Abstrakt

Polyomavirus karcinomu Merkelovych bun¢k (MCPyV) je relativné nedavno objeveny lidsky
virus, jehoz genom je ¢asto klonalng€ integrovan v genomu karcinomovych Merkelovych bunék.
Tento typ karcinomu se sice nevyskytuje zcela bézné, ale je velice agresivni a jeho incidence
Vv poslednich letech vzriista. Proto je tento virus stiedem védeckého zajmu, ostatné tak jako vétSina
patogenti ¢i mechanism, které ptisobi na zdravi ¢loveéka. Virus byl objeven nedavno, proto je jeho
vyzkum na pocatku. Tato diplomova prace se pokusila alespon ¢astecné prispét ke studiu tohoto
patogenu z pohledu molekularni virologie. V této praci byla ptipravena neutralizaéni monoklonalni
protilatka typu IgG2a namifend proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1 MCPyV, ktera
rozeznava konformacni epitop VP1. Protilatka byla pouzita k pilotni studii pohybu VP1 VLPs
MCPyV v sav¢ich bunkach. Tato studie ukazala zietelné, ze virus vyuziva, alespon castecné, ke
svému pohybu buikou vackl nesoucich caveolin-1 (byla pozorovana kolokalizace VP1 VLPs
s caveolinem-1). Sporadicky byla zaznamenana kolokalizace VP1 VLPs s markerem ¢asného
endozomu EEA1, markerem pozdniho endozomu LamP2 a s markerem endoplazmatického retikula
BiP. Tyto ptedbéZzné vysledky pozorovani naznacuji, Ze MCPyV virus by mohl vyuZivat
endocytickou drahu vedouci pies Casny a pozdni endozém, podobné jako mysi polyomavirus
(MPyV) ¢i opici virus SV40. VP1 VLPs MCPyV vstupovaly do bun¢k s velmi malou t¢innosti a
vyrazn€ pomaleji nez VLPs MPyV. V této praci byly dale vytvoreny konstrukty pro produkci
minoritnich proteini fuzovanych s komeréné dostupnym epitopem FLAG a také konstrukt pro
produkci nefuzovaného VP3 MCPyV. Konstrukty produkujici VP2-FLAG a VP3-FLAG byly uzity
pro studium lokalizaci minoritnich proteini v bufice. Studie ukézala, ze se minoritni proteiny
MCPyV chovaji odlisné od minoritnich proteinti mysiho poylomaviru (MPyV). VP2 protein byl
detekovan v malém mnozstvi v jadie, vétSina pak v cytoplazmé pobliz jadra. VP3 byl detekovan
Vv cytoplazmé. Nebyla pozorovany kolokalizace s jadernym obalem a kolokalizace s markerem
endoplazmatického retikula byla podstatné mén¢ signifikantni nez jak je tomu u MPyV. Nebyl také
prokdzan vyrazny cytotoxicky efekt obou minoritnich proteint MCPyV. Na rozdil od bunck
produkujicich VP2 nebo VP3MPYV, pii produkci minoritnich proteini MCPyV nebyl ani 21 hod
po transfekci pozorovan unik histonu H1 do cytoplazmy a jeho rychla degradace, coz se dé€je, pokud

dojde k poskozeni jaderné membrany



