirem (Wt) a lyzat
neinfikovanych opi€ich fibroblast VERO. Jako primamni protilatka bylo pouZito médium odebrané od jednotlivych re-
klonovanych hybridomti 1 aZ 15. Jako sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti my$im imunoglobulinim
konjugované s peroxidazou (HRP).

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
VF1VLPs ¢ ® @ @ @ o * 0 00 0 o
VI/3ViPe @ @ @ O o o e 00 060 °
VERO o« . i
Wt

Obr. 5.1.22: Ukazka testovani protilatek produkovanych re-klonovanych hybridomt 1 az 15 z plvodniho klonu
»10“ metodou imunodot-blot. Jako pozitivni antigen byly pouZity denaturované VP1 VLPs a denaturované VP1/3
VLPs. Jako negativni kontrola byl pouZit lyzat hmyzich bunék infikovanych divokym bakulovirem (Wt) a lyzat
neinfikovanych opicich fibroblastl VERO. Jako primami protilatka bylo pouZito médium odebrané z jednotlivych re-
klonovanych hybridomd 1 az 15. Jako sekundarni protilatka byly pouZity kozi protilatky proti mySim imunoglobuliniim
konjugované s peroxidazou (HRP).

Pro dalSi testy byly pouZity re-klonované hybridomy 1, 2 a 3 z obrazku 5.1.21 pro selekci mysi
monoklonalni protilatky proti antigenu VP2/3 a re-klonované hybridomy 1, 2 a 3 z obrazku 5.1.22 pro selekci
mySi monoklonalni protilatky proti antigenu VP1.

5.1.5.1 Testovani mysich monoklonalnich protilatek proti minoritnim
kapsidovym proteinim VP2 a VP3 BK viru.

Protilatky produkované jednotlivymi re-klonovanymi hybridomy byly dale testovany metodou nepfimé
imunofluorescence a metodou western-blot. Na obrazku 5.1.23 je nepfimé imunofluorescenéni znaéeni
proteinu VP2 v hmyzich burikach infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV produkuijicim protein VP2 BK
viru. Jako negativni kontrola byly pouzity hmyzi burky infikované divokym bakulovirem. Jako primami
protilatka bylo pouzito médium odebrané od re-klonovanych hybridom( 1, 2 a 3 z obr 5.1.21. Pro pozitivni
kontrolu byla pouZita ovéena kralici polyklonalni protilatka proti proteinim VP2 a VP3 viru SV40. Z obrazku je
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patmé, Ze protilatky produkované jednotlivymi re-klonovanymi hybridomy 1, 2 a 3 reagovaly, stejné jako
kontrolni protilatka, specificky s proteinem VP2.

PK 1 2 3

Obr. 5.1.23: Testovani protilatek produkovanych re-klonovanymi hybridomy 1, 2 a 3-nepfimé imunofluorescence
proteinu VP2 v hmyzich bufikach infikovanych rekombinantnim bakulovirem rBac-VP2 BKV. A) Hmyzi buiiky
infikované rekombinantnim bakulovirem rBac-VP2 BKV. B) hmyzi buiiky infikované divokym bakulovirem. Jako primami
protilatka bylo pouZito médium odebrané od re-klonovanych hybridomd ,1%, ,2“ a ,3“. Jako sekundami protilatka byly
poutity osli protilatky proti my$im imunoglobulinim znatené AF488. Pro pozitivni kontrolu (PK) byla pouZita ovéfena
krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinim VP2 a VP3 viru SV40 a kozi sekundami protilatka proti krali¢im
imunoglobulinm znatena AF546. Méfitko znai 10 m.

Na obrazku 5.1.24 je westem blot lyzatu z VP1/3 VLPs. Jako negativni kontrola byl pouZit lyzat
hmyzich bunék infikovany divokym bakulovirem. Jako primami protilatka bylo pouZito médium odebrané od
re-klonovanych hybridoml 1, 2 a 3 z obr 5.1.21. Zobrazku je patmé, Ze protilatky produkované re-
klonovanymi hybridomy ,1“ a ,2“ interagovaly s proteinem o elektromobilité, ktera odpovidala elektromobilité
proteinu VP3 BK viru. Protilatka produkovana re-klonem “3“ neinteragovala ani s VP1/3 VLPs ani s hmyzimi
burikami infikovanymi divokym bakulovirem.

Obr. 5.1.24: Testovani protilatek

1‘;;‘ M ) 1_ ,_.?.q 3, produkovanych re-klonovanymi
VP13 NK VPI/3  NK W13  NK hybridomy 1, 2 a 3-western blot
116— proteinu VP3 z lyzétu VP1/3 VLPs. Jako
93— | primami protilatka bylo pouZito médium
odebrané od re-klonovanych hybridomd
65— | o4 2" a,3" Jako sekundami protilatka
57— byly pouity kozi protilatky proti mySim
imunoglobulinim  konjugované s HRP.
Jako negativni kontrola byl pouZit lyzat
hmyzich bunék infikovanych divokym
bakulovirem (NK). M=pozice markeru
36 — | molekulovych hmotnosti.
Sl .
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hybridomy produkujici protilatku proti proteinim VP3 BK viru. Nicméné vybrané klony byly nestabilni a pfi
dalim pasazovani ztratily schopnost produkce protilatek. Z toho divodu byly provedeny jen ukazané 2 testy
ziskanych protilatek. Pro selekci novych stabilnich hybridoml produkujicich protilatky proti proteiniim VP2 a
VP3 BK viru budou pouzity konzervy neklonovanych hybridoml uchované v tekutém dusiku, popfipadé bude
provedena nova fiize slezinnych bunék mysi €. 1

5.1.5.2 Testovani mysich monokionalnich protilatek proti hlavnimu
kapsidovému proteinu VP1 BK viru

Protilatky proti VP1 produkované re-klonovanymi hybridomy ,1“ az ,3 (obr. 5.1.22) byly dale
testovany metodou nepfimé imunofluorescence a metodou westem-blot. Na obrazku 5.1.25 je nepfimé
imunofluorescenéni znageni proteinu VP1 v hmyzich burikach infikovanych rekombinantnim bakulovirem
produkujicim protein VP1 BK viru (viz 4.2.3.1.2). Buiky byly fixovany vychlazenym metanol/acetonem (1:1) 72
hpi (viz 4.2.4.1.a.). Jako negativni kontrola byly pouZity hmyzi bufiky infikované divokym bakulovirem. Pro
pozitivni kontrolu byla pouZita ovéfena kralici polykionalni protilatka proti proteinu VP1 BK viru. Z obrazku je
patmé, Ze protilatky produkované jednotlivymi re-klonovanymi hybridomy 1, 2 a 3 reagovaly, stejné jako
kontrolni protilatka, specificky s proteinem VP1.

Protilatky produkované re-klonovanymi hybridomy 1, 2 a 3 byly dale testovany podobné na opicich
fibroblastech VERO infikovanych virem BKV (viz 4.2.3.2.3) s M.O.l. =10. (obr. 5.1.26). Negativni kontrolou
byly neinfikované opii fibroblasty VERO. Buriky byly fixovany 5§ minut vychlazenym metanol-acetonem (1:1)
60 hpi. Z obrazku je patmé, Ze protilatky produkované danymi re-klonovanymi hybridomy interaguji specificky
s proteinem VP1 BK viru. Nicméné lokalizace VP1 detekovaného monoklonainimi protilatkami byla v mnoha
pfipadech nejen jademd, ale i cytoplazmaticka.

PK 1 2 3
N . - - .
B)- - - -
Obr. 5.1.25: Testovéni protildtek produkovanych hybridovymi klony 1, 2, 3 - nepfimé imunofluorescence. A)
Hmyzi bufiky infikované rekombinantnim bakulovirem produkujicim protein VP1 BK viru. B): hmyzi buiiky infikované
divokym bakulovirem. Jako primami protilatka bylo pouZito médium odebrané od re-klonovanych hybridomu ,1¢, ,2° a ,3“.

Jako sekundami protilatka byly pouZity osli protilatky proti my$im imunoglobulinim znafené AF488. Pro pozitivni
kontrolu (PK) byla pouZita ovéfena kraliéi polyklonaini protilatka proti proteinu VP1 BK viru a jako sekundami protilatka

byly pouZity kufeci protilatky proti krali¢im imunoglobulinim znatené AF488.
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Obr. 5.1.26: Testovéni protildtek produkovanych hybridovymi klony 1, 2, 3 - nepfima imunofluorescence. A)
Buriky VERO infikované BK virem (60hpi). B) Neinfikované buiiky VERO. Jako primami protilatka bylo pouZito médium
odebrané od re-klonovanych hybridomd , 1%, ,2* a ,3". Jako sekundami protilatka byly pouZity osli protilatky proti mySim
imunoglobulinim znatené AF488. Pro pozitivni kontrolu (PK) byla pouZita ovéfena krali¢i polyklonaini protilatka proti
proteinu VP1 BK viru a jako sekundami protilatka byly pouZity kufeci protilatky proti kréli¢im imunoglobulinim znagené
AF488.

Protilatky byly dale testovany metodou imunodot-blot pro kontrolu produkce protilatek po zmrazeni
hybridomu a jejich uchovani v tekutém dusiku po dobu 14 dni a déale metodou westem blot. Antigenem pro
imunodot-blot byl lyzat hmyzich bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP1 BKV produkujicim protein VP1 BK
viru a lyzat VP1 BKV VLPs. Negativnimi kontrolami byl lyzat hmyzich bunék Sf9 infikovanych divokym
bakulovirem a lyzat z neinfikovanych opicich fibroblasti VERO. Vysledek imunodot-blotu je na obrazku
§.1.27. Z obrazku je patrné, Ze vSechny testované protilatky interagovaly specificky s antigenem VP1, nikoliv
s negativnimi kontrolami.

~ & Obr. 5.1.27: Vysledek testovani protilitek produkovanych
;ﬁ 4\? hybridomy 1, 2 a 3 metodou imunodot-blot po uchovéni hybridomu
%@ 6@ f 14 dni vtekutém dusiku. Antigenem byl lyz&t hmyzich bunék

}é"
& -

infikovanych bakulovirem r-Bac-VP1 BKV produkujicim protein VP1 BK
viru (Sf9-VP1) a lyzat VP1 BKV VLPs (VP1 VLPs). Negativnimi

. kontrolami byl lyzat hmyzich bun&k Sf9 infikovanych divokym
bakulovirem (Sf3-Wt) a lyzat z neinfikovanych opi¢ich fibroblasti VERO

' (VERO). Jako primami protilatka bylo vZdy pouZito médium odebrané

. od re-klonovanych hybridom(i 1, 2 a 3 z obr 5.1.20 (uchovanych 14 dni
vtekutém dusiku). Jako sekundami protilatka byly pouity kozi
protilatky proti my$im imunoglobulinim konjugované s HRP.

[

. @
@
@

Na obrazku 5.1.28 jsou vysledky testovani metodou western blot s pouZitim lyzatu VERO bunék
infikovanych BKV a neinfikovanych. Z obrazku je patmé, Ze protilatky produkované hybridomy 1, 2 a 3
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interagovaly, stejné tak jako protilatka pouzita pro pozitivni kontrolu, s proteinem VP1 v bufikach VERO
infikovanych BK virem. Na westem blotu se u vSech pouZitych protilatek, véetné kontrolni polyklonalni
protilatky proti VP1 BKV, objevil je3té prouzek o velikosti pfiblizné 105-110 kDa. Je ziejmé, Ze se jedna o
protein virového plivodu, protoZe v neinfikovanych burikach VERO nebyl nalezen.

PK 111 ” 11211 113"
~— —~— ~— ~r—
VERO-BKV VERO-NK VERO-BKV ~ VERO-NK  VERO-BKV  VERO-NK  VERO-BKV VERO-NK
169,07—
1126 — '
91,9 — — - -
66,86——
589 —
- - o ®» w
36,5 — - - b
316 —

Obr. 5.1.28: Western blot testovani protilitek produkovanych hybridomy 1, 2 a 3 na lyzitu bunék VERO
infikovanych BK virem. Antigenem byl lyzat bunék VERO infikovanych BK virem (VERO-BKV). Jako negativni kontrola
byly pouzity neinfikované buiiky VERO (VERO-NK). Primami protilatkou bylo médium odebrané z re-klonovanych
hybridomd 1%, ,2* a ,3“ z obr 5. 1. 20. Jako sekundami protildtka byly pouZity kozi protilatky proti my$im
imunoglobulinim konjugované s HRP. Jako ovéfena protilatka pro pozitivni kontrolu byla pouZita kraliéi polyklonalni
protilatka proti proteinu VP1 BK viru a jako sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti kraliéim
imunoglobuliniim konjugované s HRP.

Na obrazku 5.1.29 je western blot, kde antigenem byly VP1 VLPs a VP1/3 VLPs BK viru. Z obrazku
je patmé, Ze protilatky 1, 2 a 3, stejné tak jako protilatka pouZita pro pozitivni kontrolu interagovaly
s proteinem VP1 (40 kDa) a nikoliv s proteinem VP3 (26 kDa). Mimo to vechny protilatky interagovaly jesté
s proteinem o 10-15 kDa vét$im nez samotny protein VP1.

Antigenem pro dalSi westem blot (obr. 5.1.30) byl lyzat hmyzich bunék infikovanych bakulovirem
r-Bac-VP1 BKV. Negativni kontrolou byl lyzat hmyzich bunék infikovanych divokym typem bakuloviru a lyzat
bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV. Protilatky 1, 2 a 3, stejné tak jako protilatka pouzita pro
pozitivni kontrolu interagovaly s proteinem VP1 (40 kDa) v lyzatu bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP1
BKYV a nikoliv s lyzatem bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV nebo divokym bakulovirem. Mimo to
viechny protilatky interagovaly jesté s proteinem o 10-15 kDa vétSim nez protein VP1.

Ze v3ech téchto testl vyplyva, Ze byly ziskany stabilni hybridomy produkujici monoklonaini protilatku
proti proteinu VP1 BKV, ktera interaguje jak s denaturovanym, tak s nativnim VP1, a je pouzitelna jak pro
westemn blot, tak pro metody nepfimé imunofluorescence bunék.
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Obr. 5.1.29: Western blot testovani protilatek produkovanych hybridomy 1, 2 a 3 na lyzatu VP1 a VP1/3 BKV
VLPs. Antigenem byl lyzat VP1 (1) a VP1/3 (1/3) VLPs. Primami protilatkou bylo médium odebrané od re-klonovanych
hybridomd ,1%, ,2“ a ,3" z obr 5.20. Jako sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti my$im imunoglobulinim
konjugované s HRP. Jako ovéiena protilatka pro pozitivni kontrolu byla pouzita krali¢i polyklonaini protilatka proti

proteinu VP1 BK viru a jako sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti kréli¢im imunoglobulinim konjugované
s HRP.
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Obr. 5.1.30: Western blot testovéani protilatek produkovanych hybridomy 1, 2 a 3 na lyzatu hmyzich bunék
infikovanych bakulovirem r-Bac-VP1 BKV. Antigenem byl lyzat hmyzich bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP1
BKV (1). Negativni kontrolou byl lyzat bunék infikovanych bakulovirem r-Bac-VP2 BKV (2) a lyzat hmyzich bunék
infikovanych divokym typem bakuloviru (Wt). Primami protilatkou bylo médium odebrané od re-klonovanych hybridomd
W14 .2 a,3" z obr 5.20 Jako sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti mySim imunoglobulinim konjugované
s HRP. Oveéfena protilatka, jako pozitivni kontrola, byla krali€i polyklonaini protilatka proti proteinu VP1 BK viru a jako
sekundami protilatka byly pouZity kozi protilatky proti krali¢im imunoglobulinim konjugované s HRP.
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5.2 Priprava expresnich vektori produkujicich s EGFP fazovany
minoritni protein BK viru VP3 v sav€ich burikach

Vinfikovanych burikach pfichazeji, alespoil v pofatku infekce, do jader minoritni proteiny
polyomavirl v komplexu s pentamery hlavniho struktumiho proteinu VP1. Abychom mohli zacit studovat
vlastnosti a funkce minoritniho proteinu VP3, bylo nutné pfipravit nékteré konstrukty pro individuaini produkci
tohoto proteinu v savéich burkach. Ja jsem se ujala pfipravy dvou expresnich vektori pro produkci
minoritniho proteinu VP3 BK viru fuzovaného s EGFP. Abychom sniZili moZnost ovlivnéni pfirozenych
vlastnosti proteinu VP3 fuzi se zelenym fluorescenénim proteinem, byly pfipraveny dva konstrukty, z nichz
prvni mél EGFP fazované na N konci VP3 (EGFP-VP3) a druhy na C konci VP3 (VP3-EGFP). Diky fuzi
proteinu VP3 s EGFP bude mozné pozorovat interakce proteinu VP3 s bunéCnymi strukturami nejen na
fixovanych, ale i na Zivych burikach. Dalsi vyhodou je moZnost imunoprecipitace proteinovych komplexd
interagujicich s VP3 pomoci primami protilatky proti EGFP dfive, nez budou piipraveny protilatky proti VP3,
nebo v pfipadé, Ze by epitopy protilatky proti VP3 interferovaly s mistem interakce.

5.2.1 Konstrukce expresniho vektoru pro produkci fazniho proteinu
EGFP-VP3, kde je EGFP fuzovan k N konci VP3

Na obrazku 5.2.1 je navrzeno schéma konstrukce expresniho vektoru pro produkci fuzniho proteinu
EGFP-VP3 v savéich bufikach. Konstrukce byla provedena s pouZzitim donorového plazmidu pEGFP-C2,
nesouciho gen pro EGFP pred polylinkerem s restrikénimi misty (MCS-multiple cloning site).

Nejprve jsem PCR amplifikaci, pomoci primerd EGFP-C2-VP3-Eco Rl a pSVL-VP2-B, zavadéjicich
restrikéni mista pro restrikéni endonukieazy Eco RI a Bam Hi, pripravila gen pro protein VP3. Jako templat byl
pouzit plazmid p734a nesouci genom BK viru. Teplota hybridizace primert (60°C) byla stanovena stejné jako
pii konstrukci pFastBac HT A-VP2. Vysledek PCR amplifikace je znazomén na obrazku 5.2.2. Amplifikovany
gen (VP3) byl poté precistén pomoci soupravy “NucleoSpin Extract II* (Macherey Nagel) a Stépen restrikénimi
endonukleazami Eco Rl a Bam HI, aby byly vytvofeny kohezni konce, umoziiujici snazsi ligaci. Stépeny
fragment VP3 byl izolovan z agarézového gelu pomoci soupravy ,NucleoSpin Extract II* (Macherey Nagel).
nejprve izolovan z bakterialni kultury alkalickou maxipreparaci a jeho identita ovéfena St&penim restrikénimi
endonukleazami: Bam HI a Eco RI, které plazmid linearizovaly, dale enzymem Ssp /, ktery DNA $tépil na dvé
¢asti o velikosti cca 4185 bp a 553 bp a kone¢né kombinaci enzymi Pwu Il a Bam HI. Vysledkem posledniho
Stépeni byly tfi prouzky o velikosti cca 608 bp, 894 bp a 3198 bp. Na obrazku 5.2.3A je zobrazen izolovany
nelinearizovany vektor pEGFP-C2 a na obrazku 5.2.3. B je elektroforéza restrikéniho ovéfeni donorového
plazmidu pEGFP-C2. VSechny pouzité restrikéni endonukleazy Stépily vektor podle oekavani.
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Obr. 5.2.1: Schéma konstrukce expresniho vektoru pEGFP-C2-VP3. Popis expresniho vektoru pEGFP-C2:PCMV |E
= bezprostfedn& &asny promotor HCMV, EGFP= gen pro EGFP, MCS=polylinker-‘multiple cloning site*, SV40
polyA=polyadenyla¢ni signal Easné mRNA SV40, f1 ori=f1 pocatek replikace ,single strand“ DNA, P=bakterialni promotor
genu pro rezistenci na Kanamycin (Kanf), SV40 ori=pocatek replikace SV40, PSV40e=Casny promotor SV40,
Kan/Neo=gen pro rezistenci ke kanamycinu a neomycinu, HSV TK poly A= polyadenylaéni signal genu pro thymidin
kindzu (TK) viru Herpes simplex (HSV), pUC ori=po&atek replikace plazmidu. Gen pro protein VP3 byl do vektoru
pEGFP-C2 vnasen za restrik&ni mista pro Eco RI (1364 bp) a Bam HI (1395 bp), které jsou soutasti MCS. Pfi ovéfovani
expresniho vektoru pEGFP-C2 a vytvofeného expresniho vektoru pEGFP-C2-VP3 byly pouZity jesté tyto restrik&ni
endonukleazy: Ssp / (3tépici DNA donorového plazmidu v mistech 1668 bp a 2221 bp a gen pro protein VP3 v mistech
76 bp a 296 bp), Pwu Il (St&pici DNA donorového plazmidu v mistech 2258 bp a 2866 bp) a enzym Nde / (3tépici DNA
donorového plazmidu v misté 235 bp a gen pro protein VP3 v misté 577 bp).

M 1 2 3 4 5 NK Obr. 5.2.2: Vysledek PCR amplifikace
genu pro protein VP3 BK viru. V
drahach ,1“ az ,5° je amplifikovany
fragment o velikosti genu pro protein VP3
(699 bp). Templatem byla DNA plazmidu
p734a nesouci genom BKV. Negativni
kontrolou byla reakéni smés bez
templatové DNA. Pro reakci byly pouZity
primery EGFP-C2-VP3-Eco Rl a pSVL-
VP2-B zavadgjici restrikéni mista pro
restrikéni endonukleazy Eco Rl a Bam
HI.
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Obr. 523:  Elektroforéza
restrikéniho ovéfeni
donorového plazmidu pEGFP-
C2. A) V draze 1° je
nelinearizovany plazmid B) V
draze ,1* je plazmid linearizovany
pomoci Bam HI, vdraze ,2° je
plazmid linearizovany pomoci

Eco RI, v draze ,3“ je St&peni
enzymy Pwu Il a Bam Hl a v
draze ,4* je St&peni enzymem

Ssp .

Ovéreny vektor byl Stépen pomoci restrikénich endonukledz Eco RI a Bam HI a byla pfipravena
ligaéni smés obsahujici plazmidovou DNA a fragment VP3 v poméru 1:6. Ligace probihala pfi laboratomi
teploté pfes noc s pouzitim T4 ligazy. Ligaéni smés byla pouZita pro transformaci kompetentnich bunék E. coli

DH5a metodou elektroporace. Po elektroporaci byly bakterie tfepany 1 hodinu pii 37°C a poté vysety

v riznych fedénich na pevné médium s kanamycinem a inkubovany 12-16 hodin staticky pii 37°C. Z narostlé

kolonie byly minipreparaci izolovany plazmidové DNA. Spravny konstrukt byl vyhledavan restrikénim
$tépenim pomoci restrikénich endonukleaz Bam HI, Nde | a Ssp I. Restrikéni endonukleazou Bam HI byl
plazmid linearizovan, enzym Nde / $tépil DNA na dvé Casti o velikosti cca 3790 bp a 1705 bp a enzym Ssp |
Stépil DNA konstruktu na ¢tyii Casti o velikosti cca 3989 bp, 662 bp, 553 bp a 220 bp. Elektroforéza tohoto
restrikéniho ovéieni minipreparované plazmidové DNA je zobrazena na obr. 5.2.4.

M 123

Obr.

5.24. Elektroforéza

restrikéniho ovéfeni

11 501 bp
5077 bp

2459bp
1700 bp

1093 bp

minipreparované plazmidové DNA. V draze ,1* je
plazmid pEGFP-C2-VP3 linearizovany pomoci Bam HI,
Oveéfeni pfitomnosti inzertu VP3 bylo provedeno restrikci
endonukleazami Nde / (draha ,2‘) a Ssp / (draha ,3").
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5.2.2 Konstrukce expresniho vektoru pro produkci fazniho proteinu VP3-
EGFP, kde je EGFP fiizovano k C konci VP3

Na obrazku 5.2.5 je naznaceno schéma konstrukce expresniho vektoru pro produkci fuzniho proteinu
VP3-EGFP. Konstrukce byla provedena s pouzitim donorového plazmidu pEGFP-N1 nesouciho gen pro
EGFP za MCS.

Ndel, 577

EGFP

PovA  pEGFP-N1
4.7 kb BsrG 1 1389)

Notl(1402)
Xbal* 1412

Kan'/
Neo

Noo |
3190

Dra lll(1874)

MCS:
0 L1l (3] 614 & 1] @1 o, esp
MAMWWM G TC6 ACG GTA CC6 C66 GOC § GTC 6CC ACCATG GT6
Mol EcolTiN yin Dol (\ HisdW | EcoRl [PoT sl Kpa) . Aol
Ecme N 630 Accl A3l P! ol cer

Obr. 5.2.5: Schéma konstrukce expresniho vektoru pEGFP-N1-VP3. Popis expresniho vektoru pEGFP-N1:PCMV
IE=bezprostiedné &asny promotor lidského cytomegaloviru, EGFP= gen pro EGFP, MCS=polylinker-‘multiple cloning
site”, SV40 polyA=polyadenylatni signal ¢asné mRNA SV40, f1 ori=f1 polatek replikace ,single strand® DNA,
P=bakterialni promotor genu pro rezistenci na Kanamycin (Kan'), SV40 ori=pocatek replikace SV40, PSV40e=Casny
promotor SV40, Kan/Neo'=gen pro rezistenci ke kanamycinu a neomycinu, HSV TK poly A= polyadenylaéni signal genu
pro thymidin kinazu (TK) viru Herpes simplex (HSV), pUC ori=po&atek replikace plazmidu. Gen pro protein VP3 byl do
vektoru pEGFP-N1 vnasen za restrikéni mista pro Eco R/ (630 bp) a Bam HI (661 bp), které jsou soucasti MCS. Pfi
ovéfovani expresniho vektoru pEGFP-N1 a vytvofeného expresniho vektoru pEGFP-N1-VP3 byly pouZity jesté tyto
restrikéni endonukleazy: Ssp / (Stépici DNA donorového plazmidu v mistech 1666 bp a 2219 bp a gen pro protein VP3
v mistech 76 bp a 296 bp), Xho / (Stépici DNA donorového plazmidu v misté 614, které je soudasti MCS), Nco / (§tépici
DNA donorového plazmidu v mistech 361 bp, 678 bp, 2487 bp, 3190 bp) a enzym Nde | (Stépici DNA donorového
plazmidu v mist& 235 bp a gen pro protein VP3 v misté 577 bp).
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Nejprve jsem pomoci PCR amplifikace pomoci primeri EGFP-C2-VP3-Eco Rl a EGFP-N1-VP3-

Bam HI zavadéjicich restrikéni mista pro restrikéni endonukleazy Eco RI a Bam Hi, piipravila gen pro protein
VP3. Jako templat byl pouZit opét plazmid p734a nesouci genom BK viru. Teplota hybridizace obou primert
(60°C) byla stanovena stejné jako u pfedchozich konstrukci. Vysledek PCR amplifikace je znazomén na
obrazku 5.2.6. Amplifikovany gen (VP3) byl poté Stépen stejné jako v pfedchozi konstrukci. Plazmidovy vektor
pEGFP-N1 byl izolovan alkalickou maxipreparaci a jeho identita ovéfena S3tépenim restrikénimi
endonukleazami: Eco Rl a Bam HI, které plazmid linearizovaly, dale kombinaci enzymi Xho / a Ssp I, které
DNA stépily na tii asti o velikosti cca 2219 bp, 1660 bp a 614 bp a dale enzymem Nco |, ktery plazmid $tépil
na Ctyfi ¢asti o velikosti (cca) 1909 bp, 1804 bp, 703 bp a 317 bp. Na obrazku 5.2.7A je zobrazen izolovany
nelinearizovany vektor pEGFP-N1 a na obrazku 5.2.7. B je elektroforéza restrikéniho ovéfeni donorového
plazmidu pEGFP-N1. Pii $tépeni enzymem Nco |, (draha 2), prouzky o velikosti 1909 bp a 1804 bp splyvaji
v jeden.

Oveéreny vektor byl Stépen pomoci restrikénich endonukleaz Eco RI a Bam HI a ligovan se Stépenym
izolovanym genem pro VP3. Byla pfipravena ligaéni smés obsahujici plazmidovou DNA a fragment VP3
vpoméru 1:6. Ligace probihala pii laboratomi teploté pies noc s pouzitim T4 ligazy. Ligovany genovy
konstrukt byl nasledné vnesen metodou elektroporace do kompetentnich bunék E. coli DH5a. Selekce a
vyhledavani spravného konstruktu probihalo obdobné jako pii pfedchozi konstrukci. Spravny konstrukt byl
vyhledavan restrikénim $tépenim pomoci restrikénich endonukleaz Bam HI, Nde | a Ssp I. Enzymem Bam HI
byl konstrukt linearizovan, enzym Nde / $tépil DNA na dvé &asti o velikosti (cca) 4451 bp a 971 bp a enzym
Ssp | §tépil DNA konstruktu na &ty Casti o velikosti (cca) 3779bp bp, 1730bp, 503 bp a 220 bp. Elektroforéza
restrikéniho ovéreni jednoho z pozitivnich klonl je zobrazena na obr. 5.2.8.

M 1 2 3 4 5 NK Obr. 526: Vysledek PCR

amplifikace genu pro protein VP3
BK viru. V drahach ,1“ az 5" je
amplifikovany fragment o velikosti
genu pro protein VP3 (699 bp).
Templatem byla DNA plazmidu p734a
nesouci genom BKV. Negativni
kontrolou byla reakéni smés bez
templatové DNA. Pro reakci byly
pouzity primery EGFP-C2-VP3-Eco RI
a EGFP-N1-VP3-Bam HI zavadsjici
restrikéni  mista pro  restrikéni
endonukleazy Eco Rl a Bam HI.
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M1 1234M

11501 bp
5077 bp

11501 bp
5077 bp

2459bp 2459 bp
1700 bp }ggggg

1093 bp—

(draha 3).

5.2.3
sekvenaci.

Obr. 5.2.T: Elektroforéza
restrikéniho ovéfeni donorového
plazmidu pEGFP-N1. A) V draze 1 je
nelinearizovany plazmid B) V draze 1
je Stépeni enzymy Ssp | a Xho |,
vdraze 2 je $t&peni enzymem Nco |,
vdraze 3 je plazmid linearizovany
pomoci Bam HI a v draze 4 je plazmid
linearizovany pomoci Eco RI.

Obr. 5.2.8: Elektroforéza restrikéniho ovéreni
konstruktu pEGFP-N1-VP3. V draze 1 je plazmid
linearizovany pomoci Bam HI. Restrikéni ovéfeni
piitomnosti inzertu VP3 bylo provedeno restrik&nimi
endonukleazami Nde / (draha 2) a enzymem Ssp /

Ovéreni konstrukce plazmidid pEGFP-C2-VP3 a pEGFP-N1 VP3

Aby byla zkontrolovana bezchybna konstrukce a vyloueny mozné mutace v piipravenych expresnich
plazmidech, byly tyto konstrukty sekvenovany. Na obrazku 5.2.9.A je sekvence konstruktu pEGFP-C2-VP3
pro expresi fuzniho proteinu EGFP-VP3 v savéich buiikach. Na obrazku 5.2.9.B je sekvence konstruktu
pEGFP-N1-VP3 pro expresi flizniho proteinu VP3-EGFP v sav€ich buiikach. Ani vjednom z vytvofenych

konstruktll nebyly nalezeny zadné mutace ani posuny éteciho ramce.
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GGCCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATT

'CCACCGGATCTAGATAACTGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTT
AAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTttATT
GCAGCTTATAATGGTTACAAATaaaGCAATAGCaTCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATT
CTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAACGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAAT
TCGCGTTAAATTTTTGTTaAATCAGCTCATTTTTTAAACCAAATAGGGCC

B)

CCATGGGTGAAGGCGGTTTTGGCAGTACATCCAAATGGGGCGTGGGATAGCGGGTTTGACTCACGGGGATTTC
CAAGTCTCCACCCCCATTGACGTCAATGGGAGGTTTGTTTGGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGT
CGTAACAACTCCGCCCCATGACGCAAATGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGT
TTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTC

Obr. 5.2.9: Sekvence konstruktl pEGFP-C2-VP3 (A) a pEGFP-N1-VP3 (B). Zelené je vyznatena sekvence EGFP,
Cervené je vyznatena sekvence proteinu VP3.

Sekvenace byla provedena v laboratofi sekvenace DNA (PfF UK Praha) Mgr. Miroslavou Sedinovou
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5.24 Ovéfeni produkce flznich proteini EGFP-VP3 a VP3-EGFP v
savéich buikach

Pro ovéfeni produkce fiznich proteini EGFP-VP3 a VP3-EGFP v savéich buiikach, byly plazmidy
pEGFP-C2-VP3 a pEGFP-N1-VP3 izolovany soupravou ,Endotoxin Maxi Free Kit‘, ktera zaru€uje izolaci DNA
bez endotoxinti (4.2.5.1.4). Pfipravenymi plazmidy byly transfekovany buriky Swiss 3T3 a buiiky VERO (viz
4.2.3.2.5). Na obrazku 5.2.10 jsou mySi buiiky Swiss 3T3 a opi¢i buriky VERO produkujici fuzni protein
EGFP-VP3, nebo VP3-EGFP. Buiiky byly fotografovany 20 hodin po transfekci. Z obrazku je patmé, Ze je
v obou piipadech fuzni protein produkovan. Buné&na lokalizace flizniho proteinu je diky NLS proteinu VP3
pfevazné jaderna. Zatimco buriky VERO maji po transfekci tvar fibroblastu, buriky Swiss 3T3 maji i 20 hodin
po transfekci zménénou morfologii a zachovavaiji si kulaty tvar.

VERO

VP3-GFP

GFP-VP3

Obr. 5.2.10: Ovéfeni produkce flznich proteini VP3-EGFP a EGFP-VP3 v Zivych buiikiach Swiss 3T3 a VERO.
Obrazky byly pofizeny invertovanym fluorescenénim mikroskopem CK40 (Olympus) 20 hpt kombinaci transmise a
zelené fluorescence. Zelené-VP3-EGFP, EGFP-VP3.

Produkce faznich proteinii byla ovéfena metodou nepfimé imunofluorescence. Buiiky VERO byly
fixovany 8 hpt. Fuzni protein VP3-EGFP, nebo EGFP-VP3 byl detekovan primami krali€i protilatkou proti
proteinu VP3 SV40 a primami kufeci protilatkou proti EGFP. Pomoci konfokalni mikroskopie byl sledovan
pfekryv zeleného signalu EGFP a éerveného signalu VP3. Buriky produkuijici fuzni proteiny VP3-EGFP nebo
EGFP-VP3 byly porovnavany s bufikami produkujicimi samotny EGFP. Negativni kontrolou byly
netransfekované buriky (neukazano). Vysledek je na obrazku ,5.2.11.A“a ,5.2.11.B“. Z obrazku 5.2.11. AaB
je patmeé, Ze se v buiikach transfekovanych pfipravenymi konstrukty produkovaly fuzni proteiny, coZ plyne
z kolokalizace &erveného signalu VP3 a zeleného signalu EGFP a z pfevazné jaderné lokalizace fiznich
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proteinii v ¢ase 8 hodin po transfekci, ve srovnani s produkci samotného EGFP, ktery je lokalizovan
rovnomémé v celé burice.

EGFP MERGE
Obr. 5.2.11: Ovéfeni spravné produkce
faznich proteinu EGFP-VP3 a VP3-EGFP
v savéich buitkach VERO 8 hpt pomoci
nepfimé imunofluorescence. A) Buiiky
VERO byly fixovany 3% para-
fomadehydem a permeabilizovany 0,5%

. . . tritonem-x-100 8 hpt plazmidy pEGFP-C2-
VP3 (EGFP-VP3) a pEGFP-N1-VP3 (VP3-
EGFP). Fuzni proteiny byly detekovany
primami krali¢i protilatkou proti proteinu
‘ VP3 SV40, jako sekundami protilatka byly
pouZity kozi protilatky proti kraligim
imunoglobulinim  znalené AF546 a
primami kufeci protilatkou proti EGFP, jako

sekundami protilatka byly pouity kozi
B) protilatky proti kufecim imunoglobulinim
znalené AF488. B) Buriky VERO fixované
stejnym zplsobem 8 hpt pEGFP-C2
produkovaly samotny EGFP. EGFP byl
detekovan primami kufeci protilatkou proti
EGFP, jako sekundami protilatka byly
pouZity kozi protilatky proti kufecim
imunoglobulinim znadené AF488.

VP3-
EGFP

EGFP

Produkce fiznich proteind EGFP-VP3 a VP3-EGFP byla ovéfena i metodou western blot. Fuzni
proteiny byly detekovany v buiikach Swiss 3T3 transfekovanych plazmidy pEGFP-C2-VP3 a pEGFP-N1-VP3
lyzovanych 12 hpt. K detekci fiznich proteinii v téchto bunéénych lyzatech byla pouZita primami krali¢i
protilatka proti proteinu VP3 SV40 (obr. 5.2.12), nebo krali€i polyklonaini protilatka proti EGFP (obr. 5.2.13).
Z obrazku je patné, Ze jsou v lyzatech pfitomny fazni proteiny o spravnych velikostech (55 kDa). Pfi detekci
proteinu VP3 v lyzatu bunék Swiss 3T3 transfekovanych pEGFP-N1-VP3 (obr. 5.2.12) byl kromé prouZku o
velikosti fizniho proteinu zaznamenan jesté prouZek o velikosti cca 40 kDa. Tato velikost ovSem neodpovida
velikosti proteinu VP3 bez EGFP.
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Obr.5.2.12: Ovéfeni spravné produkce faznich proteinu EGFP-VP3 a VP3-EGFP

kDa M W3 ESP- vmysich buitkich Swiss 3T3 12 hpt metodou western blot. K detekci byia

169,4— pouZita primami krali¢i protilatka proti proteinu VP3 SV40, jako sekundami protilatka
114,6— byly pouZity kozi protilatky proti krali¢im imunoglobuliniim konjugované s HRP.

92,7 ——

64,6—
58,1—

350 —
31,0—

W3-  EGFP- Obr.5.2.13: Ovéieni produkce fiznich proteinu EGFP-VP3 a VP3-EGFP

kDa M eGP Vp3 vmysich buiikdch Swiss 3T3 12 hpt metodou western blot. K detekci byla

169.07— pouzita primarni krali€i protilatka proti proteinu EGFP, jako sekundami protilatka byly
1 1' pouZity kozi protilatky proti krali¢im imunoglobulinim konjugované s HRP.

91,9—
66,86—

589"y = wmm

36,5—

316—

5.3 Cileni proteinu VP3 BK viru k bunéénym strukturam

Abychom piispéli k objasnéni funkce minoritniho proteinu VP3 v Zivotnim cyklu BK viru, bylo
provedeno nékolik experimenti patrajicich po moZné interakci tohoto virového proteinu s bunéénymi
strukturami. Zatimco komplexy minoritnich protein(i s pentamery VP1 jsou pfi infekci polyomaviry cileny do
bunééného jadra, prvni pozorovani samostatné exprese minoritnich proteind mySiho polyomaviru, sou¢asné
probihajici v na$i laboratofi, pfineslo pfekvapeni. Kromé vysoké cytotoxicity spojené s jejich expresi, byla
pozorovana vyrazna lokalizace VP2, a zvla$té VP3, na vnitrobunéénych membranach. Zajimalo nas, zdali se
protein VP3 BKV, ktery ma ve srovnani s VP3 mySiho polyomaviru delSi 3'konec, ve kterém je obsaZzena
doména schopna vazby DNA, bude chovat podobné. Protein VP3 BKV byl fizovan s EGFP a jeho bunééna
lokalizace byla analyzovana pomoci nepfimé imunofluorescence s vyuzitim konfokalni mikroskopie (konfokain
mikroskop LCS SP2 (Leica). Zaméiili jsme se na dvé cytoplazmatické organely: mitochondrie a
endoplazmatické retikulum a na ti jademé struktury: jadernou laminu, jadernou DNA a PML téliska. Abychom
minimalizovali moZnost ovlivnéni pfirozenych viastnosti proteinu VP3 fuzi se zelenym fluorescenénim

-115-



KAPITOLA 5: VYSLEDKY

proteinem, provadéli jsme pokusy paraleiné s faznimi proteiny, kde je i) protein EGFP pfipojen k N konci VP3
(EGFP-VP3) aiii) protein EGFP pfipojen k C konci VP3 (VP3-EGFP).

5.3.1 Sledovani vzajemné lokalizace proteinu VP3 fiizovaného s EGFP a

cytoplazmatickych membranovych struktur.

Permeabilizace mitochondrialnich membran je kli€¢ovou udalosti apoptotické i nekrotické bunéné
smirti. Nékteré viry koduji produkty schopné interakce s mitochondrialnimi proteiny, zejména s proteiny vnitini
mitochondrialni membrany, &imZ pfedchazi nebo navozuji apoptozu. Nékteré virové proteiny funguji jako
viroporiny, a tvofi pory do vnitini mitochondrialni membrany, coZ zpisobi uvoinéni ,cytochromu ¢* do cytosolu
a iniciaci apoptézy. Vzhledem k tomu, Ze protein VP3 mysiho polyomaviru indukuje apoptézu v buiikach, ve
kterych se produkuje (nepublikované vysledky nasi laboratofe), zajimalo nas, zda protein VP3 BK viru
neinteraguje s mitochondriaini membranou. Proto jsme porovnavali lokalizaci VP3 vzhledem
k mitochondrialnim membranam (oznagenych markerem vnitini membrany mitochondrii - ATPazou F1).

Opiti fibroblasty ,VERO" byly transfekovany metodou ,Amaxa*“ (viz 4.2.3.2.5) konstruktem pEGFP-
C2-VP3 pro produkei fizniho proteinu EGFP-VP3, nebo konstruktem pEGFP-N1-VP3 pro produkei fizniho
proteinu VP3-EGFP. Transfekované buiiky byly fixovany v &ase 7 a 24 hodin po transfekci. Poté byly buiiky
inkubovany s protilatkami pro nepfimou imunofluorescenci. Ani vjednom &ase po transfekci nebyla
pozorovana presvédéiva kolokalizace proteinu VP3 s mitochondriemi (viz zvétSené vyfezy z obrazku se
zesilenym signalem; obr §.3.2.). Mezi buiikami, ve kterych byl produkovan fizni protein VP3-EGFP a EGFP-
VP3 nebyly shledany vyrazné rozdily. Z obr. 5.3.1 a §.3.2. je patmé, Ze zatimco v ¢ase 7 hpt byla zachovana
mitochondrialni sit podobna té u netransfekovanych bunék, v &ase 24 hpt mélo asi 70% transfekovanych
bunék odliSné rozmisténi mitochondrii s posunem lokalizace do perinukleami oblasti.

Obr. 5.3.1: Detekce mitochondrii v netransferovanych
buikéch VERO. Rez netransfekovanou bufikou VERO. Buriky
VERO byly fixovany metanol/acetonem a po vybarveni
protilatkami pozorovany pod konfokalnim mikroskopem. PouZité
protilatky: Kozi protilatka proti C-konci F1 ATPazy (marker
mitochondrif) v kombinaci sosli protilatkou proti  kozim
imunoglobulinim konjugovanou s AF546. (pfekryv s DAPI).
Méfitko=5um.

-116 -



KAPITOLA 5: VYSLEDKY

ATP4za F1 ptekryv

b)
EGFP-VP3
7hpt

<)
VP3-EGFP
7 hpt
d)
EGFP-VP3
24 hpt

Obr. 5.3.2: Lokalizace proteinu VP3 BKV a F1 ATPazy (marker vnitini membrany mitochondrii) po
transfekci bunék VERO. Buriky byly transfekovany plazmidy pEGFP-C2-VP3 a pEGFP-N1-VP3 a fixovany
metanol/acetonem 7, nebo 24 hpt. a), b) 2 fezy buiikou transfekovanou pEGFP-C2-VP3, ¢) fez buiikou
transfekovanou pEGFP-N1-VP3, d) fez bufikou transfekovanou pEGFP-C2-VP3. PouZité protilatky: kraliéi
polyklonalni protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti krali¢im
imunoglobulinGim konjugovanou s AF488. Kozi protilatka proti C-konci F1 ATP4zy v kombinaci s osli protilatkou
proti kozim imunoglobulinim konjugovanou s AF546. (pfekryv je s DAPI). V bilych rameékach jsou zvétSeny
vyfezy se zesilenym signalem. Méfitko=5um.

EGFP-VP3
7 hpt
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Podobné jsme testovali lokalizaci VP3 flazovanych sEGFP vzhledem k membranam
endoplazmatického retikula. Jako marker ER jsme pouZili protein GRP94 (,Glucosa regulating protein 94°).
V souladu s pfedchozim obrazkem, ani na obrazkach 6.3.3. a 5.3.4., na kterych je Cervené signal ER, nebyla
pozorovana vyraznéjSi lokalizace na membranach v cytoplasmé. Naprosta vétSina obou produkovanych
fuznich proteini byla cilena do jadra. To je vyrazny rozdil oproti lokalizaci VP3 mysiho polyomaviru. Pfi
zesileni signalu (viz zvétSené vyfezy v bilém ramecku) je patma pfitomnost malé Easti produkovanych fuznich
proteinli v cytoplasmé, ale ani zde neni kolokalizace s ER pfesvéd&iva. Mezi fiznimi proteiny EGFP-VP3 a

Il‘ekr|v

Obr. 5.3.3: Lokalizace fuzniho proteinu VP3-EGFP vzhledem k endoplazmatickému retikulu po transfekci bunék
VERO: Buriky byly transfekovany plazmidem pEGFP-N1-VP3 a fixovany metanol/acetonem 24 hpt. Na obrazku jsou pod
sebou vyobrazeny jednotlivé fezy burikou ziskané konfokalni mikroskopii. PouZité protilatky: kufeci protilatka proti
proteinu EGFP v kombinaci se kozi sekundami protilatkou proti kufecim imunoglobulinim konjugovanou s AF488 a krysi
protilatka proti GRP94 v kombinaci s kozi protilatkou proti krysim imunoglobulinim konjugovanou s AF546.(Pfekryv je
s DAPI) V bilych rameckach jsou zvétSené vyfezy se zesilenym signalem. Méfitko=5um.

VP3-EGFP, ani mezi sledovanymi &asy, nebyly shiedany rozdily.

VP3 GRP94
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GRP94

Obr. 5.3.4: Lokalizace fuzniho proteinu EGFP-VP3 vzhledem k endoplazmatickému retikulu po
transfekci bundk VERO: Buiiky byly transfekovany plazmidem pEGFP-C2-VP3 a fixovany metanol/acetonem
24 hpt. Na obrazku jsou pod sebou vyobrazeny jednotlivé fezy burikou ziskané konfokalni mikroskopii. PouZité
protilatky: kufeci protilatka proti EGFP v kombinaci s kozi sekundami protilatkou proti kufecim
imunoglobulinim konjugovanou s AF488 a krysi protilatka proti GRP94 v kombinaci s kozi protilatkou proti
krysim imunoglobulinim konjugovanou s AF546. (Pfekryv je s DAPI). V bilych rameckach jsou zvétSené vyfezy
se zesilenym signalem. Méfitko=5um.
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5.3.2 Lokalizace proteinu VP3 flizovaného s EGFP v bunééném

jadie vzhledem k jaderné laminé bunééné DNA.

Na rozdil od minoritnich proteini mySiho polyomaviru, minoritni proteiny BKV interaguji svou C-
koncovou doménou (ktera u minoritnich protein( hiodav&ich polyomavirti chybi) nespecificky s DNA. Zajimalo
nas, zdali se tato skutenost odrazi v rozdilné lokalizaci VP3 BKV a VP3 mySiho polyomaviru. Zarovei nas
zajimalo, zdali je VP3 BKV vyraznéji umistén také v jademé membrané.

Proto jsme v dalSim pokuse sledovali lokalizaci DNA, VP3 a laminu B. Imunofiuorescence
transfekovanych bunék obarvenych protilatkou proti laminu B ukéazala (Obr. 5.3.6, 5.3.7), Ze se protein VP3
nachazi vjadfe nejen pod jademou membranou, ale i pod vrstvou laminy. Na obrazcich bunék 3T6
transfekovanych VP3 fuznimi proteiny a fixovanych 24 hpt (Obr. 5.3.6 a obr §.3.7., A1 - A3) je vidét, Ze je
Cerveny signal laminy pferuSovany a méné pravidelny. Takovato poruSeni laminové vrstvy nejsou
pozorovatelna ani u netransfekovanych bunék (Obr. §.3.5. B), ani u bunék produkujicich samotny EGFP (24
hpt) (obr.5.3.5.A) a vétSinou ani u bunék, které produkovaly fuzni proteiny, ale byly fixovany mnohem dfive
(7 hpt) (Obr. 5.3.6 a 5.3.7-B). Toto pozorovani naznaduje, Ze by VP3 BKV mohl naruSovat laminu bunék. U
nékterych bunék bylo moZno pozorovat (obr. 5.3.8.) tvorbu Gtvarl, mozna vackl vycnivajicich zjadra a
obsahujicich DNA a protein VP3. V téchto vyénélcich v3ak signal laminu B nebyl. Barvenim DNA se odhalila
¢astetna, aviak pfesvédciva kolokalizace proteinu VP3 s buné&nou DNA a ukazalo se, Ze piedevsim v éase
24 hodin po transfekci ma vétSina bunék kondenzovany chromatin tak, jak byva pozorovan u apoptotickych
bunék. DNA se ¢asto kumulovala na periferii jademé membrany, kde interagovala s proteinem VP3 (obr.
5.3.9).

Lt b

Obr. 5.3.5: Kontrolni snimek bunék 3T6 produkujicich protein EGFP (A) a netransfekovanych 376 (B). Buiiky byly
fixovany 3% paraformaldehydem a permeabilizovany 0,5% tritonem-x-100. PouZité protilatky: kraliéi polykionalni
protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti krali¢im imunoglobulinim konjugovanou
s AF488 a kozi protilatka proti laminu B v kombinaci s osli protilatkou proti kozim imunoglobulinim konjugovanou
s AF546.DNA byla barvena DAPI. Méfitko=5um.
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A-1 A-2 A-3 B
w“. . . .

Obr. 5.3.6: Lokalizace EGFP-VP3, DNA a jaderné laminy po transfekci bunék 3T6 plazmidem pEGFP-C2-
VP3. Snimky z konfokainiho mikroskopu. Buriky byly fixovany 3% paraformaldehydem a permeabilizovany
0,5% tritonem-x-100. A1-3= jednotiivé fezy buiikou fixovanou 24 hpt. B=fez bufikou fixovanou 7hpt. PouZité
protilatky: krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti
krali¢im imunoglobulinim konjugovanou s AF488 a kozi protilatka proti laminu B v kombinaci s osli protilatkou
proti kozim imunoglobulinim konjugovanou s AF546. DNA byla barvena DAPI. V bilych rametkach jsou
zvétSené vyfezy se zesilenym signalem. Méfitko=5um.
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A-1 A-2 A-3 B
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Obr. 5.3.7: Lokalizace VP3-EGFP, DNA a jaderné laminy po transfekci bunék 3T6 plazmidem pEGFP-N1-
VP3. Snimky z konfokalniho mikroskopu. Buiiky byly fixovany 3% paraformaldehydem a permeabilizovany
0,5% tritonem-x-100. A1-3= jednotiivé fezy burikou fixovanou 24 hpt. B=fez buiikou fixovanou 7 hpt. PouZité
protilatky: krali¢i polyklonaini protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti
krali¢im imunoglobulinim konjugovanou s AF488 a kozi protilatka proti laminu B v kombinaci s osli protilatkou
proti kozim imunoglobulinim konjugovanou s AF546. DNA byla barvena DAPI. V bilych rametkach jsou
zvétené vylezy se zesilenym signalem. Méfitko=5um.
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Obr. 5.3.8: Lokalizace fizniho proteinu VP3-EGFP, jaderné laminy a DNA (DAPI) 24 hpt bunék 3T6
plazmidem pEGFP-N1-VP3. Snimky z konfokalniho mikroskopu. Buriky byly fixovany 3% paraformaldehydem
a permeabilizovany 0,5% ftritonem-x-100. 1-3=jednotlivé fezy buiikou. PouZité protilatky: kraligi polyklonaini
protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti krali¢im imunoglobulinim
konjugovanou sAF488 a kozi protilatka proti laminu B vkombinaci sosli protilatkou proti kozim
imunoglobulinGm konjugovanou s AF546. V bilych rameckach jsou zvétSené vyfezy se zesilenym signalem.
Meéfitko=5um.
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Obr. 5.3.9:Interakce fazniho proteinu VP3-EGFP s bunéénou DNA (DAPI), (¢ervend-jaderna lamina) 24
hpt bunék 3T6 plazmidem pEGFP-N1-VP3. Snimky z konfokalniho mikroskopu. Bufiky byly fixovany 3%
paraformaldehydem a permeabilizovany 0,5% fritonem-x-100. 1-3=jednotlivé fezy buiikou. PouZité profilatky:
krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti krali€im
imunoglobulinim konjugovanou s AF488 a kozi protilatka proti laminu B v kombinaci s osli protilatkou profi
kozim imunoglobulinim konjugovanou s AF546. V bilych rameckach jsou zvétSené vyfezy se zesilenym
signalem. Méfitko=5um.
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5.3.3 Lokalizace proteinu VP3 fuzovaného s EGFP a PML télisek.

PML téliska jsou malé jademé struktury, definované pfitomnosti proteinu PML (promyelocytic
leukaemia protein). Jejich velikost se pohybuje okolo 0,2 aZz 1 um a jejich frekvence zavisi na typu buiiky a
kolisa mezi 2 aZ vice nez 30 PML télisek na buriku. Funkce t&chto télisek se stale zkouma, nicméné byvaji
spojovany s rozliénymi bunéEnymi procesy, jako je onkogeneze, odpovéd na po3kozeni DNA a na stres,
s apoptézou, s ubiquitinovou drahou a dalsimi. Hromadi se také dikazy o tom, Ze by tato téliska mohla mit i
roli obrany proti viriim.

Vzhledem k tomu, Ze mnohé viry replikujici se v bunééném jadfe bud nii PML téliska, nebo je
naopak vyuzZivaji ke genové expresi ¢i k morfogenezi viriond, zjiStovali jsme viiv exprese flizovaného proteinu
VP3 na mnoZstvi a lokalizaci téchto jademych domén.

Agkoli jsme nezaznamenali vyznamnou kolokalizaci proteinu VP3 s PML télisky, vSimli jsme si, Ze je
téchto télisek v mnoha pifipadech, ve srovnani s télisky v netransfekovanych kontrolnich burikach (obr. 5.
3.10-B) vyrazné méné. Tato redukce v poltu PML télisek vjadfe vSak byla pozorovana i u bunék
produkujicich samotny EGFP (obr. 5.3.10-A). Navic se t&liska ¢asto akumulovala spoleéné s bunénou DNA
a VP3 v krouZcich, pravdépodobné kolem jadérek (obr. §.3.11). Tato akumulace nebyla pozorovana u
kontrolnich bunék exprimuijicich protein EGFP (obr. 5.3.10-A).

A). .B)

Obr. 5.3.10: Kontrolni snimek bundk 3T6 produkujicich protein EGFP (A) a netransfekovanych 376 (B).
Snimek z konfokainiho mikroskopu. Bufiky byly fixovany 3% paraformaldehydem a permeabilizovany 0,5%
tritonem-x-100. ModFe-DNA (DAPI), &ervend-PML téliska, zelend-EGFP PouZité protilatky: (A) kralici
polyklonalni protilatka proti proteinu EGFP vkombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti kraliéim
imunoglobuliniim konjugovanou s AF488 a (A i B) my3i monoklonaini protilatka proti PML télisk(im v kombinaci
s kozi protilatkou proti my$im imunoglobulinim konjugovanou s AF 594, Méfitko=5um.

-125 -



KAPITOLA 5: VYSLEDKY

DAPI fe
EGFP-VP3
7 hpt
EGFP-VP3
7hpt
VP3-EGFP
7hpt

VP3-EGFP
7hpt
VP3-EGFP
24 hpt

5.3.11: Lokalizace PML télisek v buiikich exprimujicich fazni proteiny EGFP-VP3 a VP3-EGFP
fixovanych 7 nebo 24 hpt (DNA barvena DAPI). Buriky byly fixovany 3% paraformaldehydem a
pemeabilizovany 0,5% tritonem-x-100. PouZité protilatky: mysi monoklonaini protilatka proti PML téliskiim
v kombinaci s kozi protilatkou proti mySim imunoglobulindm konjugovanou s AF594 a krali¢i polyklonaini
protilatka proti EGFP v kombinaci s kufeci protilatkou proti krali¢im imunoglobulindm konjugovana a AF488. V
bilych rame&kach jsou zvétSené vyfezy se zesilenym signalem. Méfitko=5um.
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6.1  Priprava protilatek proti strukturnim antigentim BK viru.

Lidskym BK virem je perzistentné a bezpfiznakové infikovano az 85% celosvétové populace. V
pripadé sniZeni imunity, predevsim u jedinci po transplantaci ledvin nebo kostni dfené, vzrista jeho virova
aktivita a objevuje se progresivni infekce. Ta je €astou pfiCinou odhojeni transplantatu, coz byva pro pacienta
fatalni. Navic je v posledni dobé na BKV poukazovano, jako na moznou pficinu vzniku nékterych nadort,
protoZe v nich byly v mnoha pfipadech nalezeny BKV sekvence (shmuto v FIORITY et al., 2005). Nedavno
byl BK virus popsan jako kofaktor etiologie nadorového onemocnéni prostaty (DAS et al., 2008). Z tohoto
davodu jsme se v nasi laboratofi zacali zabyvat, kromé dlouhodobé studovaného mysiho polyomaviry, i timto
lidskym patogenem.

Abychom se mohli u¢inné chranit proti BK viru, musime nejdfive pochopit mechanizmus jeho
patogeneze, mimo jiné i funkce virem kodovanych struktumich proteind VP1, VP2 a VP3. Pro studium
struktumnich proteini bylo nutné pfipravit monoklonalni protilatky. Minoritni protein VP3 je zkracenou formou
minoritniho proteinu VP2 a imunogenni oblasti se nachazi v jejich spoleéné Casti. Pfedpokladali jsme, Ze
pouzijeme-li jako antigen VP2, bude vysledna protildtka pravdépodobné specificka proti ob&ma minoritnim
proteinim. Nicméné zde byla nadéje, Ze by se podaiilo pfipravit i protilatku proti unikatni N koncové ¢asti
VP2. Na zakladé zkuSenosti s izolaci minoritnich proteint MPyV jsme predpokladali, Ze bude izolace proteinu
VP2 obtizna. Z toho dlvodu byla prfiprava antigenu VP2 zahajena pied izolaci hlavniho strukturniho proteinu
VP1. Izolace VP1 je usnadnéna skuteCnosti, ze se VP1 sklada spontanné do pseudokapsid (VLPs), které je
mozno snadno purifikovat v hustotnich gradientech.

6.1.1 Priprava rekombinantniho bakuloviru pro expresi VP2 BKV

Pro produkci proteinu VP2 jsme se rozhodli pouZit hmyzi buriky a ,Bac -to Bac* bakulovirovy
expresni systém. Nejprve byl zkonstruovan transferovy vektor ,pFast Bac HT A-VP2, nesouci za sekvenci pro
histidinovou kotvu gen pro protein VP2 BKV. Ten byl poté transformaci vnesen do bakterii ,E. coli DH10 Bac*.
Rekombinantni bakterialni kolonie byly selektovany ,LacZa“ selekénim systémem. Ze tfi vybranych kolonii, u
nichz byla PCR amplifikaci ovéfena pfitomnost genu pro protein VP2, byla izolovana celkova bakterialni DNA
obsahujici rekombinantni bakulovirovou DNA (bacmid). Ziskanymi bacmidy byly transfekovany hmyzi buiky
Sf9. Pritomnost proteinu VP2 v lyzatech hmyzich bunék infikovanych rekombinantnim bakulovirem r-Bac-VP2
BKV byla nejprve ovéiena metodou western blot. Na detekci proteinu VP2 BKV byla vtomto i v dalSich
pokusech pouzita krali¢i polyklonalni protilatka proti minoritnim strukturnim proteinim VP2 a VP3 SV40
ziskana v malém mnozstvi z laboratore. A. Oppenheim. Tato protilatka, diky homologii aminokyselinové
sekvence BKV a viru SV40, ktera Cini 69%, reagovala specificky i proti proteindm VP2 a VP3 BK viru
(FRISQUE et al., 1984). Ackoli PCR amplifikace odhalila ve vSech tfech testovanych bacmidech pfitomnost
genu pro protein VP2, imunologicka detekce prokézala expresi proteinu VP2 jen v hmyzich burikach
infikovanych rBac-VP2 BKV konstrukty 1 a 3 (Obr. 5.1.7, drahy 1, 3). V lyzatech hmyzich bunék infikovanych
rBac-VP2 BKV konstruktem 2 nebyl protein VP2 detekovan (Obr. 5.1.7, draha 2). To by mohlo byt zpisobeno
mutaci zavedenou polymerazou béhem PCR nebo chybnou rekombinaci pii tvorbé rekombinantniho bacmidu.
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Zatimco imunodetekce lyzatu bunék infikovanych rekombinantnim bakulovirem ,3“ prokézala metodou
western blot jediny prouzek odpovidajici svou elektroforetickou mobilitou proteinu VP2, v burikach
infikovanych rekombinantnim bakulovirem ,1“ byl detekovan i vyrazny prouzek mensi velikosti. Mohlo by se
jednat bud o produkt degradace zplsobeny €innosti bunéénych proteaz, nebo o protein VP3, ktery ma
stejnou elektromobilitu jako tento mensi produkt. Minoritni proteiny VP2 a VP3 totiz vznikaji v bufikéach
infikovanych BKV translaci jediné mRNA ze dvou riiznych AUG. ProuZek o mobilité odpovidajici proteinu VP3
se vyskytoval i v hmyzich burikach infikovanych inokuly dalSich étyr z péti nezavislych plakovych izolatu.

6.1.2 Izolace proteinu VP2 BK viru z hmyzich bunék

Pro izolaci proteinu VP2 byla zvolena afinitni chromatografie vyuZivajici histidinovou kotvu na N
konci fuzniho proteinu. Imunologicka detekce proteinu VP2 BKV v jednotlivych frakcich odhalila, Ze se &ast
fazniho proteinu pfitomného v lyzatu hmyzich bunék infikovanych rBac-VP2 BKV, ziejmé z kapacitnich
moznosti kolony, na kolonu nenavazala. Navazany protein VP2 se poté nepodaiilo z kolony vymyt (Obr.
5.1.11). To bylo patrné zplisobeno nerozpustnosti proteinu VP2, ktery v koloné precipitoval. Minoritni proteiny
obsahuiji totiz ve svém C konci vysoce konzervativni oblast nalezenou u vSech pribuznych polyomavirt. Tato
oblast obsahuje velmi hydrofobni a-helix, ktery spolu s usekem bazickych aminokyselin pfipomina protein
transdukéni domény, které jsou schopné vazat se na membrany. Jsou-li minoritni proteiny v komplexu s VP1
pentamery, zajistuji tyto hydrofobni sekvence interakci mezi pentamerem a minoritnimi proteiny. Nicméné
jsou-li minoritni proteiny exprimovany samostatné, mohl by byt tento hydrofobni usek spoluodpovédny za
nerozpustnost minoritnich proteind. V unikatni oblasti VP2 pocitaCova analyza odhalila dalsi
transmembranovou oblast. Rozpustnost VP2 byla testovana za riznych podminek (Obr. §.1.12). Pfi extrakci
s pouzitim lyzaéniho pufru ,RIPA" obsahujiciho detergenty (0,1 % SDS, NP40, triton-X-100) se naprosta
vétsina proteinu VP2 nachazela v peletu. Také rizné koncentrace mocoviny (véetné 8M mocoviny) mély na
rozpustnost minimalni vliv (obr. 5.1.12). Afinitni chromatografie byla zopakovana a byl pouZit vazebny a eluéni
pufr obsahujici 4M mocovinu. | v tomto pfipadé byl vysledek neuspokojivy.

PrestoZe jsou minoritni proteiny VP2 i VP3 v burikach infikovanych BKV cileny do bunééného jadra,
pokud je VP2 mysiho polyomaviru produkovan v hmyzich burikach bez VP1, nachazi se na vnitrobunéénych
membranach. Pfitomnost proteinu VP2 viru BK ve frakci bunéénych membran byla prokazana také jeho
imunologickou detekci v membranach izolovanych z hmyzich bunék infikovanych rBac-VP2 BKV (Obr. 5.1.13.
b). Zmembran jsme se snazili protein VP2 extrahovat metodou pouZivanou pro membranové proteiny-
fazovou separaci membranovych protein(i tritonem-x-114. Ta je zaloZzena na skute€nosti, Ze vodny roztok
neiontového detergentu tritonu-x-114 je pfi 0°C homogenni, ale pfi 20°C se rozdéli na vodnou a
detergentovou fazi. Hydrofiini proteiny se poté nachazeji vyhradné ve vodné fazi, zatimco integralni
membranové proteiny v detergentové fazi (BORDIER, 1980). Tato metoda se jiz v minulosti osvédCila pfi
izolaci proteinu VP2 mysiho polyomaviru. Akoli se tehdy podafilo velké mnoZstvi proteinu VP2 extrahovat do
faze detergentu, uz nikdy se ho nepodafilo rozpustit (FORSTOVA-Gstni sdéleni). To by ale pro G&el imunizace

nevadilo. Nicméné v pfipadé BKV ani fazova separace membranovych proteini nevedla k ziskani
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dostateéného mnozstvi proteinu VP2. Z obrazku 5.1.13 A, B je patmé, Ze mnoZstvi proteinii v membranach
pfed extrakci (draha 1) je srovnateiné s mnozstvim proteinii detekovanych ve frakci membran, vzniklé po
opakované extrakci membranovych proteint do tritonu-x-114 (draha 2). Pfi optimalnim fungovani této metody
by frakce membran po extrakci méla obsahovat pouze fosfolipidy. Extrakce proteinu VP2 z bunéénych
membran do tritonu-x-114 byla tak slaba, Ze se jeho pritomnost v detergentové fazi podarila prokazat az
citlivou imunologickou detekci. Vzhledem k tomu, Ze barveni gelu barvicim roztokem obsahujicim coomassie
brilliant blue G250 je schopno detekovat protein v minimainim mnoZstvi cca 30 ng, bylo do faze tritonu-x-114
extrahovano méné nez 1% proteinu VP2. Protoze protein VP2 nebyl detekovan ani ve vodné fazi, zlstal
pravdépodobné téméF vSechen navazan na membranach. Protoze se do faze tritonu-x-114 nepodafilo dostat
ani vétsi mnozstvi dalSich membranovych protein(i, je zfejmé, Zze by bylo nutné metodu optimalizovat.
Z ¢asovych dlivodd jsme prozatim od této metody upustili.

6.1.3 Priprava monoklonalnich protilatek proti strukturnim proteinim

Protoze se nan nezdafila izolace VP2, rozhodli jsme se pro pfipravu mysi monoklonalni protilatky
proti minoritnim proteini BKV vyuzit rekombinantni bakulovirus, ze kterého byly vhmyzich burikach
syntetizovany proteiny VP1 a VP3 BKV (r-Bac-VP1/3 BKV). Oba strukturni proteiny se skladaly v jadrech
bunék do pseudokapsid (VLPs), jejichZ izolace z hmyzich bunék gradientovymi centrifugacemi je snadna.
Protein VP3 byl poté izolovan z vy¢isténych VP1/VP3 pseudokapsid rozdélenim proteini na SDS-proteinové
elektroforéze a elektroeluci vyfiznutého proteinu VP3 z polyakrylamidového gelu. Divodem volby VP1/VP3
VLPs a ne VP1/VP2 pseudokapsid, i za cenu toho, Ze vysledna protilatka nebude rozliSovat mezi obéma
minoritnimi proteiny, byl pravé zplsob izolace. Protein VP2 ma totiz molekulovou hmotnost (38 kDa) téméf
stejnou jako protein VP1 (40 kDa), a tak by se na gelu od sebe nedaly snadno oddélit.

Po imunizaci dvou mysi 4 davkami denaturovaného proteinu VP3 byla provedena faze slezinnych
bunék mysi ¢. 2, (ktera vprubéhu imunizaci lépe odpovidala na antigen) s myeloidnimi buikami. Po
uskutecnéni flze a prvnim orientaCnim testovani s pouzitim denaturovanych VP1/VP3 VLPs jako antigenu,
byla vybrana media nad burkami po fuzi blize zkoumana metodu imunodot-blot s pouZitim nékolika
negativnich kontrol, mimo jiné i denaturovanych VP1 VLPs. Pfekvapivé vétSina smésnych kultur hybridom(
reagovala pozitivné nejen sVP3, ale i s VP1 (obr. 5.1.20.a). Pritomnost hybridomi produkujicich
monoklonalni protilatku proti hlavnimu strukturnimu proteinu VP1 BKV si vysvétiujeme zplsobem, jakym byl
ziskan antigen. Pfi izolaci proteinu VP3 z VP1/VP3 VLPs mohl byt z gelu spolecné s proteinem VP3 vyfiznut i
degradacni produkt proteinu VP1, putujici v gelu podobnou rychlosti jako VP3. Protoze je protein VP1, na
rozdil od minoritnich protein{, vysoce imunogenni, i mala kontaminace vzorku €asti tohoto proteinu mohla
zpusobit Gcinnou tvorbu protilatek specifickych proti VP1. Hybridomy z fuze oznacené jako HIC7 (obr.5.1.20a)
byly nékolikrat klonovany a byly ziskany jak klony produkujici protilatku pouze proti proteinu VP3, tak klony
produkujici protilatku jenom proti proteinu VP1 (obr.5.1.20.b). Re-klonované hybridomy byly testovany
metodami imunodot-blot, western-blot a nepfimou imunofluorescenci na produkci specifickych protilatek. Re-
klonované hybridomy 12, 13 a 14 z obr. 5.1.21 reagovaly na imunodot-blotu jak s proteinem VP3 z VP1/3
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VLPs, tak i velmi slabé s lyzatem hmyzich bunék infikovanych divokym bakulovirem. Vzhledem k tomu, Ze
tato velmi slaba nespecificka reakce pretrvavala béhen klonovani, domnivame se, ze mohla byt zpiisobena
podobnosti epitopu VP3 s epitopem vyskytujicim se na nékterém z bakulovirovych nebo bunéénych proteind
spiSe, nez kontaminaci klond. Podobné si vysvétiujeme i reakci klond 11 a 12 namifenych proti VP1 z obr.
5.1.22 s lyzatem neinfikovanych bunék VERO.

Na obrazku z imunofluorescenéni mikroskopie hmyzich bunék infikovanych r-Bac-VP2 BKV po 72
hodinach (obr. 5.1.23) mizeme vidét signaly proteinu VP2, z jehoz lokalizace mlzeme soudit na jeho afinitu
k ER a jadernym membranam, podobné jako u VP2 mysiho polyomaviru. Tento signal byl pozorovan jak po
obarveni protilatkami produkovanymi re-klonovanymi hybridomy 1, 2 a 3 zobr. 5.1.21, tak i ovéfenou
protilatkou specifickou proti proteinu VP2 a VP3 viru SV40. ProtoZe se nejedna o snimky z konfokalniho
mikroskopu a buriky nebyly barveny na ER, nemlizeme s jistotou tvrdit, Ze je protein VP2 pfitomen pravé
v ER. Specifinost téchto protilatek byla testovana i metodou western-blot. Zde protilatky produkované re-
klonovanymi hybridomy 1 a 2 reagovaly specificky s proteinem VP3 z VP1/3 VLPs. Podafilo se tedy pfipravit
protilatky reaguijici specificky s proteinem VP2 a VP3 BK viru. Nicméné po mésici pasazovani v bunééné
kultufe hybridomy prestaly protilatky produkovat. Pfi€inou byla pravdépodobné nestabilita tetraploidnich
hybridomovych bunék. Ta spoCiva v nepravidelném roztfidéni chromozomi do jednotlivych bunék pii
bunééném déleni. Tim mohou nékteré hybridomy ztratit chromozém s lokusem genu pro dany imunoglobulin,
a tak i schopnost produkovat protilatky (HARLOW & LANE, 1988). V souéasné dobé jsou pro selekci novych
stabilnich hybridomu produkujicich protilatku proti minoritnim proteinim BKV pouzivany neklonované
hybridomy, které byly hned po flzi a prvnim testovani produkce specifickych protilatek uchovany v tekutém
dusiku. Kdyby se ani vtomto druhém pokusu nepodafilo vyhledat stabilni klon produkuijici specifickou
protilatku, je mozné, aby byla provedena nova flize uchovanych slezinnych bunék z mysi €. 1 s myeloidnimi
burikami a zopakovana cela procedura pfipravy protilatek.

Re-klonované hybridomy 1, 2 a 3 (z obr. 5.1.22) produkuijici protilatku proti hlavnimu kapsidovému
proteinu VP1 BKV byly testovany nepfimou imunofluorescenci na hmyzich burkach infikovanych r-Bac-VP1
BKV (72 hpi) a na opicich fibroblastech VERO infikovanych BK virem (60 hpi). V obou pfipadech byl
zaznamenan jaderny signal proteinu VP1 obdobné jako pii znaCeni ovérenou krali€i polyklonalni protilatkou
proti proteinu VP1 BKV. Znaceni monoklonalnimi protilatkami vSak prokazalo u mnohych bunék i
cytoplazmatickou lokalizaci proteinu VP1. Vzhledem k tomu, Ze u kontrolnich neinfikovanych bunék nebyl po
inkubaci s monoklonalnimi protilatkami zaznamenan Zadny signal, vysvétiujeme si cytoplazmatickou lokalizaci
proteinu VP1 nasledovné: Krali€i polyklonalni protilatka byla ziskana po imunizaci nativnimi VP1
pseudokapsidami a je tedy pravdépodobné specificka predevsim proti konformaénim epitopiim pffitomnym na
povrchu VP1 pseudokapsidy. Monoklonalni protilatky vzniklé po imunizaci denaturovanym antigenem jsou
naopak specifické spiSe proti nékterému ze sekvenénich epitopi VP1. Ten by v nativnich virionech mohl byt
skryt a odhalen v pentamerach VP1. Bylo prokazano, ze ackoli je protein VP1 polyomaviri prevazné
proteinem jademym, miize mit v nékterych pfipadech i cytoplazmatickou lokalizaci. MANINOVA (2007)
pozorovala v pozdni fazi infekce bunék mySim polyomavirem kromé jademé lokalizace proteinu VP1 také
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tvorbu cytoplazmatickych viaken, ktera byla specificky znaCena proti proteinu VP1. Tato vidkna byla
pozorovana i po transfekci bunék plazmidem pro produkci proteinu VP1 MPyV.

Specifiénost monoklonalnich protilatek proti VP1 byla ovéfena i metodou western-blot. Imunologicka
detekce prokazala v lyzatech bunék ,VERO" infikovanych BKV (obr. 5.1.28) kromé prouzku o elektromobilité
proteinu VP1 (40 kDa) i prouZek o elektromobilité piiblizné cca 105 az 110 kDa (odhad z gelu). Protoze byl
tento prouzek potvrzen i slabé reaguijici polyklonalni protilatkou proti VP1 BKV, nejedna se zfejmé o ,cross-
reakei, ziskanych protilatek s nékterym z bunéénych proteind. U mysiho polyomaviru existuje hypotéza, ze
vzavéru morfogeneze viriond, kdy dochazi kuzamceni virové castice, mlze dochazet jednak ke
.kovalentnimu* spojeni mezi nékterymi molekulami VP1, jednak i k Eastecnému proteolytickému Stépeni
nékterych molekul strukturnich proteind (FORSTOVA-Ustni sdéleni). Je pravdépodobné, Ze by k této reakci
mohlo dochazet i u BK viru a oligomery proteinu VP1 by pak mohly byt detekovatelné i SDS-PAAGE. Protein
VP1 produkovany v hmyzich buiikach tvoril vedle prouzku o mobilité 40 kDa navic prouzek odpovidajici cca
50 (odhad z gelu). Bylo prokazano, ze protein VP1 mysiho polyomaviru podiéha mnoha posttransiaénim
apravam, mezi které patfi fosforylace, sulfonylace, acetylace, hydroxylace ¢i metylace. U VP1 mySiho
polyomaviru bylo detekovano 11 posttranslaénich forem (FORSTOVA et al, 1993). Bylo zjiéténo, ze
fosforylace VP1 je dulezita pro u¢innou morfogenezi virioni mysiho polyomaviru (LI & GARCEA, 1994). Nelze
vyloucit, Ze by i ¢ast protein(i VP1 BK viru mohla podstupovat nékterou z posttranslaénich modifikaci, ktera by
se projevila zpomalenim putovani proteinu VP1 v elektrickém poli. Pogitaové analyzy (programy CSS palm,
myristoylator, Prosite, PSORT a dal$i) predikujici mozné posttranslaéni modifikace ukazaly, mimo jiné, na
cystein 10 VP1 BKV, ktery by mohl byt paimitoylovan. Velmi cenné vysledky by mohla poskytnout analyza
.50 kDa"“ prouzku pomoci hmotnostni spektroskopie, ktera by ovéfila jeho sekvenci i pripadné kovalentni
modifikace. Ziskané hybridomy produkujici monoklonalni protilatky specifické proti hlavnimu struktumimu
proteinu VP1 byly stabilni. Produkce protilatek byla zachovana i po dvojnasobném zmrazeni a rozmrazeni
hybridomovych linii. Protilatky budou pouzity k identifikaci interakci proteinu VP1 s virovymi strukturami a se
strukturami hostitelskych bunék v pribéhu replikaéniho cyklu viru.

6.2 Priprava expresnich vektorti produkujicich VP3 BKV jako fuzni proteiny
s EGFP.

Pro studium vlastnosti a funkci minoritniho proteinu VP3 BK viru v savéich burikach byly pfipraveny
dva expresni vektory: i) pPEGFP-C2-VP3, produkujici protein VP3 pfipojeny k C konci EGFP (EGFP-VP3) a ii)
pEGFP-N1-VP3 produkujici protein VP3 BKV piipojeny k N konci EGFP (VP3-EGFP). Diky fuzi s EGFP
mohla byt exprese fluznich proteini ovéfena jiz pouhym pozorovanim lokalizace zeleného signalu EGFP
v Zivych burkach. Zatimco signal samostatné produkovaného proteinu EGFP byl rozptylen rovnomémé po
celé burice a bez znamek membranové lokalizace (obr. 5.2.11.B), fuzni proteiny byly diky NLS proteinu VP3
cileny predevsim do jadra (obr. 5.2.10 a 5.2.11.A). To je v souladu s pozorovanim CLEVER & KASAMATZU
(1991) a GHARAKHANIAN et al., (1987), ktefi ukazali, Ze NLS minoritnich protein SV40 postacuje pro jejich

cileni do bunééného jadra a je tedy schopen tyto proteiny transportovat do jadra nezavisle na proteinu VP1 v
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buiikach prirozenych hostitell. U mySiho proteinu bylo naopak pozorovano v hmyzich burikéach, Ze aby byly
minoritni proteiny cileny do jader, je nutna ko-exprese genu pro VP1 (FORSTOVA et al., 1993).

Produkce flznich proteind byla prokazana i nepiimou imunofluorescenci a metodou westem-blot.
Specifickym znagenim VP3 a EGFP bylo prokazano, Ze jde skutecné o fuzni protein. Westem-blot lyzatl
bunék transfekovanych jednotlivymi konstrukty prokazal pritomnost prouzku o velikosti fuzniho proteinu
(55 kDa) s pouzitim jak protilatky proti EGFP, tak protilatky proti VP3. Na elektroforegramu ,5.2.12* byl
v burikach transfekovanych pEGFP-N1-VP3, kromé prouzku o velikosti fizniho proteinu detekovan protilatkou
proti VP3 (viru SV40) jesté i prouZek o velikosti cca 40 kDa. ProtoZe se vSak nejedna o velikost proteinu VP3
bez EGFP, jde pravdépodobné o produkt degradace zplsobeny Cinnosti bunéénych proteaz. Dalsim
dikazem proto, Ze v buiikach vznika pouze fazni produkt a ne samotné EGFP by byl plny prekryv signali
ziskanych metodou nepfimé imunofluorescence transfekovanych bunék s pouzitim protilatek proti VP3 a proti
EGFP. Na obr. 5.2.11.B je vidét, Ze samotny EGFP je rozptylen jak v jadre, tak i v cytoplasmé bunék. Oba
produkty fuze VP3 a EGFP (obr 5.2.11.A) byly cileny téméF 100% do bunééného jadra. Nicméné signaly
ziskané protilatkami proti EGFP (zelena) a VP3 (Cervena) se v jadfe zcela nepfekryvaji. To by mohlo byt
zplsobeno napf. tim, Ze pravé epitop rozpoznavany protilatkou proti VP3 (jedna se sice o polyklonalni
protilatku, avSak ziskanou proti antigenu viru SV40, a nikoliv BKV) je v uritych lokalitach jadra nepfistupny
pro interakci s protilatkou protoZe je angazovan v jinych interakcich.

6.3 Cileni proteinu VP3 BK viru k bunéénym strukturam.

Konstrukty pEGFP-C2-VP3 a pEGFP-N1-VP3 byly vyuzity pro transfekce sav€ich bunék a sledovani
lokalizace fiznich proteini v transfekovanych burikach. Prekvapive, ani v jednom z provedenych experimentt
nebyly mezi buiikami transfekovanymi jednotlivymi konstrukty zaznamenany vyznamné rozdily. Nedavno
ziskané vysledky nasi laboratoie ukazaly, Ze protein VP3 mySiho polyomaviru a také fazni VP3-EGFP protein
(ale nikoliv obracena forma, EGFP-VP3) indukuje v burikach apoptézu (HUERFANO et al, nepublikované
vysledky). ProtoZe mnoho virti ovliviiuje programovanou bunéénou smrt pfimou interakci virovych proteint s
mitochondrialnimi proteiny, popfipadé tvorbou pérd do mitochondrialnich membran, zajimalo nas, zda signal
proteinu VP3 BK viru v burikach nebude alespor ¢astecné kolokalizovat s membranami mitochondrii. Ackoli
jsme detekovali v burikach fixovanych 24 hpt slaby signal VP3 v cytoplasmé, kolokalizace fuzniho proteinu
s markerem vnitfni mitochondriaini membrany F1 ATPazou nebyla priikazna. V burikach produkujicich fuzni
proteiny jsme pozorovali zvySenou koncentraci mitochondrii v perinuklearni oblasti. V pfedbéznych mérenich
cytotoxicity obou fiznich produktl (data neukazana), prekvapivé nebylo detekovano vice mrtvych bunék (373
fibroblasty) nez v kontrolnich burikach produkujicich pouze EGFP. To je v rozporu s vysledky ziskanymi pfi
studiu cytotoxicity proteinu VP3 mysiho polyomaviru (HUERFANO et al., nepublikované vysledky), kdy 24
hodin po transfekci expresnim plazmidem nesoucim gen pro VP3-EGFP bylo 90% bunék mrtvych, na rozdil
od bunék produkujicich obracenou formu flzniho proteinu nebo samotné EGFP. Méfeni cytotoxicity proteinu
VP3 BKV (a jeho fluznich forem), bude tfeba zopakovat. Napf. u mysich 3T6 fibroblastd byla 24 hpt
pozorovana kondenzace bunétné DNA na jaderné periferii (obr. 5.3.9.). Cenna data by mohly pfinést také
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ultrastrukturaini analyzy transfekovanych bunék, které by odhalily pfipadné morfologické zmény buné&&nych
struktur a analyzy dal$ich markeri apoptozy ¢&i nekrozy.

V dal$im pokusu jsme se zaméfili na sledovani lokalizace fiznich proteini vzhledem k
endoplazmatickému retikulu. Nedavno ziskané vysledky nasi laboratofe na paraleiné zkoumaném mySim
polyomaviru prokazaly vyraznou kolokalizaci proteinu VP3 MPyV s jadernou membranou a s membranami ER
(obr. 6.3.1-A.). ProtoZze minoritni proteiny MPyV obsahuji ve svém C konci jiz zminény hydrofébni a-helix
schopny integrovat se do membran a spolu s nasledujicim Usekem bazickych aminokyselin fungovat jako
viroporin, tzn. naru$ovat membrany, zajimalo nas, zdali, a jak moc, se tato oblast li§i u VP3 BKV. Ukazalo se,
Ze se analogické hydrofobni sekvence téméF shoduji u minoritnich proteind BKV a v SV40. Méné se v3ak
podobaji té nalezené u MPyV (obr. 6.3.1-C). To by mohlo souviset se snizenou afinitou pfevazné jademého
proteinu VP3 BKV k cytoplazmatickym membranam ve srovnani s VP3 MPyV (6.3.1-B). A&koli sledovani
vzajemné lokalizace fuznich proteinii a markeru ER GRP94 neprokazalo, na rozdil od mySiho polyomaviru,
presvédEivou kolokalizaci, nekolokalizujici, avSak zaroveii tésné sousedici signaly fuznich proteini a GRP94
by mohly svéd¢it o ¢asté komplementami distribuci obou protein(i v membrané ER.

BKV: WMLPLLLGLYGTVTPAL
SV40: WMLPLLLGLYGSWTSAL
MPyV: - MLPLI LGLYGDI| TPTWATVI

Obr. 6.3.1: Lokalizace fuznich proteini VP3-EGFP a GRP94 (marker ER) po transfekci sav&ich bunék: (A) MPyV,
buriky 3T3 byly fixovany 4 hpt, (HUERFANO, nepublikované vysledky). (B) BKV, buiiky VERO byly fixovany 24 hpt.
Pouzité protilatky: kufeci protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci se kozi sekundami protilatkou proti kufecim
imunoglobulinim konjugovanou s AF488 a krysi protilatka proti GRP94 v kombinaci s kozi protilatkou proti krysim
imunoglobulinim konjugovanou s AF546. V bilych rameékach jsou zvétSené vyfezy (1-3) se zesilenym signalem.
Prekryv je s DAPI. Méfitko=5um. C) Srovnani aminokyselinové sekvence transmembranovych helixd BK viru, viru SV40
a mysiho polyomaviru (MPyV), Eervené jsou vyzna&eny aminokyselinové zamény.

Interakce proteinu VP3 s membranami ER byla nedavno detekovana u pfibuzného viru SV40
(DANIELS et al, 2006). Vtéto praci autofi prokazali, Ze jsou-li minoritni proteiny SV40 exprimovany
samostatné bez proteinu VP1, integruji se posttransiaéné do membran ER. To podporuje jejich hypotézu, ze
minoritni proteiny SV40 oligomerizuji v membranach ER a tvofi v nich pory, které by mohly slouzit k doprave
virového genomu z lumen ER do cytoplazmy a nasledné, pfes jademé péry do jadra. ProtoZe lokalizace VP3
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BKV v ER nami nebyla potvrzena ani vyvracena, navrhuji analyzy na Zivych buiikach s pouZitim sondy ER-
tracker, popfipadé nepfimou imunofluorescenci s pouZitim jiného markeru ER (nap. Bip chaperon).

ProtoZe na rozdil od minoritnich proteinii my3iho polyomaviru, minoritni proteiny BKV interaguji svou
C-koncovou doménou (ktera u minoritnich proteinii polyomaviru chybi) nespecificky s DNA, zajimalo nas,
zdali se tato skute¢nost odrazi v rozdilné lokalizaci VP3 BKV a VP3 my3iho polyomaviru v jadfe. Chtéli jsme
Zjistit, zda je VP3 BKV cilen také do jademé membrany a laminy jako VP3 MPyV. Proto jsme se v dalSich
pokusech zaméfili na sledovani vzajemné lokalizace jademych struktur a fuznich proteini VP3-EGFP a
EGFP-VP3.

Barveni transfekovanych bunék protilatkou proti laminu B odhalilo, Ze jsou fuzni proteiny VP3 BKV
lokalizovany nejen pod jadernou membranou, ale i pod vrstvou laminy, s kterou prakticky nekolokalizovaly. To
je rozdil od bunék transientné produkujicich VP3-EGFP mysiho polyomaviru, ktery s vrstvou laminy vyrazné
kolokalizoval (obr. 6.3.2).

4hpt...
7hpt...

Obr. 6.3.2: Lokalizace proteinu VP3-EGFP a laminu B po transfekci savéich bunék. (A) MPyV, buriky 3T3 byly
fixovany 4 hpt, (HUERFANO, nepublikované vysledky) (B) buiiky 3T6 byly fixovany 7 hpt PouZité protilatky: kralici
polykionaini protilatka proti proteinu EGFP v kombinaci s kufeci sekundami protilatkou proti krali¢im imunoglobuliniim
konjugovanou s AF488 a kozi protilatka proti laminu B v kombinaci s osli protilatkou proti kozim imunoglobulinGim
konjugovanou s AF546. DNA byla barvena DAPI. Méfitko=5um.

Na rozdil od mySiho polyomaviru, byl u bun&k exprimujicich fuzni minoritni proteiny BKV pozorovan
pferuSovany a nepravidelny signal laminy, ktery by mohl svéd¢it o jejim naruSeni. Tento jev nebyl pozorovan
u bunék kontrolnich (netransfekovanych nebo exprimujicich samotné EGFP). Narueni laminy je typické
napfiklad pro infekci herpesviry a parvoviry. Herpesviry se z jadra dostavaji vypucenim skrz vnitini jademou
membranu v procesu, ktery je oznadovan jako ,primami zabaleni‘ (DARLINGTON & MOSS, 1968). Odchod
nukleokapsid z jadra v pozdni fazi infekce je doprovazen rozpadem jademého laminu na periferii jadra
(OSTERRIEDER et al., 1998, SCOTT & O'HARE, 2001). Mnoho experimentli prokazalo, Ze pro rozpad
jademé laminy a pro prichod viriond z jadra do cytoplazmy je nezbytna interakce herpesvirovych protein(i
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s laminem. U bunék infikovanych herpesvirem ,HSV-1" ukazaly imunofluorescenéni studie trhliny v laminé.
Rozmisténi laminu na periferii jadra bylo v téchto buiikach nepravidelné, nespojité a rizné hustoty (SCOTT &
O'HARE, 2001). ProtozZe jsme u nékterych bunék produkujicich VP3-EGFP BKV pozorovali tvorbu Gtvard,
mozna membranovych vacku, vyénivajicich z jadra a obsahujicich DNA, protein VP3, ale nikoli lamin B, mohli
bychom spekulovat o tom, Ze protein VP3 BKV poruSuje jademy obal, aby pomohl novym virionim dostat se
z jadra smérem k bunéénému povrchu. U mySiho polyomaviru se v pozdnich fazich infekce hromadi nové
poskladané viriony v jadrech infikovanych bunék. ProtoZe replikaéni cyklus MPyV konéi smrti infikované
buriky, existovala hypotéza, Ze po nahromadéni novych virioni v jadfe jadro praskne a viriony se uvolni.
V nasi laboratoii vSak byla u¢inéna pozorovani, svédEici o tom, ze destrukce bunééného jadra v pozdni fazi
infekce neni procesem pasivnim. Napfiklad na ultratenkych fezech bunék v pozdnich stadiich infekce byly
elektronovym mikroskopem pozorovany vacky, zvenku dekorované viriony. Ty mohly byt patmé odvozeny a
uvoliiovany z jademé membrany. MANINOVA (2007) pozorovala, Ze hlavni struktumi protein VP1 mysiho
polyomaviru se kromé jadra vyskytuje také v cytoplazmé, kde tvofi v pozdni fazi infekce (nebo v pozdéjsich
hodinach samostatné produkce) viaknité struktury. Konfokalni mikroskopie a subfrakcionace bunék in situ
prokazala, Ze v téchto viaknech kolokalizuji protein VP1, lamin A/C a také pleiotropni bunéény regulator a
protein vazajici se k jaderé matrix, YY1. Zaroveil bylo pozorovano v téchto burikach naruseni jademé
membrany, zmizeni histonu H1 a detekce nékterych rozpustnych jademych protein(i v cytoplasmé (BOURA,
2004). Protoze se tento jev vyskytuje i v bufikach produkujicich pouze VP1, MANINOVA (2007) usoudila, ze
hlavni struktumi protein VP1 MPyV je zodpovédny za naruSeni jaderného obalu v pozdni fazi infekce. Bude
zajimavé zjistit, zda jsou za rozruSeni jadernych membran u BKV odpovédné minoritni proteiny, a zda se na
tom nepodili také hlavni struktumni protein VP1.

V burikach transfekovanych fuznimi proteiny VP3-EGFP a EGFP-VP3 BKV jsme pozorovali
presvédCivou kolokalizaci proteinu VP3 s bunéénou DNA (barvenou DAPI). Ta se ukézala predevsim v ¢ase
24 hodin po transfekci, kdy méla vétSina bunék kondenzovany chromatin podobny tomu, jaky byva pozorovan
u apoptotickych bunék. Nicméné skuteénost, Zze se DNA ¢asto kumulovala na periferii jaderné membrany, kde
interagovala s proteinem VP3 by mohla nasvédCovat tomu, Zze by se nemuselo nutné jednat o projev
zaCinajici apoptézy. Kdyz CLEVER et al, 1993 identifikovali DNA vazebnou doménu v C konci minoritnich
proteind VP2 a VP3 SV40, vsimli si, Ze 40 C-koncovych aminokyselin ma kromé schopnosti vazat DNA i
schopnost DNA kondenzovat. Toto pozorovani diskutuji v souvislosti s morfogenezi viriond a procesem
enkapsidace virové DNA. Kondenzaci a akumulaci bunééné DNA by se protein VP3 mohl také snazit zajistit
v bunécném jadre prostor pro replikaci a transkripci virové DNA, popfipadé pro morfogenezi novych virovych
Gastic. Nékteré y-herpesviry maji schopnost indukovat kondenzaci chromozomu €innosti virem kédovanych
kinaz. To, podle autor(i (LEE et al, 2007), svéd¢i o novém mechanizmu, kterym tyto viry navozuji predéasné
mitotické udalosti, aby zajistily vice extrachromozomalniho prostoru pro replikaci virové DNA a uspésny
odchod nukleokapsid z jadra. Pozorované zmény v kondenzaci chromatinu a v jademé laminé spolu s dalSimi
jevy pozorovanymi konfokalni mikroskopii budou dale ovéfovany pomoci ultrastrukturélnich analyz
transfekovanych bunék elektronovou mikroskopii a studiem protein-proteinovych interakci.
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Posledni zahajeny pokus byl zaméfen na sledovani vzajemné lokalizace proteint VP3 flizovanych
s EGFP a jademych sub-domén, PML télisek. K tomu nas vedla skute¢nost, Ze mnoho virli replikujici se v
bunééném jadie ma schopnost bud ni¢it PML téliska, nebo je naopak vyuzivat ke genové expresi Ci
k morfogenezi virioni. U pribuzného lidského polyomaviru JC (viz 2.2.9) bylo zjiSténo, Ze se struktumni
proteiny tohoto viru kumuluji v PML téliskach, kde probiha morfogeneze virioni (SHISHIDO-HARA et al,,
2004). U MPyV a viru SV40 bylo naopak pozorovano, Zze se v bezprostiednim sousedstvi PML télisek
nachazeji replikujici se a mozna i transkribované virové genomy, spolu s asnym virovym proteinem LT
antigenem (ISHOV & MAUL, 1996). Ackoli jsme nepozorovali presvédcivou kolokalizace fliznich proteind VP3
viru BK s PML télisky, vsimli jsme si redukce poctu téchto télisek vzhledem k netransfekovanym burikam.
ProtoZe tato redukce byla pozorovana i u bunék produkujicich samotny EGFP, mohla by souviset spise
s procesem transfekce, nebo nadmémou heterologni expresi, nez s funkci proteinu VP3. Zajimavé bylo, Ze
se PML téliska asto akumulovala spole¢né s bunénou DNA a VP3 v krouZcich, pravdépodobné kolem
jadérek. Tato akumulace nebyla pozorovana u kontrolnich bunék exprimujicich protein EGFP. Asociace PML-
télisek s jadérky byla popsana u bunék hMSC (human mesenchymal stem cells) (ROSSMEISLOVA, 2007).
V této praci byla detekovana PML téliska v tésné blizkosti aktivnich jadérek. PML téliska jsou ¢asto spojovana
s deregulaci nadorovych bunék in vivo. Pozorované spojeni PML télisek s aktivnimi jadérky by podle autorky
mohlo svédCit o jednom z béZnych mechanizm(, dulezitych pro aktivity jadérek. Tato asociace nebyva u
nadorovych bunék nachazena nebo byva redukovana (ROSSMEISLOVA , 2007). Vyznam nami pozorované
akumulace PML télisek, proteinu VP3 a bunééné DNA bude dale zkouman.
Ackoli je tato diplomova prace spiSe pfipravného charakteru, doufam, ze bude piné ziro¢ena béhem dalSiho
planovaného pokra¢ovani studia BK viru.
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A. Priprava monoklonalnich protilatek proti strukturnim proteintim polyomaviru BK.

strukturniho proteinu VP2 BK viru fizovaného s histidinovou kotvou v hmyzich burikach.

< Byl zkonstruovan rekombinantni bakulovirus (rBac-VP2 BKV) pro produkci minoritniho

«» Produkce fazniho proteinu His-VP2 BKV po transfekci hmyzich bunék rekombinantnim
bacmidem byla ovéfena imunologickou detekci proteinu VP2 BKV metodou western blot a

nepfimou imunofluorescenci

< Byly u€inény pokusy izolovat fizni protein His-VP2 z hmyzich bunék afinitni chromatografii a

fazovou separaci membranovych proteini tritonem-x-114. Vzhledem k velké nerozpustnosti

VP2, nebyly vytéZky izolace dostate¢né pro imunizaci mysi.

VP1 a minoritniho proteinu VP3:

a) VP1/3 VLPs byly z hmyzich bunék izolovany centrifugaci v hustotnim gradientu.

< Kizolaci VP3 byly pouzity pseudokapsidy (VLPs) sloZzené z hlavniho strukturniho proteinu

b) Protein VP3 byl z VP1/3 VLPs izolovan v denaturovaném stavu, po rozdéleni obou proteind

na SDS-PAAGE, elekroeluci.

/)
°o®

Izolovany protein VP3 BKV byl pouzit jako antigen pro imunizaci 2 mysi kmene Balblc.

o,
%

se, Ze:

a) Mys tvoiila protilatky nejen proti proteinu VP3, ale také proti proteinu VP1 BK viru.

Byly selektovany mysi monoklonalni protilatky z mysi. ¢. 2 proti antigenu VP3 BKV a ukazalo

b) Ziskané hybridomové klony produkujici imunoglobuliny proti proteinu VP3 BKV byly

nestabilni a po mésici pasazovani v tkanove kultufe schopnost produkce protilatek ztratily.

c¢) Byl ziskan stabilni klon produkujici protilatku proti hlavnimu strukturnimu proteinu VP1.Tato
protilatka je pouzitelna pro imunodetekci VP1 metodou western blot i pro detekci VP1

v buiikach metodou nepiimé imunofluorescence.

B. Konstrukce plazmidu pro expresi VP3 BKV fuzovanych s EGFP.

< Byly zkonstruovany 2 rekombinantni plazmidy pro produkci proteinu VP3 fizovaného s EGFP

v savéich buikach:
a) Plazmid EGFP-C2-VP3 pro produkci EGFP-VP3

b) Plazmid EGFP-N1-VP3 pro produkci VP3-EGFP
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% Konstrukty byly charakterizovany sekvencni analyzou a produkce flznich proteinii po
transfekci savéich bunék byla ovérena:

a) v lyzatech transfekovanych sav€ich bunék metodou western blot jak protilatkou proti VP3,

tak i proti EGFP

b) v sav€ich burikach fluorescenéni mikroskopii.

% Konstrukty byly pouzity pro sledovani lokalizace fiznich proteint EGFP-VP3 a VP3-EGFP
v opicich a mysich burikach metodou konfokalni mikroskopie. Pritom se ukazalo, ze

a)

b)

Oba flizni produkty byly cileny prevazné do bunééného jadra pod vrstvu jademé laminy (na
rozdil od samotného EGFP, ktery byl rovnomémé rozptylen v celé buiice

V burikach transfekovanych fliznimi proteiny (ale nikoli v netransfekovanych burikach nebo
v burikach transfekovanych samotnym EGFP) bylo prokazano vyrazné narudeni jademé
laminy.

Minoritni ¢ast proteinl, kterou bylo moZno detekovat v cytoplasmé presvédcivé
nekolokalizovala ani s membranami ER ani s membranami mitochondrii.

Oba fazni proteiny kolokalizovaly v jadfe s bunéénou DNA. DNA byla v piitomnosti faznich
protein( ¢asto kondenzovana na periferii jadra pod vrstvou jaderné laminy.

V nékterych burikach produkujicich fuzni proteiny byl o pozorovana lokalizace (fuzovaného)
VP3, DNA a PML télisek v krouzcich patrné kolem jadérek.
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