Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Genetika, molekularni biologie a virologie

Bc. Pavla Sauerova

STUDIUM VLASTNOSTI GENOVYCH PRODUKTU POLYOMAVIRU
KARCINOMU MERKELOVYCH BUNEK: PRIPRAVA PROTILATEK A
KONSTRUKCE EXPRESNICH VEKTORU

STUDIES OF PROPERTIES OF GENE PRODUCTS OF THE MERKEL CELL

CARCINOMA POLYOMAVIRUS: ANTIBODY PREPARATION AND EXPRESSION
VECTOR CONSTRUCTION

Diplomova prace

Vedouci zavérecné prace: Doc. RNDr. Jitka Forstova, CSc.

Praha, 2013






ProhlaSeni:
Prohlasuji, Ze jsem zavérenou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité

informacni zdroje a literaturu. Tato préace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, dne 6. 5. 2013

Podpis:

Pavla Sauerova






Na tomto misté¢ bych velice rada pod¢kovala pani Doc. RNDr. Jitce Forstové, CSc. za
vedeni této diplomové prace, za pomoc, spoustu cennych rad a pfipominek a za motivaci ke
studiu na Ptirodovédecké fakulté.

Dale dékuji RNDr. Alené Moravkové, Ph.D. za rady a pomoc Vv oblasti piipravy protilatek a
za provedeni imunizace mysek.

Mé velké diky patii také Mgr. Lence Hornikové, Ph.D. za neocenitelné rady pro praci
Vv laboratofi, ochotu vzdy poradit a za trpélivost. Za mnohé laboratorni rady, pomoc a
zhotoveni elektronmikroskopickych snimkd rovnéz dékuji Mgr. Martinu Fraiberkovi, ktery
byl Casto ptivodcem naprosto nepopsatelné atmosféry v laboratofi. Za podporu a pomoc
laboratorni i nelaboratorni dékuji Mgr. Martiné Kojzarové. Dékuji Mgr. Vojtéchu Zilovi za
elektronmikroskopické snimky a Mgr. Ondiejovi Sebestovi za pomoc pii konfokalni
mikroskopii. D&kuji také ostatnim kolegim z laboratofe za pomoc a vytvofeni vyborné
pracovni atmosféry a nasim ochotnym, stidle dobfe naladénym a Sikovnym laborantkdm
Vlasté Sakarové a Ivané Polivkové.

Nevim, zda vitbec nékdy budu moci dostatecné podékovat svym milovanym rodi¢lim, sestie a
dédeckovi za opravdu dlouhodobou psychickou a finan¢ni podporu. D€kuji jim za splnéni

mého velkého snu.



Piedkladana diplomova prace vznikla v letech 2011-2013 za finan¢ni podpory granti:
Grantové agentury Ceské republiky — GACR P304-10-15-11: Studium nového lidského
polyomaviru objeveného v karcinomech Merkelovych bunék a Vyzkumného zaméru

Ministerstva $kolstvi mladeZe a télovychovy CR — MSM 0021620858



Abstrakt

Polyomavirus karcinomu Merkelovych bunék (MCPyV) je relativné nedavno objeveny lidsky
virus, jehoz genom je Casto klonaln¢ integrovan v genomu karcinomovych Merkelovych bunék.
Tento typ karcinomu se sice nevyskytuje zcela bézné, ale je velice agresivni a jeho incidence
Vv poslednich letech vzrusta. Proto je tento virus stfedem védeckého zajmu, ostatné tak jako
vétSina patogenti ¢i mechanismd, které¢ ptisobi na zdravi ¢lovéka. 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 pifipravena neutraliza¢ni
monoklondlni protilatka typu IgG2a namifena proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1
MCPyV, ktera rozeznava konformacni epitop VPI1. Protilatka byla pouzita k pilotni studii pohybu
VP1 VLPs MCPyV v sav¢ich buiikach. Tato studie ukazala zfetelné, Ze virus vyuziva, alespon
¢astecné, ke svému pohybu buiikou vackt nesoucich caveolin-1 (byla pozorovana kolokalizace
VP1 VLPs s caveolinem-1). Sporadicky byla zaznamenana kolokalizace VP1 VLPs s markerem
Casného endozomu EEA1l, markerem pozdniho endozomu LamP2 a s markerem
endoplazmatického retikula BiP. Tyto predbézné vysledky pozorovani naznacuji, Ze MCPyV
virus by mohl vyuzivat endocytickou drahu vedouci ptes Casny a pozdni endozém, podobné jako
mysi polyomavirus (MPyV) ¢i opi¢i virus SV40. VP1 VLPs MCPyV vstupovaly do bunck
s velmi malou u¢innosti a vyrazné pomaleji neZ VLPs MPyV. V této praci byly dale vytvoteny
konstrukty pro produkci minoritnich proteini fizovanych s komeréné dostupnym epitopem
FLAG a také konstrukt pro produkci nefizovaného VP3 MCPyV. Konstrukty produkujici VP2-
FLAG a VP3-FLAG byly uzity pro studium lokalizaci minoritnich proteini v bunice. Studie
ukazala, ze se minoritni proteiny MCPyV chovaji odlisné od minoritnich proteint mysiho
poylomaviru (MPyV). VP2 protein byl detekovan v malém mnozstvi v jadfe, vétSina pak
Vv cytoplazmé pobliz jadra. VP3 byl detekovan v cytoplazmé. Nebyla pozorovany kolokalizace
s jadernym obalem a kolokalizace s markerem endoplazmatického retikula byla podstatné méné
signifikantni nez jak je tomu u MPyV. Nebyl také prokdzan vyrazny cytotoxicky efekt obou
minoritnich proteint MCPyV. Na rozdil od bun¢k produkujicich VP2 nebo VP3MPyV, pfi
produkci minoritnich proteint MCPyV nebyl ani 21 hod po transfekci pozorovan tnik histonu H1

do cytoplazmy a jeho rychla degradace, coZ se d¢je, pokud dojde k poskozeni jaderné membrany

Kli¢ova slova: polyomavirus karcinomu Merkelovych bunék (MCPyV), protein VP1, VLPs,
monoklonalni protilatka, minoritni strukturni proteiny VP2 a VP3, FLAG, lokalizace proteinu

Vv buiice, pohyb VLPs buitkou



Abstract

Merkel cell polyomavirus (MCPyV) is a recently discovered human virus, having it’s genome
often integrated in a genome of Merkel carcinoma cells. Although this type of carcinoma is not so
usual, it is very aggressive and it’s incidence has been rising in last few years. It is not surprising
that this virus is nowadays in the centre of scientific interest, as well as other pathogens and
mechanisms affecting human life. Because the virus was discovered not so long ago, its research
has been at the whole beginning. This diploma thesisaims to contribute to the study of this virus
from the molecular-virology point of view. A neutralizing monoclonal antibody, type 1gG2a,
targeted against the main capsid protein of MCPyV, VP1, and recognizing its conformational
epitote was prepared. This antibody was then used for a pilot study of VP1 VLPs MCPyV
movement in mammalian cells. Results showed that the studied virus, at least particularly, utilizes
caveolin-1-carrying vesicles for its movement in cells (colocalisation of VP1 VLPs and caveolin-1
was observedColocalisation with EEA1 marker of early endosomes, LamP2 marker of
endolysosomal compartments or with BiP marker of endoplasmic reticulum was sporadic but
significant. These preliminary results suggest that MCPyV might utilise an endocytic pathway
leading through early and late endosomes, similar to that used by the mouse polyomavirus
(MpyV) or the Simian virus 40. VP1 VLPs MCPyV entered cells considerably less effectively and
slowly.in comparison with those of the mouse polyomavirus Next we created constructs for
FLAG-fused minor proteins production and a construct for non-fused VP3 MCPyV production.
Constructs producing VP2-FLAG and VP3-FLAG were used to study localization of minor
proteins in the cell. The results showed that MCPyV minor proteins behavior is different from that
of MPyV minor proteins. VP2 protein was detected in a small amount in the nucleus, most of it is
then found in the cytoplasm close to the nucleus, while VP3 was detected only in the cytoplasm.
Both, VP3 and VP3 have no striking affinity to intracellular membranes. No colocalizations with
nuclear envelope was deteected and colocalisation with BiP marker of endoplasmatic reticulum
was substantially less significant than that of the MPyV minor proteins. None of MCPyV minor
proteins have a noticeable cytotoxic effect. While in the case of MPyV, histone H1 was
translocated out of the nucleus and degraded (as a consequence of nuclear envelope demage),

such effect was not observed in cells producing MCPyV VP2 or VP3.

Key words: Merkel cell carcinoma polyomavirus (MCPyV), VP1 protein, VLPs, monoclonal
antibody, structural minor proteins VP2 a VP3, FLAG, localization of protein in cell,
movement of VLPs in cell
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Polyomaviry jsou stale intenzivné studovanou skupinou tumorogennich vird. Jejich studium
piineslo jednak moZznost vice porozumét jejich replika¢nim zivotnim cykltim a strategiim, ale
diky jejich studiu byly objeveny a popsany tak zasadni déje bunécné biologie, jako jsou
napiiklad mechanismy DNA replikace. Studiem tumorogenniho potencidlu polyomavirt byla
prokdzana existence proteinu pS5S3 ¢i jaderného lokaliza¢niho signalu. V neposledni tadé
studium zasahuje 1 na pole klinické/medicinské, nebot’ do skupiny polyomavira patii také
lidské patogeny. V posledni letech bylo objeveno 9 novych lidskych polyomaviri. Jednim
z nich je polyomavirus karcinomu Merkelovych bunék (dale oznacovan jako MCPyV). Virus
je spojovan se vznikem karcinomu kize, nebot jeho genom byl objeven integrovany
v karcinomovych Merkelovych buiikdch. Tento typ karcinomu se sice nevyskytuje pfili§ ¢asto
(oproti jinym koznim karcinomuim), ale je velice agresivni a je spojen s vysokou umrtnosti
pacientd. Vzhledem k tomu, ze jeho incidence v poslednich letech roste, je tento virus
studovan pro mozny vyvoj vakciny. MCPyV je soucasti ptirozené kozni mikroflory. Studium
MCPyV je na svém pocatku a proto je vétSina jeho vlastnosti prozatim pfedpokladdna na
zaklad¢ sekvencni podobnosti a pifibuznosti s jinymi lépe prostudovanymi polyomaviry,
nejvice vSak s mysim polyomavirem (dale oznacovan jako MPyV). Jak se zd4, tak MPyV je
paradoxn¢ blize ptibuzny MCPyV nez lidské polyomaviry. Celé studium MCPyV vyznamné
komplikuje fakt, Ze se dosud nepodafilo izolovat infekéni virus, protoze nejsou znamy
permisivni bunky, ve kterych by se virus replikoval. K dispozici jsou tedy pouze konstrukty
odvozené ze sekvenci genomi MCPyV detekovanych v buiikkdch karcinomd. Smértu, ze
kterych lze studium MCPyV uchopit, je n¢kolik. Jednou z variant je zacit studium na trovni
proteinl a sledovat jejich vlastnosti a chovani v buiice. Vstup viru a jeho pohyb v buiice Ize
mimikovat uzitim ,,viru podobnych ¢astic* (dale oznacovany jako VLPs). Hypotézy o chovani
MCPyV lze porovnat s vlastnostmi znamych polyomaviri a postupné tak virus
charakterizovat. Nutnym nastrojem pro studium viru jsou protilatky specifické pro virové
proteiny. Aby bylo mozné studovat vlastnosti jednotlivych genovych produktl, je zadané
pfipravit plazmidy zajistujici jejich produkci v sav€ich bunkach. Piiprava protilatek a
konstrukce vektort pro expresi strukturnich proteini MCPyV byla predmétem této diplomové

prace.
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21 POLYOMAVIRIDAE

Polyomaviry jsou malé neobalené viry celedi Polyomaviridae, fazené do I. tfidy vird
Baltimorovy klasifikace. Ve virové kapsidé s ikosahedralni symetrii se nachazi kruhova
genomova dsDNA v komplexu s hostitelskymi histony (krom¢ HI1). Velikost
polyomavirovych ¢astic se pohybuje v rozmezi 40 -50 nm, proto jsou tyto viry klasifikovany
jako ,,malé“. Genom o velikosti cca 5000 pb koduje regulacni nestrukturni proteiny, tzv. maly
a velky T antigen (ST a LT antigen). U polyomavirti hlodavct existuje jesté stiedni T antigen
(MT antigen). Genom dale koduje strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3. V pocatecni fazi
infekce, tj. pted virovou replikaci jsou exprimovany tzv. Casné geny. Jejich produkty, T
antigeny se uplatiuji v indukci replikace a regulaci transkripce virové DNA i v deregulaci
bunécnych procesti. V pozdni fazi infekce jsou exprimovany geny pro strukturni kapsidové
proteiny (Knipe and Howley, Fields Virology, 2007,). Kapsida je tvofena 60 hexavalentnimi a
12 pentavalentnimi pentamery hlavniho kapsidového proteinu VP1.

Polyomaviry jsou tumorogenni viry schopné transformovat nepermisivni bunky svymi T
antigeny. Tuto schopnost vétSinou tyto viry nevykazuji u svych pfirozenych hostiteld.
Naptiklad opici virus SV40, je schopen vyvolat tumor u kiecka, kdezto u opice tumorogenné
nepusobi (Eddy et al., 1961).

Jako prvni byl objeven v 50. letech 20. stoleti MPyV (Gross, 1953), jakozto puvodce
mnohocetnych nadorti u mysi (odtud poly - mnoho, oma - nador). V roce 1960 byl objeven
prvni primati polyomavirus SV40. Tento virus byl detekovan v kultufe opicich ledvinnych
bunék (African green monkey kidney cells) uZivanych pro produkci poliovirovych vakein.
Protoze bylo prokdzano onkogenni piisobeni tohoto viru na hlodavce vcetné mysi, logicky
vyvstala obava, Ze by SV40 obsazeny ve vakciné mohl vyvolat vznik nadort také u lidi
(Sweet and Hilleman, 1960). Dodnes ale nebyla prokazana piima spojitost mezi SV40 a
lidskymi kancer6zami. Od dob objevu polyomavirl jsou stale identifikovani novi zastupci
s odliSnymi a relativné Uzkymi hostitelskymi a tkdflovymi preferencemi ¢i specifitami.
Polyomaviry jsou rozsifeny mezi obratlovci, pfedevsim savci a ptaky a replikuji se zejména v
ledvinné tkani. Pro sav¢i polyomaviry je typicka spiSe asymptomaticka primarni infekce s
dlouhodobou persistenci v hostiteli a neintegrovanou virovou DNA (Dubensky and Villarreal,

1984). Nejvice studovany jsou MPyV, virus SV40, lidské polyomaviry JC a BK a v nedavné
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dobé objeveny polyomavirus MCPyV, jehoz genom byl nalezen integrovany v genomu
karcinomovych Merkelovych bun¢k.

Dnes je znamo 11 lidskych polyomavirt — BK a JC virus, KI a WU virus, dale HPyV6,
HPyV7, TSPyV (trichodysplasia spinulosa virus, TSV), HPyV9, MWPyV (Malawi
polyomavirus), STL PyV a v neposledni fadé vyse zminény intenzivné studovany MCPyV.
Dulezitym bodem pfi studiu novych polyomavirti je urovani jejich pfibuznosti na zakladé
srovnavani sekvenci. Z ptibuznosti 1ze doptfedu predikovat vlastnosti a ty néasledné testovat.
Fylogenetickd piibuznost mezi jednotlivymi polyomaviry sestavena na zaklad¢ srovnani
aminokyselinovych sekvenci VP1 proteinti, VP2 proteind a velkych T antigenti je ukazana na
obrazku 1. Jak je patrno ve vsech tiech ptipadech analyzy, pfevazné jsou nejznaméjsi zastupci
polyomavirii (Cervené oznacené polyomaviry) rozprostiteny do tfi vétSich ptibuzenskych
skupin. U vSech tfi analyz vZdy pozorujeme skupinu JCV, BKV a SV40 a skupinu MCPyV a
MPyV. Zajimava a celkem piekvapiva je pozice MCPyV vicéi ostatnim polyomavirim. Jak je
na obrazku 2.1 patrno, tak MCPyV v porovnani se znaméjsimi poylomaviry je ¢asto nejblize
mySimu polyomaviru a je pomérné vyrazné vzdalen ostatnim lidskym polyomavirim. Zde se
tedy nabizi otdzka, jaky je skutecny ptivod MCPyV. Pochybnosti o tom, zda se jedna o
puvodni lidsky polyomavirus podporuje jednak fakt, Ze doposud nejsou zndmy permisivni
buiiky, ve kterych by se tento virus replikoval. Pro porovnani vysledku uvedené fylogenetické
analyzy je zde struéné uvedeno jesté bézné déleni rodiny Polyomaviridae do tii rodd. Prvnim
je rod Orthopolyomavirus, kam spada virus SV40, MPyV , MCPyV, BK ¢i JC virus. Rod
Wukipolyomavirus nese WU, KI viry, HPyV6 a 7. Rod Avipolyomavirus je rodem ptacéich
polyomavird, kam spada napiiklad i HPyV9. Jak bylo v uvodu zminéno, tak studiem
polyomavird byl napiiklad objeven protein p53 (Lane and Crawford 1979), zakladni
mechanismy replikace DNA (Waga and Stillman, 1994) nebo naptiklad jaderny lokaliza¢ni
signal (Spurgeon and Lambert, 2013).
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Obr. 2.1. Fylogeneticka analyza polyomaviria. Jednotlivé fylogenetické stromy byly vytvofeny na zakladé
aminokyselinovych sekvenci VP1 proteinu polyomaviri (A) VP2 proteinu (B) a velkého T antigenu (C).
MCPyV (na obrazku jako MCV). Pfevzato a upraveno z Dalianis and Hirsch, 2013 (prevzato z Siebrasse et al.,
2012).

2.2  POLYOMAVIRUS KARCINOMU MERKELOVYCH BUNEK

Polyomavirus karcinomu Merkelovych bunék (MCPyV ¢i MCV) byl objeven relativné
nedavno, v roce 2008 skupinou Feng a kolektivem. Jedna se o zatim jediny polyomavirus, o
kterém se soudi, Ze by mohl byt pfimym pivodcem karcinomu ¢lovéka, nebo ptispivat k jeho
vzniku, tzv. karcinomu Merkelovych bunék. Merkelovy buiiky jsou organizovany hojné v
bazéalni vrstvé epidermis, kde zastdvaji roli mechanoreceptorli kontaktem s nervovymi
zakonCenimi. Existuje vSak rovnéz varianta bunék vykazujicich znaky Merkelovych bunék,
kter¢ ale nekomunikuji snervovymi zakonenimi a jsou soucasti diftzniho
neuroendokrinniho systému. A pravé tento druhy typ se zda byt pravdépodobnéjSim adeptem
na ,,pivodni buiiky* karcinomu Merkelovych bun¢k (Halata et al, 2003).

MCPyV je béznou slozkou kozni mikroflory, kde se nachazi mj. i ve formé viriont, které

wrwe
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Studiem tumorovych izolati bylo prokdzano, ze v genomu bunck karcinomi je velmi Casto
pfitomna DNA pfibuznd s genomy polyomavird, kterd je tzv. klonaln¢ integrovana, tedy
nachazi se v hostitelského genomu u vSech bun¢k nddoru na stejném misté. Integrovany
genom byl pfisouzen novému typu polyomaviru, MCPyV, na zdklad¢ srovnani a homologie
integrované sekvence. Genom MCPyV byl detekovan v 8 z 10 ptipadd analyzovanych vzorkl
karcinomt a z téchto 8 karcinomu pozitivnich na MCPyV byl virovy genom integrovan v 6
Z nich. Pravé toto zjisténi vedlo k zavérim, ze MCPyV je jednou z moznych piicin vzniku
karcinomu (Feng et al., 2008). Neni ale jedinou pfic¢inou, protoze u cca 20 % piipada
analyzovanych karcinomil virus detekovan viibec nebyl a ma se tudiz za to, Ze se karcinom
Merkelovych bunék muize rozvinout na rizném podkladé a pouze jednim znich (i kdyz
S vyssi pravdépodobnosti) miize byt pravé MCPyV.

Integraci viru do hostitelského genomu dochazi k mutacim v genomu viru, naprosto typicka je
delece C-konce velkého T antigenu (dale oznaovan jako LT). Deleci je zasaZena helikazova
doména a je tedy poskozena funkce virové replikace, ovsem onkogenni potencial LT antigenu
je stale zachovan. Tyto udalosti vedou k virové integraci a vzniku karcinomu (Duncavage et
al, 2009, Shuda et al., 2008). Dale byla pozorovana i mozna delece v sekvencich hlavniho
kapsidového proteinu VP1 (Kassem et al. 2008), ktera brani tvorb¢é virion v karcinomu, pak
nedochazi k tvorbé virovych kapsid. V buiikach karcinomu tedy dochazi k naruseni virové
replikace a exprese pozdnich genl. Je zfejmé vyvinut selekéni tlak na to, aby v tumorech
vyvolanych virem nedochazelo k produktivni (lytické) replikaci viru (Arora et al., 2012).
Podminkami pro rozvoj tumoru jsou tedy kombinace mutaci a klonani integrace virového
genomu do hostitelského chromozomu. Co je spoustéem integrace viru, ale neni znamo.
Jedna z hypotéz tvrdi, Ze spoustéem je UV zafeni, dal§i sézi piimo na defekt ve viru
samotném, zda se byt pravdépodobny i oslabeny imunitni systém hostitele. VSechny tyto
signaly mohou aktivovat replikaci viru a jeho néslednou integraci do chromozomu hostitele
(Spurgeon and Lambert, 2013, Arora et al., 2012). Demetriou a kolektiv v roce 2012 navic
piimo ukazali, Ze zkraceny LT mutze zménit normalni odpovéd bunky na UV zafeni. V jeho
pfitomnosti je jednak naruSena oprava DNA, ale také dochdzi k inhibici zastavy bunééného
cyklu. Setkavame se tedy s fenoménem nestability genomu, ktery je vyvolan samotnym
MCPyV.

Jak jiz bylo zminéno, infekéni virus se nepodafilo dodnes pfipravit — primarni produkce

viriont z genomové DNA smalym vytézkem sice byla provedena, ovSem nasledna
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sekundarni infekce bun¢k se doposud nezdafila. Nejsou znamy permisivni buniky, ve kterych
je virus ochoten se replikovat a proto jsou ke studiu pouzivany infekéni molekuldrni klony
MCPyV odvozené od genomi MCPyV nalezenych pravé v tumorovych bunkach (Neumann
et al., 2011). Pro studium replikace MCPyV byl napiiklad rekonstruovan replikujici se klon
genomu MCPyV (tzv. konsensus klon odvozeny z vice izolovanych MCPyV genoma).
Mutaci virovych mist potfebnych pro replikaci ¢i interakci s bunéénymi proteiny byla na
tomto klonu studovéna genova exprese viru a ucinnost replikace. Nemutovany genom se
replikoval a tak mohla byt detekovana enkapsidovana DNA viru. Bylo ukazano, ze po jeho
transfekci dochazi béhem replikace nejprve k expresi LT a jeho zkracené formy S7kT (asi za
dva dny po transfekci klonem). Nasleduje exprese malého T antigenu (dale uvedeno jako ST)
a VP1 proteind. U replikaéné-mutovaného klonu nebyl detekovan VP1 ani ST antigen a
mnozstvi 57kT bylo vyrazné redukovédno. Z toho plyne, Ze by sestiih Casnych genl a
transkripce pozdnich geni mély byt zavislé na replikaci DNA. Dale bylo ukazéano, Ze pfii
zvySeni exprese ST antigenu se vyrazné navysila uroven replikace i enkapsidace. Klon byl
také vyuzit pro studium tropismu MCPyV, protoze daval vzniku enkapsidovanym ,,wild type*
virionim. Ani zde se ale nepodafilo zajistit jejich persistentni transmisi do riznych
bunécnych linii. Jak se zda, tak virus ma omezeny tropismus (Feng et al., 2011).

Zajimava je problematika detekce MCPyV v organismu a piipadna malignita. Protoze
enkapsidované viriony a DNA MCPyV jsou béZné detekovany na normalni zdravé kiizi, nelze
pfitomnost DNA MCPyV povazovat za dostatecné specificky marker pro virem indukovanou
malignitu. Naopak dostate¢né specifickym markerem se zda byt pfitomnost zkraceného LT
antigenu (Schmitt et al., 2012). Mezi protilatkami proti MCPyV v séru pacienti a DNA
MCPyV detekovanou na kizi byla prokazana korelace. Tim, ze se MCPyV bézné vyskytuje u
zdravé populace, l1ze zaznamenat protilatkovou odpovéd i u zdravych jedincd, ovSem
Vv ptipad¢ pacientli s karcinomem Merkelovych bun¢k je hladina protilatek vyrazné€ zvySena.

(Faust et al., 2011).

221 KARCINOM MERKELOVYCH BUNEK A VYSKYT VIRU

Karcinom Merkelovych buné¢k je obecné povazovan za malignitu koznich neuroendokrinnich
bunék, kterd ma pravdépodobné pivod v transformaci Merkelovych bunék. Jedna se sice o
nepfili§ béznou, ale velmi agresivni formu kozni malignity s vysokym sklonem metastazovat.

Tumorem byvaji nejcastéji postizeni star$i jedinci (zeyjména s klUZi vystavenou casto
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slune¢nimu zéfeni) ¢i imunosuprimované osoby. Piestoze se karcinom nevyskytuje piili§
¢asto, v poslednich letech jeho incidence nezanedbatelné vzrostla. Od roku 1986 do 2001 se

zvysila trojnasobné, tedy asi 0 8 % za rok (Hodgson, 2005).

2.2.2 KLONALNI INTEGRACE POLYOMAVIRU KARCINOMU
MERKELOVYCH BUNEK

Jak jiz bylo v ptedchozich kapitolach zminéno, virus je v buiikiach karcinomu Merkelovych
bunék integrovan. Na zvifecim modelu bylo diive ukazano, Ze DNA MPyV se integruje do
hostitelského genomu ¢asto pied vznikem nadoru. Sekvence DNA polyomaviru byly nalezeny
v oblasti genu c-myc a deregulovaly jeho expresi. Podobné mechanismy modifikace exprese
c-myc se nalézaji také u jinych sav¢ich karcinomt (Holldnderova et al.; 2003, Feng et al.,
2008). Podle nedavné studie, kterd se zabyvala podrobnéji integraci MCPyV do bunky,
neexistuji zadna specifickd preferencni mista v buiice pro vlozeni viru a mista, kterymi se
virus vkladd do bunky, nejsou jasné déna. Celkem 13 z 19 mist, kterymi se genom viru
integroval, se nachazelo v oblasti genu pro LT antigen. Pfiina vybéru tohoto mista je patrné
ve velikost sekvence genu LT, kterd tvoii pfes 50 % genomu viru. Ve vSech 13 ptipadech
integrace prostiednictvim oblasti genu pro LT, se jednalo o vlozeni do oblasti druhého exonu
LT, tedy az za pRB vazebnou doménou. Ukézalo se, Ze integrace vZdy zplsobi zkraceni LT
na jeho 3’konci. Jednim z moznych vysvétleni, pro¢ se v karcinomovych bunkéach nachazi
integrace jejimz dasledkem je zkraceni genu pro LT je, Ze zlom v genomu viru vytvofeny
inzerci blokuje helikazovou funkci LT a tim 1 virovou replikaci. A to, Ze je v tumoru c¢asto
detekovéana vice neZ jedna kopie genomu MCPyV je patrné divod, pro¢ jsou pii analyze
lokusii velkého T antigenu detekovany formy velkého T antigenu jak o plné délce, tak jeho
zkracené formy. Integrace viru do genomu hostitelské buiikky byla opakované zaznamenana
v 5. chromozomu, vzdy se ale jednalo o odliSnd mista vlozeni. U dvou ptipadl se piece jen
integrace objevila pted geny piimo ovliviiujicimi karcinogenezi — gen pro XRCC4 (X-ray ray
complementing defective repair in Chinese hamster cells 4) a gen pro PLA2G4A (fosfolipaza

2A skupiny IV.A) (Martel-Jantin et al., 2012; Shuda et al., 2008).
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2.2.3 ORGANIZACE GENOMU

Genomu MCPyV lze rozdélit do tfech oblasti — casné, pozdni a regulacni. Hlavnim
produktem polyomavirové Casné oblasti je tzv. velky T antigen, ktery se uplatiiuje nejen
v replikaci, diky své helikdzové aktivité, ale také v tumorogenezi. U ostatnich polyomavira
bylo ukazéno, ze velky T antigen plsobi jako zesilova¢ pozdniho promotoru a tak vlastné
podporuje presmyk ¢asné genové exprese na pozdni expresi. Tento jev se da predpokladat
také u MCPyV. Pozdni oblast koduje strukturni proteiny VP1, VP2, (VP3?), které jsou
schopny samouspoiadat se do tzv. VLPs (,,virus-like particles) (shrnuto ve Feng et al.,
2011). Tyto VLPs se dale daji uzit k infekci bun¢k a tedy pro studium vlastnosti viru.
Existence proteinu VP3 u MCPyV neni jista, je pouze odvozena na zakladé sekvence VP2,
kterda v sob& VP3 obsahuje. VP3 je u polyomavirii krat$i forma sekvence pro VP2. ProtoZe
v sekvenci VP2 MCPyV jsou dva dal$i ATG kodony, neni jasné, zdali a ze kterého ATG VP3
sekvence zacina. Organizace genomu MCPyV je ukézana na prototypu MCPyV 350 (viz obr.
2.2). Genom o 5,4 kpb disponuje replikaénim pocatkem a promotory umoziujicimi
obousmérnou transkripci. Casna genomova oblast koduje tfi virové T antigeny — LT antigen,
57kT antigen (je identicky s LT az do oblasti jaderného lokaliza¢niho signalu, dale je
sestfizen) a ST antigen. Pozdni oblast je transkribovana v opacném sméru od pocatku
replikace a koduje strukturni proteiny — hlavni kapsidovy protein VP1 a minoritni kapsidové

proteiny VP2, pfipadné VP3 (shrnuto ve Spurgeon and Lambert, 2013).
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Merkel cell polyomavirus

5387 bp

Obr. 2.2. Genom Polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék (MCPyV). Na obrazku je zndzornén genom
prototypu MVPyV350. Velikost je priblizn€ 5,4 kpb. Bile je znacen replikacni pocatek a promotory umoziujici
obousmérnou transkripci. Casna oblast koduje tii virové T antigeny — velky T antigen (Gervend), 57kT antigen
(oranzov¢) a maly T antigen (sT, zluté). Pozdni oblast je transkribovana v opacném sméru a kéduje strukturni
proteiny — hlavni kapsidovy protein VP1 (zelen¢) a minoritni kapsidové proteiny VP2 (modie) a putativni VP3
(8edg). Pfevzato a upraveno z Spurgeon and Lambert, 2013.

224 VELKY A MALY T ANTIGEN - struktura, funkce

T antigeny jsou znamy jako regulatory replika¢nihoho cyklu viru, ale 1 stimulatory bunééného
cyklu hostitelské buiiky. Oblast T antigenu MCPyV, ktera je umisténa v ¢asné oblasti genomu
MCPyV koduje tii T antigeny, které vznikaji alternativnim sestfihem — LT, ST a 57KT
antigen. LT nese domény stejné jako LT jinych polyomaviri - CR1 (konzervovana oblast 1,
oblast LXXLL), DnaJ (oblast HPDKGG, chaperonova J doména zprostiedkujici vazbu Hsp70
a bunécnych proteind a jejich zménu konformace), helikazovou doménu, ,,origin*“-vazebnou
doména (OBD), pRb-vazebné misto, jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), vazebné misto pro
Vamp6p, MCPyV unikatni oblast (MUR). LT antigen je tvofen dvéma exony, které spolecné
koduji protein o 816 aminokyselinach. Jak je ukdzano na obrazku 2.3., ST sdili s LT prvni
exon vcetn¢ vazebného mista pro protein fosfastazu 2A (PP2A). 57kT se shoduje s LT az do
oblasti NLS, dalsi ¢ast S7kT je po alternativnim sestifihu ochuzena o OBD a helikazovou
doménu (Nakamura et al., 2010; shrnuto v Spurgeon and Lambert, 2013). Jak jiz bylo feceno

drive, integraci viru do hostitelského genomu dochazi k mutacim v genomu viru, typicka je
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delece C-konce LT antigenu, ktera postihne helikdzovou doménu a tak je znemoznéna virova
replikace. Onkogenni potencial si LT antigen i pfes mutaéni zménu stale zachovava - i
zkraceny LT antigen ma rovnéz podil na inaktivaci pRb a reguluje bunécnou transkripci
(Duncavage et al, 2009, Shuda et al., 2008).

LT antigen viru SV40 se vaze na GAGGC motiv virového pocatku replikace, kde ve formé
hexameru vytvari komplex s bunéénymi replika¢nimi proteiny. Vzhledem k tomu, ze motiv
pro vazbu LT antigenu a virovy replikacniho pocatek je u lidskych polyomavirt a SV40
podobny, lze predpokladat, ze se LT antigen lidskych polyomavird vcéetn¢ MCPyV bude
chovat tak jako u SV40 (Simmons, 2000; Van Gheule et al., 2012). Na studii LT antigenu byl
ukdzan zajimavy fenomén, mutace bézné postihujici LT antigen se zpravidla netykaji
jaderného lokaliza¢niho signalu ani nebyla uk4zéna ptitomnost stop kodont v jeho ,,upstream
oblasti“. Jaderny lokaliza¢ni signal (umistény v oblasti mezi pRb vazebnou doménou a
helikdzovou doménou) je i v karcinomu Merkelovych bun¢k vysoce konzervovanou a stale
funkéni jednotkou. Mutace v okoli jaderného lokaliza¢niho signalu, maji ale vliv na funkce
LT antigenu. Dle autort této studie nelze vyloucit, ze 1 zkracend forma velkého T antigenu,
kterd nemé jaderny lokalizacni signal, pfesto mize participovat na vzniku karcinomu

(Nakamura et al., 2010).
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Obr. 2.3.. Lokus genu pro T antigeny polyomaviru MCPyV. Lokus gent T antigenu umistény v ¢asné oblasti
genomu MCPyV koduje tii izoformy T antigenu, které vznikaji alternativnim sestfihem — velky T antigen (LT),
maly T antigen (ST) a 57KT antigen. Velky T antigen je organizovan podobné jako u jinych polyomaviry - nese
CR1 (Cern¢), DnalJ (rizove), pRb-vazebné misto (Cervené),helikazovou doménu (zeleng), jaderny lokaliza¢ni
signal (NLS, oranzov¢), vazebné misto pro Vamp6p (s vezikly asociovany membranovy protein, modie),
doména vazajici se k replikaénimu po&atku (OBD, fialové), MCPyV unikétni oblast (MUR). Cervenou &arou je
pak zndzornéna C-koncova oblast velkého T antigenu podléhajici specifickym mutaénim zméndm spojenym
s rozvojem karcinomu Merkelovych bunék. Jak je na obrazku patrno ST sdili s LT prvni exon véetné vazebného
mista pro fosfstazu 2A (PP2A, zluté). S7KT se shoduje s LT do oblasti NLS, dalsi ¢ast je po alternativnim
sestfihu pozbyva o OBD a helikazové domény. Pievzato z Spurgeon and Lambert, 2013.

LT antigen, ale i ST antigen je potencialnim onkoproteinem. Houben a kolektiv dosli
k zavéru, ze exprese T antigend je nezbytna pro zachovani karcinomu Merkelovych bunék
pozitivniho na pfitomnost MCPyV, a ze MCPyV je infekéni agens stojici za vznikem
karcinomu. Tato studie, se ale zabyvala T antigeny spole¢né, nikoli chovanim kazd¢ izoformy
zvlast. VSechny transkripty T antigend inhibovala pomoci malé RNA zacilené na exonl,
ktery je spole¢ny vSem izoformam T antigenu (LT, ST i 57kT) (Houben et al., 2010).

Pozdéjsi studie se jiz zaméfila na roli jednotlivych izoforem v karcinogenezi, pfesnéji feceno
na roli ST a LT. U ST antigenu byla detekovana transformujici aktivita. Zaroven bylo
pozorovano, ze buniky karcinomu Merkelovych bun€k nepotiebuji ST antigen pro preziti ani
rust. Angermeyer a kolektiv tedy ze své prace vyvodil, Ze ST antigen je postradatelny a Ze pro
zachovani proliferace karcinomovych bunék je stile hlavnim faktorem LT antigen. Pfi
umlceni obou T typt antigeni (ST 1 LT) doslo k rGstové retardaci karcinomovych bunék

pozitivnich na MCPyV, naslednou ,,ektopickou expresi“ LT antigenu do$lo k zvraceni celé
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situace. Z toho vysledku byla odvozena zastupitelnost ST antigenu jako faktoru pro preziti a
rast karcinomovych bun¢k (Shuda et al., 2011; needitovany manuskript Angermeyer et al.,
2013)

2.3 KAPSIDA POLYOMAVIRU

Nasledujici kapitoly shrnuji to, co je obecné¢ znamo o kapsidé a kapsidovych proteinech
polyomavird. Tyto oblasti jsou u MCPyV velice malo prostudovany a proto je potieba pro

studium kapsidy a jejich proteinii u MCPyV z téchto znalosti vychazet.

Velikost kapsidy mySiho polyomaviru je asi 45 nm, pokud jsou tvofeny VLPs jsou
detekovany i mensi Castice s velikosti okolo 32 a 26 nm, tento jev je podminén in vitro
podminkami (Salunke et I., 1989). Podobné u MCPyV byly detekovany kapsidy o velikosti 45
nm, ale i mensi pohybujici ve velikosti 20-35 nm, viz obr. 2.4 (Touzé et al., 2010). Virova
kapsida (obr. 2.4) je slozena ze tii stavebnich komponent — z hlavniho strukturniho proteinu
VP1 a minoritnich strukturnich proteini VP2 a VP3. Kapsida v sob&é uzavira tzv. virové
,hucleocore”, které je definovano jako kondenzovany minichromozom viru.
Minichromozomem je pak mySlen komplex bunéénych histoni (H2A, H2B, H3 a H4)
s virovou DNA. Histon H1 je pti kondenzaci chromozomu vytésnén. Soucasti ,,nucleocore® je
ale také hlavni kapsidovy protein VP1, ktery se vdze nespecificky k . Poylomavirova kapsida
je ikosahedralni. Celkem 360 molekul hlavniho kapsidového proteinu se skladd do 72
pentamert. Kazdy pentamer pak interaguje pravé s jednim minoritnim proteinem VP2 nebo
VP3. Minoritni proteiny jsou kotveny silnymi hdydrofébnimi interakcemi do dutiny, ktera se
naléza v ose kazdého pentameru (Chen et al., 1998). Jednotlivé pentamery jsou mezi sebou
propojeny prostiednictvim C-konct VP1 proteint (Liddington et al., 1991; Stehle et al.,
1996). K morfogenezi viriont (kapsid) dochazi v jadie, kam jsou transportovany komplexy

VP1 s minoritnimi proteiny (Barouch and Harrison, 1994).
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Obr. 2.4 Model kapsidy mysiho polyomaviru (ptevzato z Liddington et al., 1991). Elektronmikroskopicky
snimek viru podobnych ¢&astic (VLPs) MCPyV. Na obrazku lze rozlisit dvé rizné velikosti castic o velikosti
45nm a 30 nm, métitko je 100 nm (pievzato z Touzé et al., 2010).

2.4 KAPSIDOVE PROTEINY POLYOMAVIRU

241 STRUKTURA A ULOHA HLAVNIHO KAPSIDOVEHO PROTEINU
POLYOMAVIRU

MCPyV je obecné malo prostudovan a to se tykd i jeho u strukturnich proteinu a jeho
kapsidy. V takovychto studijnich pocatcich je tfeba vychazet ze znalosti ziskanych u jinych
zastupcti polyomavird ¢i obecnych fakt. Tyto informace je mozno vyuzit jako odrazovy
mustek pro dalsi studium MCPyV. Nicméné takova srovnani je tieba experimentalné ovéfit,
nebot’ ke stejnému cili mohou rtizné viry pouzit riizné mechanismy.

Prevazujici slozkou polyomavirové kapsidy je hlavni kapsidovy VP1 protein. Pro srovnani, u
MPyV je VP1 velky 45kDa, u MCPyV asi 46,5 kDa. Protein VP1 vytvaii pentamery, které
skladaji do polyomavirové kapsidy. Funkce VP1 neni pouze strukturni. VP1 je odpovédny za
prichyceni viru k bufice, nebot’ obsahuje doménu vazajici se k receptoru (Stehle et al., 1994;
Neu et al., 2009). VP1 protein podstupuje také Cetné postranslacni modifikace, z nichz
vyznamnd je fosforylace serinii a threonini. Tento jev je ovliviiovan VP2 proteinem
(Forstova et al., 1993; Li et al., 1995). Ze znalosti tercialni struktury, 1ze VP1 rozd¢lit na cast
N-koncovou, stiedni a C-koncovou. N-konec VP1 disponuje jednak jadernym lokaliza¢nim
signalem, ale také sekvencné nespecifickou DNA vazebnou doménou. U SV40 viru bylo
zjisténo, Ze soucasti jaderného lokaliza¢niho signalu je KRK motiv. Motivy bohaté na K/R se
nalézaji také u VP1 vétSiny lidskych polyomavirt kromé KI a WU viru, a také HPyV6 a 7,
které maji jaderny lokaliza¢ni signal slaby ¢i jej zcela postradaji (Kalderon et al, 1984;
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Chang et al., 1993; Gheule et al., 2012). Prvnich 15 aminokyselin VP1 polyomaviri je
orientovano do dutiny pentameru, kde dochazi k interakci s virovou DNA a pravdépodobné je
tak tvofeno ,,nucleocore® (viz dale). Stfedni ¢ast VP1 je tvofena hlavné z B-listd s a-helixy,
které jsou propojovany flexibilnimi smyckami (BC, DE, HI, EF, FG a G2). BC, HI a DE
smyCky jsou exponovany na povrchu. U MPyV jsou BC a HI smycky jsou zahrnuty
v interakci s receptorem. C-koncova ¢ast VP1 obsahuje a helix a C-smy¢ku a vytvaii interace
mezi pentamery v ramci kapsidy (Liddington et al., 1991; Stehle et al., 1996). Model proteinu
VPI ajeho smycek riznych polyomaviri je pak ukazan na obrazku 2.6.

Z vysledku fylogenetické analyzy VP1 proteinii riznych lidskych polyomavira je patrno, ze
mezi lidskymi polyomaviry je pomérné nizka identita - 26-55 %. Pfi analyze sekvence VPI
polyomaviri na spole¢né fylogenetické vétvi pak identita vyrazné stoupa, napi. shoda
v aminokyselinovych sekvencich BKV a JCV ¢ini cca 78 %, KI a WU viry sdili cca 66%. Pii
pohledu na celkovou strukturu VP1 proteint jista shoda existuje napfi¢ lidskymi polyomaviry.
Lze ji najit na Grovni smycek VP1 proteinu (obr. 2.5). Nejvice konzervované jsou smycky EF
a GH (G2), u ostatnich smycek lze detekovat alespoil mensi sekvencni podobnost. BC smycka
u BKV a JCV je vysoce variabilni (Stehle et al., 1996; Gheule et al., 2012). Smycky a
porovnani aminokyselinovych sekvenci proteint VP1 rtznych lidskych polyomaviri jsou
znazornény na obrazku 2.5. Zde miizeme porovnat sekvenéni shodu ¢i odliSnost mezi
jednotlivymi zastupci. Lze si v§imnout vyrazné&jsi velikosti VP1 MCPyV. Pokud se zamé&fime
na MCPyV dale, pak je ztohoto obrazku patrna podobnost MCPyV s HPyV9 a TSPyV
(TSV). U obrazku 2.1 (viz kapitola 2.1) je vidét jesté blizka piibuznost MCPyV s mySim
polyomavirem (MPyV) (Gheule et al., 2012).
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Obr. 2.5. Porovnani aminokyselinovych sekvenci hlavniho kapsidového proteinu VP1 u riznych lidskych
polyomaviri. Jednotlivé smycky VP1 proteinu jsou vyznaceny Sedym polem. Pievzato z Gehule et al., 2012.

Unikétni vlatnosti VP1 proteinu je jeho schopnost uspotadat se do struktury prazdnych kapsid
a tvoftit tak viru podobné Castice - ,,virus-like* particles (dale jako VLPs). K tvorb¢ VLPs neni
zapotiebi pfitomnost minoritnich strukturnich proteind, dilezitym faktorem pro tvorbu téchto
struktur je VPI protein a piitomnost Ca?* (Salunke et al., 1986). VLPs vznikaji i v jadrech
hmyzich bun¢k pfi expresi VP1 z rekombinantnich bakulovird (Montros et al., 1991). Pri
koexpresi VP1 s obéma minoritnimi strukturnimi proteiny vznikaji VLPs slozené ze vsech tii
proteini jako ve virové kapsidé (Forstova et al., 1993). Velky medicinsko-1é¢ebny potencial
tkvi pravé v unikatnich vlastnostech VP1 proteinu, které umoziuji vyuZzit prazdné¢ VLPs

posklddané z VP1 proteini pro transfer genii nebo 1é¢iv. Schopnost strukturnich proteinii
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polyomavird (i jinych virdl) vytvaiet VLPs inspirovala védce k riznym navrhiim na jejich
vyuziti pro ucely diagnostiky nebo terapie. Do VLPs je mozno enkapsidovat cizi DNA a
vyuzit ji tak pro ucely genové terapie. Velkou prekazkou tohoto vyvoje je silnd imunogenicita
VLPs. Imunogenicita ma na druhou stranu vyuziti ve vyvoji vakcin. Dnes jsou uzivany VLPs
papilomaviru jako preventivni vakciny proti karcinomu délozniho ¢ipku, ale VLPs lze vyuzit
pro vyvoj vakcin proti dal§im virim, od kterych jsou odvozeny (Wang and Roden, 2013). Lze
také konstruovat chimerické VLPs, které ponesou uvnitt ¢i na povrchu cizi epitopy jinych
patogentl.

VLPs jsou podobné jako viry schopny piekonavat vnéjsi membranu riznych typd bunék a
proto se nabizi moznost je pfesmérovat na urcité typy tkdni manipulaci jejich povrchovych
sekvenci (Forstova et al. 1995, Krauzewicz et al., 2000). VLPs Ize pro jejich imunogenicitu
také vyuzit jako antigen pro piipravu protilatek nebo pro klinickou detekci protilatek u

pacientl (Caparros-Wanderley et al., 2004; Touzé et al., 2010).

Obr. 2.6. Molekularni model VP1 proteinu riznych lidskych polyomaviri. Tmavé fialova znaéi 3D
strukturu VP1 SV40, tmavé modra zna¢i BKV VP1 protein, ¢ervenoruda JCV VP1, Zluta KIV VPI1, Cerna
WUPyV, tmavé Sedd MCPyV VPI1, tmavé purpurovd HPyV6 VPI1, ¢ervenda HPyV7 VP1, svétle Sedd TSPyV
VP1, tmavé zelena HPyV9 VPI, zelena LPyV. Pievzato z Gheule et al., 2012.
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2.4.2 STRUKTURA A ULOHA MINORITNICH KAPSIDOVYCH
PROTEINU POLYOMAVIRU

Minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3 jsou translatovany ze stejného ¢teciho ramce, lisi se
od sebe pouze délkou. VP3 je identicky s C-koncovou ¢asti VP2 a je tedy zkracenou formou
VP2, ktera je translatovdna z vnitiniho methioninu, ATG (souc¢adst MAL motivu u vétSiny
lidskych polyomaviri, MAF u MCPyV). V sekvenci VP2 MCPyV jsou dva dalsi ATG
kodony, neni proto jasné, zdali a ze kterého ATG sekvence VP3 zacina, existuje tedy moznost
existence zkraceného VP3 proteinu. Velikost VP2 u MPyV je cca 35kDa, VP3 ma asi 23 kDa.
U MCPyV je VP2 kratsi, cca 25kDa, a delsi varianta VP3 ma cca 21kDa. Zatimco velikost
proteinu VP2 u MPyV je 319 aminokyselin, u lidskych polyomavirii je priméru cca 350
aminokyselin. Velikost KI a WU je 400 a 415 aminokyselinovych zbykid. Na druhé strané
VP2 MCPyV ma pouze 241 aminokyselin. Smysl velikostni variability VP2 neni znam. U
lidskych polyomavirti se naléza pouze pét konzervovanych zbytkti aminokyselin na N-konci a
¢tyfi na C-konci proteinlt VP2. VP2 a VP3 u SV40 nesou na svém C-konci jednak jaderny
lokaliza¢ni signal a dale jesté¢ vzdalen&jsi element vazajici nespecificky DNA. U lidskych
polyomavird nalézame rovnéz dva obdobné C-koncové motivy bohaté na pfitomnost lysinu a
argininu, které se také nachazi vzdy v podobnych oblastech jako u SV40. To, zda druhy
bazicky motiv funguje také u lidskych polyomaviri jako DNA vazebny motiv nebylo
doposud ukazano. U VP2/VP3 MCPyV a TSPyV, podobné jako u MPyV, druhy motiv zcela
chybi (Ghelue et al., 2012).

Minoritni kapsidové proteiny nejsou vystaveny na povrchu kapsidy, ale vzdy jedna molekula
(VP2 nebo VP3) je svym C-koncem piichycena v centralni dutiné pentameru VP1, N-konec
minoritniho proteinu pak sméfuje dovniti kapsidy (Rayment et al., 1982). Skupina Chen a
kolektiv provedla krystalografickou studii, ze které usoudila, jak C-koncova ¢ast VP2 ¢1 VP3
interaguje s pentametrem VP1. Minoritni proteiny vkladaji svij C-konec poskladany v
podob¢ vlasenky do dutiny VP1 proteinu. V dutiné dochézi k pevnému ukotveni minoritniho
proteinu diky hydrofobnim interakcim (Obr. 2.7). Kotevni ¢ast obsahuje a-helix. Zbyvajici
¢ast daného minoritniho proteinu vSak zustava znacné flexibilni - dosud se nezdafilo urcit, zda
tato Cast disponuje n¢jakou sekundéarni strukturou ¢i nikoli. Touto skupinou byla proto
vyslovena hypotéza, Ze by minoritni proteiny (hlavné tedy VP2) mohly, za podminek zmény
konformace VP1, svij flexibilni N-konec exponovat z pentameru a Gcastnit se vstupu viru do

bunky napfiklad penetraci membrany. Plvodné vnitini forma proteinu VP2 se dostane
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z vnittku na povrch virionu vnitfnim ptreusporadanim, kdy C-konec zlstavéa stile ukotven
v dutin¢ VP1, ale N-konec je exponovan na povrch virionu a je tak odhalen pro mozné

interakce s membranami (Chen et al., 1998). Tato hypotéza vSak nebyla prokazana.
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Obr. 2.7. Schéma interakce mezi VP1 a VP2 proteinem. Cervené znaeny VP2 je vlozen do dutinyVP1
pentameru, ve vrcholu dutiny se staci a za interakce s VP1 se vraci zpét k mistu vstupu, vytvari tak vlasence
podobnou strukturu. Ptevzato z Chen et al., 1998.

Role minoritnich strukturnich proteinii neni stdle jasnd ani u nejlépe prostudovanych
polyomavirt jako jsou mysi polyomavirus (MPyV) ¢i virus SV40. Proto se na jejich funkce
soudi zriznych mutacnich studii. Jednim =z takovych piikladi je studium vyznamu
minoritnich proteinti v infektivité viru. Bylo prokazano, Ze minoritni proteiny nejsou potiebné
pro tvorbu pseudokapsid, ov§em pro infektivitu viru potiebné jsou. Po mutaci ATG kodonu
VP2 nebo VP3 je virus velmi slab& infek¢ni, pfi mutaci obou proteinl virus ztraci svoji
infektivitu kompletné (Mannova et al. 2002). Z této studie tedy plyne dulezitost obou
minoritnich proteinti pro infekénost viru. Proto je celkem pfirozenou otdzkou, jaky vyznam
ma existence VP3 proteinu, tedy zkracené formy VP2. Jednim z logickych vysvétleni by
mohla byt mala velikost viru, jez vedla k vytvotfeni mensi varianty VP2. Mensi VP3 tak muze
zastoupit strukturni a VP1 vazebné aktivity VP2. Zatimco unikatni ¢ast VP2 pak muize plnit
funkei pii vstupu viru do buiiky. Cast proteini VP2 je tak zastoupena VP3 a dojde k usetieni
mista ve virionu (Barouch and Harrison, 1994).

Dal8im z ptikladli mutacni studie je studium vyznamu myristilace VP2. VP2 protein je totiz

na svém N-koncovém glycinu myristylovan. Bylo ukazéano, ze tato modifikace ovliviluje

35



infektivitu viru. (Sahli et al.,, 1993). Mannova a kolektiv vroce 2002 ukazali muta¢ni
analyzou, ze jednak myristilace, ale zejména aminokyselina, za jakou je koncovy glycin
vyménén ma vliv na miru sniZzeni infektivity. Zajimavé je, ze se problém mutovanych virt
neprojevil v prvnim kole infekce, ale nahromadil se pii reinfekcich. N-konec VP2 se také
ukézal jako pravdépodobny mediator spravné fosforylace VP1 proteinu. Pfi samostatné
expresi VP1 chybély nékteré fosforylované formy tohoto proteinu, Pti ko-expresi VP2 a VP1
byly fosforylované formy obnoveny. (Forstovd et al., 1993; Li et al., 1995).

V nasi laboratofi bylo pozorovano, ze VP2 a VP3 maji cytotoxické vlastnosti a afinitu
K vnitrobunéénym membranam. Toto plati pouze pii jejich samostatné expresi, tedy za
nepiitomnosti ostatnich virovych slozek. Za téchto podminek se ukézaly minoritni proteiny
jako silné induktory apoptdzy. Apoptéoza by mohla byt vyvolana interakcemi minoritnich
proteini s poskozenymi membranami mitochondrii, jadra a endoplazmatického retikula.
Poskozeni membran bylo zaznamenano pii imunoelektronové analyze bunck a hovoii pro
moznou roli minoritnich proteinti jako viroporind (Huerfano et al., 2010). Buné¢na smrt pfi
virové infekce ale pravdépodobné neni na minoritnich proteinech vyslovené zavisla, pfispivaji
k ni také Casné antigeny (Huerfano et al, 2010).

V bunkach, ve kterych byly samostatné exprimované minoritni proteiny MPyV, byl
pozorovan unik histonu H1 z jadra. Degradace histonu H1 patrn€ souvisi s naruSenim jaderné
membrany (Boura, 2004, Vit, 2010; Plevka, 2002).

K zajimavym zavérim doSla studie, kterd sledovala chovdni minoritnich proteinl
exprimovanych také v kontextu VP1, ne pouze samostatng. Pfi infekci sav¢ich bunék MPyV
byly pozorovany vSechny tfi strukturni proteiny v jadie. Pokud ale jsou minoritni proteiny a
VP1 exprimovany samostatné v hmyzich buiikach, pak se VP2 naléza v okoli jadra, VP3 je
rozptylen v cytoplazmé a VP1 je jako jediny pozorovan v jadfe. Pfi spole¢né expresi VP1 a
VP2 ¢i VP3, jsou potom minoritni proteiny lokalizovany také v jadie. U sav¢ich bun¢k se
1épe dostavaji vSechny tii strukturni proteiny do jadra, jsou-li v komplexu VP1-VP2 ¢i VPI1-
VP3. Z toho vyplyva, ze ackoliv u jednoho kazdého byl identifikovan jaderny lokalizacni
signal, strukturni proteiny polyomaviri se snaze dopravuji do bunécného jadra, jsou-li
v komplexu (Forstova et al., 1993). Je postulovano, ze viroporinové vlastnosti minoritnich
strukturnich proteini by mohly byt vyuzity pii uniku polyomaviru z endozmalniho
kompartmentu, pravdépodobné z endoplazmatického retikula do cytoplazmy na cesté do

bunécného jadra Pro potvrzeni téchto a dalSich funkci bude zapotiebi dalsich experimenti.
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2.5 VSTUP POLYOMAVIRU DO BUNKY A POHYB BUNKOU

Pro ptichyceni polyomavirt k butice se jako primarni receptory bézné uplatiuji gangliosidy
Gangliosidy jsou glykolipidy s ceramidovou doménou a karbohydratovou doménou, jejiz
soucasti je sialova kyselina. Zatimco ceramidovd doména je zanofena v membrang,
karbohydratovd doména piimo interaguje s virem. Na obrazku 2.8 jsou ukézany struktury
gangliosidovych receptorii vyuzivanych nékterymi polyomaviry pro vstup do bunky. Virus
SV40 interaguje s gangliosidovym receptorem GM1, ktery ma pouze jednu sialovou kyselinu
a to je patrné dliivod pro€ tento virus nehemaglutinuje. Ostatni viry na svych receptorech mayji
vice sialovych kyselin a aglutinuji cervené krvinky. MPyV vaze gangliosidy GD1a a GT1b,
virus BKV vaze GD1b a GT1b. MCPyV sice vaze gangliosid GT1b, ale v jeho pfipadé je
MCPyV pro vstup do buiiky vyuziva dvou typl receptorti. Prvy typ se uplatiiuje pii vlastnim
pfichyceni viru kbunice a jednd se o nesialované karbohydratové receptory, tzv.
glykosaminoglykany, jako napt. heparan sulfat. Az pro vlastni internalizaci buiikou vyuziva
MCPyV druhou molekulu - gangliosid (GT1b) jako koreceptor. V ptipadé MCPyV se tedy
ukazuje dal$i mozna role gangliosidovych receptorii a to v procesu probihajicim po ptichyceni

k bunce (Schowalter et al., 2011; Neu et al., 2012).
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Obr. 2.8. Model vytvoieny Kim a kolektivem ukazujici odli§né interakce VP1 — gangliosid u polyomaviri
SV40, MPyV, BKV a MCPyV. U MCPyV vidime moznou interakci se sialovymi kyselinami na obou vétvich
gangliosidu GT1b, zatimco u MPyV se jedna pouze o inteakci s jednou sialovou kyselinou jedné vétve GT1b, u
BKYV jsou to sialové kyseliny na jedné vétvi GT1b. Pievzato z Erikson et al., 2009.
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Vstup a pohyb polyomavirovych ¢astic bunkou neni dodnes uzavienou zélezitosti. Pro vstup
do bunky vyuziva vétSina neobalenych DNA virl receptorem zprostfedkovanou endocytézu,
cilem téchto virti je bunécné jadro. Podle dosavadnich studii se zda, Ze polyomaviry nesdili
jednu spolec¢nou endocytickou drahu. Vyznacnym spole¢nym bodem vice ¢i mén¢ podobnych
endocytickych drah vyuzivanych polyomaviry je endoplazmatické retikulum (dale jako ER).
Velmi zjednoduSené schéma vstupu polyomavir je, ze po vazbé na bunku je virus
internalizovan do monopinocytického vacku a endocytickou drahou doru¢en do ER. Z ER je
pak rozvolnény virion transportovan do jadra. Nejlépe jsou prostudovany endocytické drahy
MPyV a viru SV40, ¢astecné lidskych polyomavird - JC a BK viru. JC virus vyuziva
klatrinem zprostfedkovanou endocytickou drahu a jak se ukazalo, tak infekce viru je zavisla
na kyselém pH endosomu (Pho et al., 2000;Ashok and Atwood, 2003). BK virus vyuziva
kaveolarni endocytozu a také potiebuje pro svoji infektivitu kyselé pH (Eash et al., 2004;
Moriyama et al., 2007). Pro cestu do ER vyuzivda BK virus COPI vacku, které
zprostiedkovavaji retrogradni transport do ER (Moriyama and Sorokin, 2008). O viru SV40
se nejprve soudilo, Ze vyuziva ke vstupu do buiiky caveol a ze nepotiebuje kysel¢ pH
endozomu pro produktivni infekci (Pelkmans 2001;). Pivodni model byl vSak pozdé&ji
prehodnocen a nyni se soudi, ze SV40 vyuzivd endosomy klasické endocytické drahy, t;.
¢asného a pozdniho endolyzozomalniho kompartmentu na cesté do ER (Engel et al., 2011).
SV40 tedy prochdzi ¢asnymi a pozdnimi endozémy a pro vstup do ER vyuZiva podobné jako
BK virus COPI vacku (Moriyama and Sorokin, 2008). Role caveolinul v infekci MPyV
nebyla jednoznacna (Gilbert and Benjamin 2000, Richterova et al. 2001 Gilbert et al, 2005),
ale pozdé€ji bylo ukazano, Ze caveolinl neni nutny pro interalizaci MPyV ani pro jeho
infektivitu. (Liebl et al 2006) Monopinocytické vacky s viriony MPyV dale fizuji s Casnymi
endozomy. Kyselé pH endozomu je nutné pro infek¢nost viru (Liebl et al., 2006; Hornikova,
2012). MPyV je dale nalézan v endolyzozomech, ER, a také v recyklujicich endozomech
(Liebl et al. 2006). Jakym zpGsobem se MPyV dostava do ER, neni znamo, ovsem COPI
vacka nevyuziva (Mannovd and Forstovd, 2003). Predpoklada se, ze v ER dochazi
Kk rozvolnéni virionu, které umozni nasledny transport do jadra.

Vse nasvédCuje tomu, ze u MPyV i SV40 dochazi k rozvolnéni virionu v ER vyuzitim
proteinu z rodiny protein disulfid izomeraz (Manguson et al., 2005; Schelhaas et al., 2007).
Pohyb virového genomu z ER do jadra neni jasny. Virion se stane hydrofobnim diky svému

rozvolnéni a expozici C-koncového ramena VP1, virova ¢astice se tak ma tendenci se vazat
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k membrané. Zde by mohl nastat ¢as pro funkci minoritnich proteini — jako viroporind.
(Manguson et al., 2005). Existuji téi hypotézy o uvolnéni genomu z ER a jeho doruceni do
jadra. Jedna hypotéza predpokladd, ze v ER jsou zménou konformace (také role chaperonti
ER) odhaleny na kapsid¢ minoritni proteiny, jeZ svymi viroporinovymi schopnostmi (tvorbou
poéru v ER membran€) umozni, aby rozvolnéna castice a genom piesly do cytoplazmy, poté
dojde k transportu genomu jadernym pérem diky NLS VP1 a VP3 proteinu a interakci NLS
minoritniho proteinu VP3 s jadernym importinem (Nakanishi et al., 2002). Druha hypotéza
uvazuje o zapojeni ERAD drdhy do tohoto procesu. Po rozvolnéni virionu jsou minoritni
proteiny rozpoznany slozkou ERAD drahy a virion je z endoplazmatického retikula vypuzen,
podobné jako Spatné poskladané proteiny, do cytoplazmy. ,,Knock-down“ ERAD proteinu
Derlin 1 snizil efektivitu infekce BK viru (Jiang et al., 2009), a proteinu Derlin 2 infektivitu
MPyV (Lilley et al., 2006). Nelze ani vyloudit tfeti variantu, ze by virion mohl byt
translokovan viroporinovou aktivitou minoritnich struklturnich proteint ptimo z ER do jadra
Bylo pozorovéno, ze pti infekci MPyV zlstava vétsina virovych genomi a VP1 proteinti vné
bunécného jadra a v cytoplazmé pak dochdzi k jejich degradaci. Pouze nékolik malo virioni
doru¢i sviij genom do jadra (Mannovd and Forstova, 2003). Z tohoto vyplyva, ze vstup do
jadra neni pro virové ¢astice samoziejmosti a ze velké mnozstvi virovych castic je navedeno
na neinfekéni (,,neproduktivni®) drahu, ktera konc¢i degradaci.

O vstupu a pohybu MCPyV bunkou se prozatim nevi nic. Veskeré studium je odkazéno na

pouziti umélych VLPs, protoZe doposud nebyl izolovan infekéni MCPyV.
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V nasi laboratofi jsou léta studovany mechanismy jednotlivych krokd polyomavirovych
infekci na modelu mysiho polyomaviru. Nedédvno bylo studium rozsiteno a lidsky BK virus a
V soucasné dob¢ se zdjem soustied’uje také na noveé objeveny lidsky polyomavirus spojovany
s velmi agresivni formou kozniho nadoru — polyomavirus karcinomu Merkelovych bunék
(MCPyV). Zajima nas, jak se chovani tohoto viru shoduje, ¢i odliSuje od chovani ostatnich
polyomavird. Studium MCPyV je slozitéjsi o to, ze se dosud nepodafilo virus ptipravit a ani
neni znamo, které buniky jsou pro néj permisivni.

Podminkou pro studium vlastnosti jednotlivych genovych produkti MCPyV je dostupnost
specifickych protilatek. Proto prvnim cilem této diplomové prace bylo:

1. PRIPRAVIT MONOKLONALNI PROTILATKU PROTI KAPSIDOVEMU
PROTEINU VP1 POLYOMAVIRU KARCINOMU MERKELOVYCH BUNEK

Protilatka namifend proti minoritnim strukturnim proteinim MCPyV je sice také
piipravovana v na$i laboratofi, ale stale jeSté neni k dispozici. Abychom mohli sledovat
lokalizaci téchto proteinli a studovat jejich interakce v bufice, rozhodli jsme se pfipravit
vektory pro produkci VP2 a VP3 fuzovanych s epitopy, proti nimz jsou komeréné dostupné
protilatky a také piipravit vektor pro zajisténi produkce putativniho proteinu VP3 v jeho

nefuzované podobé. Druhym cilem tedy bylo:

2. ZKONSTRUOVAT VHODNE EXPRESNI VEKTORY PRO PRODUKCI
MINORITNICH STRUKTURNICH PROTEINU VP2 A VP3 MCPyV V
SAVCICH BUNKACH KE STUDIU JEJICH INTERAKCI S BUNECNYMI
STRUKTURAMI.

- konkrétné:
a) pripravit vektory pro produkci proteini VP2 a VP3 MCPyV fuzovanych s epitopem
FLAG
b) vlozit polylinker do komercéné dostupného vektoru specificky navrZeného pro

dostatecnou expresi virovych proteinii a pouzit takto upraveny vektor pro zajisténi

exprese VP3 MCPyV
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41 MATERIAL

41.1 ROZTOKY, KULTIVACNI MEDIA (slozeni), ANTIBIOTIKA

» ROZTOKY

e 30% akrylamid/bisakrylamid: 29% akrylamid, 1% bisakrylamid, dd H.O

e B pufr: 10mM tris-HCI (pH7,4), 150 mM NacCl, 10 uM CaCl,,

¢ Blotovaci pufr pro Western blot: 25 mM tris, 192 mM glycin, 20% etanolmetanol, pH 8,3

e Chloroform s izoamylalkoholem (pomér 24:1)

e Barvici roztok pro polyakrylamidové gely: 3,5% CH3COOH, 0,5% Coomassie Brilliant
Blue G250

¢ Fixacni roztok pro polyakrylamidové gely: 50% etanolmetanol, 5% CH3;COOH

¢ Laemmliho pufr 5x koncentrovany: 50% glycerol., 25% merkaptoetanol, 50 mM tris-HCI
(pH 6,8), 5% SDS, 0,005% bromfenolova modft

e Luminol: roztok A — 18 ml dH20, 2 ml tris-HCI (pH 8,5), 250 mM luminol v DMSO (200
ul), 90 mM kyselina kumarova v DMSO (88ul), roztok B - 18 ml dH>0O, 2 ml tris-HCI (pH
8,5), 30 ul H20;

e PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM Na;HPOg4, 6,5 mM
KH2PO4

e RIPA pufr: 50 mM tris-HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA-NaOH (pH 8,0), 150 mM NaCl., 1 %
NP-40, 1 % deoxycholat sodny, 0,1 % SDS (+ ptidavek PMSF — inhibitor protedz)

e Roztok I (minipreparace DNA): 50 mM glukéza, 25 mM tris-HCI, 10 mM EDTA (pH 8)

e Roztok Il (minipreparace DNA): 1% SDS, 0,2M NaOH

e Roztok Il (minipreparace DNA): 60 % 5M KAc, 11,5 % kyselina octova, 28,5 % d H20

e RNaza - roztok: 10 mg/ml v TE pufru

e SDS PAAGE pufr 10x koncentrovany: 25 mM tris, 192 mM glycin, 1% SDS v dd H2O, pH
8,3

e TE pufr: 10 mM tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8)

e Trypsin: 0,25 % trypsin v PBS

e Verzén: 0,02 % verzén v PBS
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> KULTIVACNI MEDIA

Médium pro savéi buiiky 3T3, 3T6 a HEL-299: DMEM-Dulbecco’s modified Eagle’s
medium s glukézou 4500 mg, pyridoxinem, HCI a NaHCO3 (Sigma) , 10% FBS, 1%
2mM glutamin, 1% antibiotika

Bezsérové médium (BSM) pro savéi buiiky (Sigma): DMEM-Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Sigma) — s gluk6ézou 4500 mg, pyridoxinem, HCl a NaHCOs3, 1% 2mM
glutamin,

HAT médium pro hybridomy: RPMI-1640 (Sigma), 10% FBS, 1% 2mM glutamin, 1%
pyruvat, 1% antibiotika, 2% HAT suplement, 0,2% merkaptoetanol (filtrovany)

RPMI médium: RPMI-1640 (Sigma)

Médium pro myelomové buiiky: RPMI-1640 (Sigma), piidano: 10% FBS, 1% 2mM
glutamin, 1% pyruvat, 1% antibiotika, 0,2% merkaptoetanol (filtrovany)

Médium pro hmyzi buiiky se sérem: TNM-FH Insect Medium s L-glutaminem (Sigma)
filtrované, v redestilované vod¢, pH 6,2, 10% FBS a 1% 2mM glutamin

Médium pro hmyzi buiiky bez séra (BSM): TNM-FH Insect Medium s L-glutaminem
(Sigma) filtrované, v redestilované vod¢, 1% 2mM glutamin, pH 6,2

LB (Luria-Bertani) médium (11): 10 g pepton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl
doplnéné destilovanou vodou a strerilovano, piidano antibiotikum

Pevné médium — zivny agar (Nutrient agar N° 2, BioLife), destilovana voda, 30 minut
klavovano a po zchladnuti pfidana odpovidajici antibiotika a smés byla nalita na misky
S.0.C médium: 2% pepton pro bakteriologii, 0,5% kvasni¢ny autolyzat, 20 mM glukoza,
10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4

Zamrazovaci médium: ¢isté RPMI-1640 (Sigma), 20% FBS a 10% DMSO

» ANTIBIOTIKA

Ampicilin (Biotika) : uzivana kone¢na koncentrace 100 pg/ml

Geneticin — G418 (Sigma) 50 mg/ml: pouzivany v kone¢né koncentraci 200 pg/ml
Kanamycin (Sigma): pouzivany v kone¢né koncentraci 50 pug/ml

Smés ATB pro tkanové kultury (Gibco): 100x koncentrovany roztok obsahujici 10000

jednotek ampicilinu, 10 mg streptomycinu, 25 mg amfotericinu
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Zeocin (Invivogen) 100 mg/ml: pouzivany v kone¢né koncentraci 50 pg/ml

4.1.2 PROTILATKY

> PROTILATKY PRIMARNI

myS$i monoklonalni protilatka proti FLAG (Santa Cruz Biotechnology), fedéno 1000x (ve
studii nahrazena protilatkou proti ESC, viz nize)

krali¢i polyklonalni protilatka proti ESC (Bethyl), fedéno 1000x pro IF, 5000x pro WB
kozi polyklonalni protilatka proti laminu B (Santa Cruz Biotechnology) fedéno 100x
krali¢i protilatka proti BiP/Grp78 (Santa Cruz Biotechnology), fedéno 750x

krysi protilatka proti proteinu pozdnich endozomil/lyzozomt - LamP2, supernatant
(University of lowa, Developmental Studies Hybridoma Bank), fedéno 10x

mysi polyklondlni protilatka proti histonu H1 (Santa Cruz Biotechnology), fedéno 50x
krali¢i polyklonalni protilatka proti histonu H1 (Santa Cruz Biotechnology), fedéno 250x
(ve studii nahrazena mys$i protilatkou proti histonu H1, viz vyse)

kozi polyklonélni protilatka proti markeru casnych endozomi EEA1 (Santa Cruz
Biotechnology), fedéno 200x

krali¢i polyklonalni protilatka proti caveolinu-1(Santa Cruz Biotechnology), fedéno 200x
mysi monoklonélni protilatka proti proteinu VP1 MCPyV (pfiprava popsana v této praci,
P. Sauerovd, PfF UK), nefedény supernatant

mysi polyklonalni protilatka proti proteinu VP1 MCPyV(UHKT), sérum, fedéno 500x
mysi polyklonalni protilatka proti proteinu VP1 MCPyV (pfiprava popséna v této praci, P:

Sauerova, PfF UK), krevni sérum, fedéno 750x

> PROTILATKY SEKUNDARNI

osli protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes), fedéno 1000x

kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 488
(Molecular Probes), fedéno 1000x

osli protilatka proti kozim imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 546 (Molecular
Probes), fedéno 1000x
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kozi protilatka proti kralicim imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 546
(Molecular Probes), fedéno 1000x

kozi protilatka proti krysim imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 546 (Molecular
Probes), fedéno 1000x

Cy3 protilatka proti my$im imunoglobuliniim konjugovana s Alexa Fluor 546 (Molecular
Probes), fedéno 200x

kozi protilatka proti mysSim imunogloblinim konjugovana s kienovu peroxidazou (Pierce),
pro WB fedéno 1000x

kozi protilatka proti krali¢im imunogloblintim konjugovana s kienovou peroxiddzou (Bio-
Rad), pro WB fedéno 1000x

faloidin konjugovany s Alexa Fluor 546, znaceni aktinovych vlaken (SIGMA), fedéno
1000x

413 ENZYMY

T4 DNA ligaza a pufr (Fermentas)

T4 Polynukleotid kinaza a pufr (Fermentas)

ATP nukleotid (Fermentas)

Deoxinukleotidy — dATP, dGTP, dCTP a dTTP (Fermentas)

FastAP termosensitivni alkalicka fosfataza a pufr (Fermentas)

Restrikéni enzymy Xhol, Bglll, EcoRV, EcoRI, Eco01091, Avrll, (Fermentas)
Pufry restrikénich enzymt — Orange, Tango, Red (Fermentas)

Vent DNA Polymeraza (BioLabs) a 10x Thermopol pufr

414 PRIMERY

MerVP2_EcoRI_FW 5-CAAGTAGAATTCATGGGCGGGATCATTACCCTG-3

forward primer pro amplifikaci VP2 sekvence z plazmidu ph2m (komplementarni ¢ast
k ph2m je zelen¢ znacend), obsahuje pfidatné restrikéni misto ECORI pro kazdou VP2

sekvenci
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MerVP3_ECoRI_FW 5-CAAGTAGAATTC ATGACCATCGAAGGCATCAGC-3”

- forward primer pro apmlifikaci VP3 sekvence z plazmidu ph2m (komplementarni
¢ast k ph2m je znacena zelené), primer obsahuje pridatné restrikéni misto ECORI pro kazdou

VP3 sekvenci

MerVP2/3_BGLII_REV
5-CAAGTAAGATCTATGAGATGAATGATTGACTT CTTCTTTG-3

- reverzni primer spole¢ny pro amplifikaci sekvence VP2 i VP3 z plazmidu ph2m
(komplementarni ¢ast k ph2m je znacCena zeleng), primer nese restrikéni misto Bglll pro
kazdou VP2 i VP3 sekvenci, modfe jsou znaceny dva vlozené nukleotidy pro idedlni chovani

primeru (netvoii se vlasenky)

polylinker FOR 5°- CACCGGGCGAATTGGGTACCGGGC'-3
- primer forward pro amplifikaci polylinkerové ¢asti z pBLUESCRIPT SK-, zelené

je znaCena ¢ast komplementarni k vektoru

polylinker REV 5-CACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGC-3
- primer reverzni pro amplifikaci polylinkerové Casti z pBluescript SK-, zelen¢ je

znacena Cast primeru komplementarni k vektoru

FW sekv pHGF-pol 5-TGTTCTGCGCCGTTACAGATCC -3
- primer forward pro sekvenaci vektoru ,,VP3-phGf-polyliker* v oblasti vlozeného

polylinkeru, zelen¢ je znac¢ena ¢ast komplementarni k vektoru

REV sekv pHGF-pol 5- GATTAAGAGTGGGGTGGCAG -37
- reverzni primer pro sekvenaci ,,VP3-phGf-polyliker* v oblasti vlozeného polylinkeru,

zelené je znacena ¢ast komplementarni k vektoru
MerVP3_XHOI_FW 5-GTAGTACTC GAG ATGACCATCGAAGGCATCAGC-3’

- primer forward, pro amplifikaci VP3 z ph2m vektoru, ¢ervené je znaCeno vkladané

restrikéni misto Xhol, zelen€ je znaCena ¢ast komplementarni k vektoru ph2m
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MerVP2/3_ECoRI_REV 5°- GTT CAAGAA TTC TCAGAGATGAATGATTGACTTCTTC-3”
- reverzni primer, pro amplifikaci VP3 z ph2m vektoru, ¢ervené je znaceno vkladané

restrikéni misto ECORI, zelen¢ je znacena ¢ast komplementarni k vektoru ph2m

415 BUNECNE LINIE, BAKTERIALNI KMENY, PLAZMIDY A VIRY
> BUNECNE LINIE

e Mysi fibroblasty linie NIH 3T6
- stabilni bunécénd linie mySich fibroblastii odvozenych z embryonalnich tkéni. Ziskdno
ze sbirky American Type Culture Collection.
e Mysi fibroblasty linie NIH 3T3
- stabilni buné¢nd linie mysich fibroblastli odvozenych z embryondlnich tkéni. Ziskano
ze sbirky American Type Culture Collection.
e HEL 299
- lidské fetalni plicni fibroblasty, ziskano z American Type Culture Collection,
Promochem
e Hmyzi buiiky linie SF9
- Stabilni linie hmyzich bunék odvozena z ovarii motyla Spodoptera frugiperda. CRL-
1711 ze sbirky American Type Culture Collection, Promochem
e Myelomové B-lymfocyty linie Sp2/0

- linie z Mus musculus HB- 9311, Promochem

> BAKTERIALNI KMENY

e One shot® TOP10 Chemically competent E.Coli (Invitrogen), ziskano od Mgr. Martina

Fraiberka
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PLAZMIDY

ph2m (Ch.Buck, Addgene)

e plazmid nesouci sekvenci proteinu VP2 polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék,
je ureny pro expresi v savCich buiikkach a ma optimalizované kodony. Zakladem
vektoru je vektor phGf. Vektor nese T7 a SV40 promotor a koduje také EGFP protein.
Plazmid nese rezistenci na Zeocin. Viz Obr. 5.32.

pwM (Ch. Buck, Addgene)

e plazmid nesouci sekvenci proteinu VP1 polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék,
je urCeny pro expresi v sav€ich builkdch a mé optimalizované kodony. Zakladem
vektoru je vektor pGwf. Vektor nese T7 a SV40 promotor a koduje také EGFP
protein. Plazmid nese rezistenci na Zeocin.

phGf (Ch. Buck, Addgene)

e plazmid ur€eny pro expresi v sav€ich buiikdch, nese T7 ptomotor a promotor SV40.
Plazmid také koduje protein EGFP a rezistenci na Zeocin. Viz Obr. 5.44.

pBluescript SK- (Stratagene)

e plazmid urCeny pro bakteridlni expresi, nese T3 a T7 promotor a ampicilinovou
rezistenci. Viz Obr. 5.44

pFLAG-CMV5a (Sigma-Aldrich)

e jedna se o tzv. kyvadlovy vektor (pro expresi bakterialni i sav¢i), nese rezistenci na
ampicilin. Obsahuje CMV promotor. Viz Obr. 5.31.

PENTR/D-TOPO (Invitrogen)

e soucast systému pENTR Directional TOPO Cloning Kits. Plazmid nese ampicilinovou
rezistenci. Viz Obr. 5.46.

> VIRY

Rekombinantni bakulovirus VP1 polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék
- virus byl vytvofeny ve spolupracujici laborato¥i UHKT (Ustav hematologie a krevni
transfuze). VP1 sekvence byla ziskana z plazmidu pwM a vlozena do pCR® -Blunt |-

TOPO® (Invitrogen). VP1 gen byl poté pienesen do pFactBacTMDual plazmid za
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vzniku pBac-VP1-MCPyV. Rekombinantni bakulovirus byl pfipraven pomoci Bac-to-
Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen), donérovy plazmid pBac-VP1-
MCPyV byl transfekovan do bacmidu obsazeného v E.coli kmenu (DH10BacTM).
Rekombinantni bacmidy byly selektovany a uzity na infekci SF9 bunék.

42 METODY

421 PASAZOVANI HMYZiCH BUNEK

Péstované bunky byly seskrabany z misek a resuspendovany v médiu pro hmyzi buriky s FBS,
glutaminem a antibiotiky (viz.4.1.1). Suspenze byla doplnéna médiem dle konfluence bunék

na miskach a rozdé€lena (pasdzovana) na nové misky a inkubovana Vv prostfedi o 27 °C.

4.2.2 PASAZOVANI SAVCICH (MYSICH) FIBROBLASTU LINIE 3T3 A
3T6

Z misek s narostlymi bunkami bylo odsato médium, bunky byly oplachnuty roztokem
Versenu a nasledné vystaveny roztoku trypsinu na dobu cca 2 minut v prostiedi o teploté 37
°C a CO2. Trypsin byl inaktivovan pfidanim média pro savci buiiky (DMEM) obsahujiho
FBS, glutamin a antibiotika. Smés bun¢k a média byla resuspendovana, pasaZzovana na misky
a inkubovana pii 37 °C s 5% COa.

423 PASAZOVANI LIDSKYCH PLICNICH EPITELIALNICH BUNEK
(HEL 299)

HEL 299 buiikky byly pasazovany stejnym zplsobem a ve stejném meédiu jako savci
fibroblasty (viz 4.2.2.). Bunky byly dvakrat po sob& oplachnuty Versenem, aby se snaze

uvolnily od povrchu misky. Bunky bylo 1épe péstovat na mensich povrsich (@ 6¢cm misky).
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4.2.4 NEUTRALIZACNI TEST METODOU HEMAGLUTINACE

Neutralizacni test (této DP) byl vyuzit pro urceni, zda testovana protilatka ma schopnost
neutralizovat VP1 VLPs (,,viruse-like particules). Jelikoz VP1 protein polyomavir vykazuje
schopnost vazat sialové kyseliny receptorii na membranach bun¢k, coz se projevuje
zesitovanim erytrocyti (vznika difizni homogenat), test byl proveden metodou
hemaglutinace.

Pokud inkubujeme VP1 VLPs s neutralizaéni protilatkou, tato protilatka obsadi sialové
receptory na VP1 proteinu a brani tak VLPSs ve vazbé na buné¢né membrany a tedy vstupu do
bungk. Vlivem neutralizace tedy nezvnikne difuzni homogenat, ktery by vznikl interakci VP1
protein-erytrocyt, ale vznikne ostie ohrani¢eny bod srazenych erytrocyti na dné testovaci
jamky. Hemaglutinace byla provedena na moréecich erytrocytech. Morceci krev byla
centrifugovana 20 min pii 2600 rpm a 4°C a 3x promyta roztokem 0,2% BSA v PBS.
Koncentrace erytrocytti byla urena odeétenim hematokrytu — erytrocyty byly promichany a
cca 30 ul bylo odebrano do heparinizované kapilary, kapilara byla zatavena na jednom konci
a centrifugovana 5 min pii 2500 rpm v rotoru pro hematokryt (MPW 300). Hodnota
hematokritu pak byla odectena z kapilary a urcena jako procento z poméru vysky PBS vici
vySce erytrocyti. Na zakladé vysledku pak byly erytrocyty nafedény roztokem 0,2% BSA
v PBS na pracovni koncentraci 0,4%. Po piipravé erytrocytd bylo do vSech jamek
mikrotitracni testovaci desti¢ky s kulatym dnem naneseno po 50 ul 0,2% BSA v PBS. Do
prvniho sloupce desti¢ky bylo ptidano 50 pl VP1 VLPs nafedénych v protilatce proti VP1
MCPyV (5 ul izolovanych ¢astic a 45 pl protilatky). Smés VLPs a protilatky byla pted
aplikaci do jamek inkubovéna cca 1,5 hod. za laboratorni teploty. Obsah jamek prvniho
sloupce testovaci desticky byl multikanalovou pipetou promichan a z kazdé jamky bylo
pieneseno 50 ul do vedlejsi jamky v fadé a resuspendovano. Odtud bylo opét odebrano 50 ul
a preneseno stejnym zpusobem do sousedni jamky, takto bylo postupovano az k posledni
jamce kazdé fady (vytvoreni fedici fady). Nakonec bylo do vSech jamek ptidano po 50 pl
0,4% suspenze mor&ecich erytrocyti. Mikrotitradni testovaci desti¢ka byla ulozena do 4°C a
hemaglutinace byla odectena po pfiblizn¢ 6 hodinach. Jako kontrola k neutralizaci protilatky

byla vytvorena jedna fada jamek obsahujici pouze VP1 VLPS bez pfitomnosti protilatky.
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425 PSEUDOINFEKCE SAVCICH BUNEK VP1 ,,VIRUS LIKE
PARTICULES“ MCPyV

> PRIPRAVA SAVCICH BUNEK NA PSEUDOINFEKCI VP1 ,VIRUS LIKE
PARTICULES“ MCPyV

Buiiky pro pseudoinfekci je vhodné nechat narist do priblizné 80% konfluence, tedy tak aby
se nachazely Vv rastové fazi. Bunky v této fazi ristu byly oplachnuty Versenem, inkubovany s
trypsinem a resuspendovany v médiu pro savéi buniky (4.1.1). Po spocitani buné€k v suspenzi
bylo na kazdé sklicko 24-jamkové desky vyseto 6.10° bunék. Poté bylo k buiikdm na kazdém
sklicku pfidano médium do kone¢ného objemu 1 ml. Deska s buitkami byla pfenesena do
termostatu 0 37 °C a 5% COx.

Mysi fibroblasty linie 3T6 byly vysety na desky pfiblizné 12 hodin nebo méné pted samotnou
pseudoinfekei, HEL-299 bunky byly idealné¢ vysety asi 21 hodin pied pseudoinfekei (tyto

bunky hife ptisedaji na povrch sklicka).

» PROCES PSEUDOINFEKCE

Bunkam péstovanym na sklickdch bylo odebrano médium. Sklicka byla pokryta chlazenym
BSM (bezsérovym médiem pro savéi buiky, 4.1.1) a ponechana na ledu po dobu 5 minut.
Poté bylo médium odstranéno a na sklicka byla aplikovana davka 200 pl VLPS (,,virus-like
particules®) fedénych v BSM pro sav¢i buiiky, tak aby na kazdou bunku sklicka ptipadla
pozadovana multipicita ,,infekce* (V tomto piipadé koncentrace 5.10* VLPs). Pro experimenty
byly uzity izolované castice z frakei III rGznych izolaci. Sklicka s VLPs byla 30 minut
inkubovana na ledu na kyvacce. Po ukonceni inkubace na ledu byla sklicka ulozena do
termostatu (37 °C, 5% COz2) a od této doby byla sklicka v riznych Casech odebirana z
termostatu a fixovana 3% paraformaldehydem: Casy sbéru skli¢ek po inkubaci byly zvoleny
pro kolokalizace s EEA1 20, 60 minut a 3 hodiny, s aktinem 30 minut, s caveolineml 20
minut a 3 hodiny, s LAMP2 90 minut a 3 hodiny a s BiP 3 hodiny. Fixované bunky byly
znaCeny metodou nepiimé imunofluorescence dle protokolu (4.2.9.). Analyza kolokalizaci
VLPs s riznymi bunéénymi strukturami byla provedena na konfokalnim mikroskopu TCS

SP2 Laser Scanning Confocal Microscope (Leica).
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426 TRANSFEKCE BUNECNE LINIE 3T6 A 3T3 PLAZMIDOVOU DNA
SYSTEMEM AMAXA

Den pied transfekci byly 3T3 ¢i 3T6 buniky pasdzovany (plna konfluence) v poméru 1:5 (0 10
cm misky), tak, aby se v den transfekce konfluence pasazovanych bunék pohybovala
v rozmezi cca 50 - 80 %, kdy jsou buiiky v optimalni rastové fazi.

V den transfekce byla kazda miska oplachnuta roztokem Versenu, trypsinizovana a
resuspendovana piiblizné ve 3 ml média se sérem pro sav¢i buniky (DMEM). Suspenze
uvolnénych bun¢k byly z kazdé miskpteneseny do sterilni zkumavky a buiky spocitany
v poéitaci komtirce. Potfebné mnozstvi bungk na jednu transfekci (4.10°) bylo pteneseno do
nové zkumavky a centrifugovano po dobu 10 minut pti 90 g. Od bunééného peletu bylo
kompletné odebrano medium a piidano 6 pg plazmidové DNA a 100 pl transfekéniho roztoku
(Nucleofector Solution — Amaxa Kit) pii pokojové teploté. Smés byla resuspendovana,
prenesena do elektroporacni kyvety a elektroporovana elektroporatorem Nucleofector II
(Amaxa Biosystems) dle programu Amaxa - pro NIH 3T3 plati program U-030 a pro 3T6
plati program T-030. Po provedeni pulzu bylo do kyvety ihned pfidano 500 pl RPMI media.
Suspenze pak byla ptenesena do zkumavky a inkubovana v termostatu pii 37 °C po dobu 15
minut. Po inkubaci byly builkky vysety na misky ¢i sklicka zalitd predem predehfatym

mediem. Po cca 4 hodinach byla provedena vyména media.

4.2.7 URCENI TITRU INOKULA REKOMBINANTNIiHO BAKULOVIRU
VP1 MCPyV PLAKOVOU ZKOUSKOU

U virového inokula, které bylo poskytnuto spolupracujici laboratoii UHKT byl urcen titr viru

a to pomoci plakové zkousky.

> PLAKOVA ZKOUSKA A IZOLACE REKOMBINANTNICH PLAKU

Konfluentné narostlé misky SF9 bunikami byly seSkrabany a bunky byly spocitany v pocitaci
komiirce. Na kazdou novou misku bylo aplikovano mnozstvi bunééné suspenze odpovidajici
2.10° bun&k. Misky s vysetymi buitkami byly inkubovany 30 — 60 min. pii 27 °C pro
pfichyceni bunék k povrchu misky. Vychozi virové inokulum bylo nafedéno v

BSM (bezsérovém médiu) pro hmyzi buiiky na hodnoty 10 3, 10 *#, 10 °, 10 . Po pfisednuti
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bun¢k bylo z misek odsato médium a nasledné aplikovana po 0,5 ml riizna fedéni inokula, na
negativni kontrolu bylo aplikovano bezsérové médium. Misky byly ponechany k infekci
nejprve 1 hod. na kyvacce pii laboratorni teploté. Pfed koncem inkubace byla do nahtaté
lazné (42 °C) ptfenesena piedem roztavena 4,5% Sea Plaque agardza, kterd byla pouzita pro
pfipravu agar6zového média o konecném slozeni: 1,5% Sea Plaque agar6za, 10% sérum,
bezsérové médium pro hmyzi bunky s antibiotiky. Po hodinové inkubaci bylo z bunék odsano
inokulum a na jednotlivé misky bylo aplikovano po 4 ml agarézového média. Misky byly
ponechany v pracovnim boxu po dobu cca 20 minut pro zatuhnuti zalévaci smési. Misky byly
oto¢eny dnem vzhiiru a dale inkubovany v prostiedi o 27 °C. Za cca 9 dni byly pozorovatelné
utvotrené plaky na miskach. Idealni plaky (velké a dobie izolovatelné z misky) pak byly po
lupou (30x zvétSeni) oznaCeny zakrouzkovanim, poté v boxu vypichnuty sterilni Spickou
pipety a resuspendovany v 0,5 ml BSM pro hmyzi bunky (4.1.1). Tyto resuspendované plaky
uréitych fedéni pak byly uzity na infekci novych SF9 bunék, aby se rekombinantni
bakulovirus pomnozil. Bunky byly infikovany po dobu 6 dni, po této dobé byl supernatant
(inokulum) z misek odebran. Pomoci svételného mikroskopu a SDS PAAGE elektroforézy
(mnozstvi proteinu VP1 na gelu) bylo vybréno inokulum (plak), které vykazovalo nejlepsi
schopnost infekce. Toto inokulum pak bylo uzito pro dalsi reinfekci SF9 bunék, tak bylo
ziskano silné inokulum pro ptipravu a izolaci VP1 VLPs. Z tohoto inokula a dal$ich zéloznich
vybranych byly vytvoteny také konzervy s 5% glycerolem. Z poctu plakti byl vypoéitan titr

virového inokula.

42.8 INFEKCE HMYZiCH BUNEK LINIE SF9 REKOMBINANTNIM
BAKULOVIREM VP1 MCPyV

Hmyzi bunky SF9 byly zpasazovany na cca 70% konfluenci na kazdou misku (@ 10 cm). Po
piichyceni k misce (1 hod. po pasazi) byly buiiky nejprve oplachnutyBSM pro hmyzi buriky,
poté na né bylo aplikovano inokulum o dané multiplicit¢ (v nasem piipadé 2,5 ml inokula
s multiplicitou infekce 0,5 — dale viz 5.1.1). Bunky s inokulem byly ponechany na kyvacce po
dobu 1 hodiny za laboratorni teploty, po uplynuti této doby bylo do kazdé misky pfidano
medium se sérem a misky byly uloZzeny do termostatu o teplot¢ 27 °C na dobu 72 hodin
(dokonceny replikacni cyklus bakuloviru). Po 72 hodindch a mikroskopické kontrole irovné

infekce bun¢k bylo z misek nejprve odsato a sto¢eno medium, které bylo ulozeno jako virové
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inokulum. Buiiky na miskach byly oplachnuty PBS, seskrabany a pfeneseny do zkumavek
Kk peletim od stoceného inokula a centrifugovany pti 1000 g po dobu 10 minut. Proces izolace
VLPs je mozno pozastavit zamrazenim ziskanych pelett v -20 °C. Pelety byly
resuspendovany v PBS a sonikovany na ledu pfi 10 W po dobu 3x 45 sec. Po mikroskopické
kontrole destrukce vétsiny bunék ze vzorku sonikovaného peletu byla suspenze
centrifugovana 10 minut pfi 4150 g. Vznikly supernatan byl pfenesen do ultracentrifugacnich

zkumavek pro piecisténi pies sacharozovy polstar (dale viz kapitola 4.2.10).

42.9 ZNACENIi BUNEK METODOU NEPRIME
IMUNOFLUORESCENCE

Buiiky (naroslté na skliccich) uréené pro neptimé imunofluorescenéni barveni byly nejprve
fixovany po dobu 30 minut 3% paraformaldehydem (v PBS), dale permeabilizovany 5 minut
0,5% Tritonem X-100 a poté 3x10 minut promyvany v PBS. Po vysyceni nespecifickych
vazebnych mist v 0,25% zelatiné s 0,25% BSA v PBS (30 min.) byla na sklicka aplikovana
primarni protilatka na dobu 1 hodiny. Poté nasledovalo promyvani (3x 10 min.) v PBS a
inkubace se sekundarni protilatkou konjugovanou s fluorescen¢ni barvou po dobu 30 minut.
Po promyti v PBS (3x 10 min.) byla sklicka s bunikami oplachnuta demineralizovanou vodou
a po uschnuti byla montovana do kapky glycerolu s DAPI. Buniky byly pozorovany pomoci
fluorescenéniho mikroskopu BX-60 (Olympus) nebo konfokalniho mikroskopu TCS SP2
Laser Scanning Congocal Microscope (Leica).

4.2.10 1ZOLACE VP1 VLPS (PRIPRAVA ANTIGENU NA IMUNIZACI
MYSI)

Prvni krokem v izolaci VP1 VLPs je infekce hmyzich bunék SF9 rekombinantnim VP1
MCPyV  bakulovirem a nasledna destrukce infikovanych bunék pro uvolnéni

naprodukovanych VLPs. - tato Cast je popsana v kapitole 4.2.8.
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4.2.10.1 ULTRACENTRIFUGACE PRES SACHAROZOVY
POLSTAR
Supernatant ziskany z centrifugace sonikovanych infikovanych hmyzich bunék byl pfenesen
do ultracentrifuga¢nich zkumavek (viz kapitola 4.2.8.). Konus téchto zkumavek byl vyplnén
roztokem 10% sacharézy v pufru B (tzv. podvrstveni supernatantu sacharézou). Supernatanty
byly doplnény a vyvazeny proti sobé pufrem B a centrifugovany po dobu 3 hodin pti 35 000
rpm a 4 °C (ultracentrifuga Optima TM L-90K, rotor SW41, Beckman). Ziskané sedimenty
byly pievrstveny vychlazenym pufrem B, resuspendovany a na ledu homogenyzovany
v Potterové homogenizatoru nebo ru¢nim sonikatorem. Homogenizovany materidl byl

rozdélen do ultracentrifuga¢nich zkumavek pro nasledujici krok izolace.

4.2.10.2 ULTRACENTRIFUGACE V ROVNOVAZNEM
GRADIENTU CHLORIDU CESNEHO

Ultracentrifugacni zkumavky s homogenatem (sediment po piecisténi pies sachardézovy
polstar) byly doplnény pufrem B na hmotnost 7,9g¢ a bylo pfidano 3,79g CsCl - odpovida
poméru 2,5 : 1,5 (supernatant : CsCl). U této smési byl zméfen refraktometricky index a
upraven do hodnot vrozsahu 1,363-1,364. Smés s idealni hodnotou refraktometrického
indexu pak byla doplnéna po okraj zkumavky a vyvédzena parafinovym olejem (Buyol) a
sto¢ena po dobu minimalné 21 hodin pii 35 000 rpm a 18 °C. Gradient, jenz vznikl
centrifugaci, byl rozdélen na frakce (po ptiblizné¢ 500ul) peristaltickou pumpou. Kazdé frakci
byl naméten refraktometricky index (refraktometr ABBE — Carl Zeiss Jena). Kazda frakce
byla nakapana na nitrocelulézovou membranu pro zjisténii piitomnosti proteinu a jeho
orienta¢nimu mnozstvi Dot blotem (sila signalu vzhledem k ostatnim frakcim). Na zakladé
hodnot refraktometrickych indexti jednotlivych frakci v kombinaci s vysledkem Dot blotu
byly jednotlivé frakce pospojovany do tfech kone¢nych frakci: frakce I, frakce Il a frakce IlI.
Zatimco frakce II sdruzuje gradientové frakce o refraktometrickych indexech 1,366 — 1,363 a
bézn¢ obsahuje ,,plné“partikule (vyplnény hostitelskou DNA), tak IIl. frakce (o
refraktometrickych indexech 1,362 — 1,361) obsahuje zejména ,,prazdné‘ partikule, frakce I.

je slozena ze zbytkovych frakci o jinych refraktometrickych indexech.
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4.2.10.3 PRECISTENI GRADIENTQVYCH FRAKCI
DVOUSTUPNOVOU DIALYZOU

Pro odstranéni CsCl z frakei I, 1l a Il bylo uzito dialyza¢ni metody. Kazda frakce byla
pfenesena do dialyza¢niho stieva (SERVA - polopropustnd membrana o @ 21mm a porech o
@ 2,5mm,povateno 10 minut). Stieva byla pienesena do velkého objemu (2 litry) nesterilniho
pufru B. CsCl prechazi diky koncentracnim spadu z frakci pfes membrany do nesterilniho
pufru B (do mista o nizké koncentraci soli). Proces je dvoustupnovy, stfeva byla po pfiblizné
2 hodinach pfenesena do nového pufru B (2 litry), ve kterém byla ponechana pies noc.
Dialyza probihala za staleho michani a pti 4 °C. Frakce po dialyze byly znovu centrifugovany
ptes sachar6zovy polstar (viz 4.2.8), tentokrat byl ale vznikly sediment kazdé frakce
»rozplaven v malém mnozstvi pufru B (pfes noc pii 4 °C) a poté resuspendovan. U
jednotlivych frakci byla zjisténa ptitomnost VP1 VLPs a koncentrace proteinu (kapitola
4.2.10.4).).

4.2.10.4 OVERENI PRITOMNOSTI PROTEINU VP1
POLYOMAVIRU KARCINOMU MERKELOVYCH
BUNEK

Testovani frakci na pfitomnost proteinu zahrnovalo: metodu SDS/PAAGE elektroforézy
(kapitola 4.2.14), elektronové mikroskopie a metodu podle Bradfordové (4.2.10.4.), ktera
stanovuje koncentraci proteinu ve vzorku. Metoda Western blotu nemohla byt uzita pro

nedostupnost protilatky namitené proti sekven¢nimu epitopu VP1 MCPyV.

4.2.10.4.1 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU METODOU BRADFORDOVE

Pro stanovéni koncentrace proteinu v roztoku (koncentrace izolovaného VP1 proteinu v
dialyzovanych frakcich) byla uzita metoda dle Bradfordové. Nejprve byla vytvotfena fedici
fada BSA (bovinni sérovy albumin) v pufru B, byly tak vytvoreny standardy o koncentracich
0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 mg/ml BSA v pufru B. Pro tyto standardy byly naméfeny absorbance,
které spolecn€¢ s hodnotami znamych koncentraci standardii byly pouzity pro vyvtofeni
kalibracni kiivky. Do rovnice odvozené z kiivky byla dosazena hodnota absorbance naseho

vzorku frakce I, Il a Ill a koncentrace proteinu ve frakcich pak byla dopocitana. Méteni
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absorbanci probihalo na spektrofotometru, kdy ke standardu nebo vzorku bylo ptidano tvz.

Bradfordové reagens.

4.2.11 IMUNIZACE MYSI

Mysi Balb/c byly imunizovany izolovanym a ovéfenym antigenem VP1 VLPs MCPyV
(kapitola 4.2.10). Imunizace byla tii krokova, kazda davka (50ug antigenu ve 100ul PBS)
byla injikovana do peritonealni dutiny imunizované myS$i. Druhda davka antigenu byla
aplikovéana 14. den od aplikace davky prvni. 10 dnii po podéani druhé davky byla provedena
metoda Dot blotu pro detekci tvorby protilatek v séru imunizované mysi. V pfipadé imunizace
denaturovanym antigenem (dale viz 5.1.8) byl k odpovidajicimu mnozstvi VP1 VLPs ptidan
Laemliho pufr, smé&s byla ponechana ve 100 °C po dobu 10 minut. Imunizace byly provedeny
RNDr. Alenou Moravkovou, PhD.

4.2.12 BUNECNA FUZE

Proces bunécné fuze je zaloZzen na splynuti bunék, které produkuji protilatky proti danému
antigenu (splenocyty — B-lymfocyty imunizovaného zvifete) s buikami, které proptjci
fuzované bunce ,,nesmrtelnost™ a rychlou délivost (myelomové buiika). Vysledna hybridni
buiika si pak ponechava vlastnosti obou typ buné€k, ze kterych pochazi, ma tedy idedlni
vlastnosti pro produkci monoklonalnich protilatek. Hybridni buniky jsou selektovany HAT
médiem (hypoxantin, aminopterin a thymin), které je zalozeno na blokovani de novo syntézy
nukleotidi aminopterinem. Diky hypoxantinu a thyminu muize buika provést syntézu
nukleotida vedlejsi drahou, disponuje-li ale hypoxantin fosforibosyl transferazou (HPRT) i
thymidin kindzou. Myelomova buitka HPRT nema a proto v mediu nepieZije, B-buiika sice
ma HPRT, ale ma kratkou zivotnost a proto v médiu také nepieZije. Pouze hybridni buitka ma

oba tyto enzymy (HPRT ziska od B-lymfocyty) a v médiu piezije.
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42.12.1 PltliPRAVA MYELOMOVYCH BUNEK PRO BUNECNOU
FUZI

Ptiblizn¢ 10 dnt pfed pldnovanou bunécnou fuzi byla pfenesena konzerva myelomovych
bunék (linie Sp2/0) z tekutého dusiku do 37 °C 1azné€ pro rozmrazeni. Bunky byly vysety na
misku s pfedehiatym mediem pro myelomové buiky (viz 4.1.1). Druhy den bylo bunkam
vyménéno médium za Cerstvé. Buiiky pied fuzi podstoupily celkem dvé pasaze. Druha pasaz
byla provedena 2 dny pied planovanou fazi, aby se myelomy v den fuze nachazely v rustové
fazi. V den fuze byly myelomové buiiky o pfiblizné 80% konfluenci centrifugovany pti 1000

rpm 10 minut v 50 ml média. Dalsi prace s bunikami je popsana v kapitole 4.2.12.3.

4.2.12.2 PRIPRAVA MYSiCH SPLENOCYTU PRO BUNECNOU
FUZI

Slezina imunizované myS$i (zdroj aktivovanych B-lymfocytl) byla v den bunétné fuze
operativné vyjmuta, homogenizovana v ¢istém médiu RPMI. ,,Slezinna* suspenze (bez kust
tkan¢) byla centrifugovana pii 1000 rpm 10 minut v 50 ml média. Dalsi prace s bunikami je
popsana v kapitole 4.2.12.3.

4.2.12.3 PRIPRAVA MYSICH SPLENOCYTU A MYELOMOVYCH
BUNEK PRED BUNECNOU FUZI

Pelety obou typt bun€k (myelomu i splenocyttl) byly poklepem resuspendovany ve 25 ml
media pro myelomy a v jednotlivych suspenzich bylo stanoveno mnozstvi bunék. Stale jesté
jednotlivé suspenze byly znovu centrifugovany a opét doplnény na do stejného objemu média
jako pted pocitanim bunék (25 ml). Bunky byly smichany v poméru 5:1 (slezinné vs
myelomové bunky) a spolecné centrifugovany pii 1000 rpm 10 minut. Takto promyty pelet

smési bunék byl ptipraveny pro bunécnou fuzi.

4.2.12.4 PRIPRAVA PODPURNYCH BUNEK

Den pied buné¢nou fuzi byla do 96-jamkovych desek rozplnéna suspenze podptirnych bunck

vV HAT médiu. Podptrné buriky byly ziskany vyplachem mysi peritonedlni dutiny. Smysl uziti
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podpurnych bun¢k pro fuzované bunky je v jejich schopnosti vytvofit jakysi docasny (maji

cca 10 dni zivota) ,,vyzivujici podklad* optimalizujici prosttedi pro uspésné zfizované bunky.

4.2.12.5 PROCES BUNECNE FUZE A VYSETI HYBRIDOMU DO
MEDIA

K dostate¢né resuspendovanému (pouze poklepem) peletu smési bun¢k urcenych pro fuzi byl
nejprve béhem prvni minuty ptikapan 1 ml 50% sterilniho roztoku PEG 3350 Da. V druhé
minuté byl piikapan 1 ml média pro myelomy a béhem tfeti minuty bylo ptikapano 8 ml
stejného média. Smés byla centrifugovana pfi 1000 rpm 10 min., zbavena supernatantu a
doplnéna do 50 ml HAT mediem a resuspendovana. Suspenze pak byla rozplnéna po 100
pl/jamka do 96-jamkovych desek s piedem pfipravenymi podplirnymi bunikami. Desky byly
ulozeny do termostatu pii 37 °C a 5% CO2.

4.2.13 PRACE S HYBRIDOMOVYMI BUNKAMI

4.2.13.1 OSETRENI A KONTROLA HYBRIDOMU PO FUZI

Tteti den po provedeni bunécné fize bylo pfiddno k bunkam HAT medium obohacené o
geneticin (cilovd koncentrace 200 pg/ml), jako prevence pred infekci mykoplazmou.
Geneticin je neSkodny pro myelomy a pro hybridomy. Po tfech dnech bylo toto medium
vyménéno za Cestvé HAT medium bez obsahu geneticinu. Vyména média byla provedena

jeste druhy den po prvé vymeéngé.

4.2.13.2 TESTOVANI HYBRIDOMOVYCH BUNEK

Média jamek s dostate¢né narostlymi hybridomy (kontrola svételnym mikroskopem) byla
otestovana na ptitomnost protilatky proti VP1 MCPyV. Nejprve byla uzita metoda Dot blotu
(kapitola 4.2.16), poté metoda pritokové cytometrie (kapitola 4.2.13.2.1). Metoda Western
blot (kapitola 4.2.15) byla provedena az v posledni fazi testovani protilatky, pfi charakterizaci

vybranych stabilnich klonti hybridomii.
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4.2.13.2.1 PRIPRAVA HMYziCH BUNEK NA TESTOVANI PRUTOKOVOU
CYTOMETRII

> PRIPRAVA INFIKOVANYCH BUNEK

Hmyzi buiky linie SF9 byly infikovany rekombinantnim bakulovirem nesoucim sekvenci
VP1 MCPyV (infikovanych bunachy je produkovan VP1 protein — antigen, proti kterému je
testovano medium hybridomt). Tato cast piipravy je uvedena v kapitole 4.2.8. Po 72
hodinach infekce byly tyto bunky seskrabany z misek a centrifugovany pii 150 g po dobu 5-
10 minut. Pelet byl resuspendovan v PBS a opét centrifugovan. Nové ziskany pelet byl
resuspendovan v 300ul PBS a za jemného protifepavani suspenze (zabranéni shlukovani
bungk) bylo ptikapano 800ul 96% ledové chlazeného etanolu (kone¢na koncentrace je 70%
etanol). Bunky Vv této fazi byly bud’ piimo zpracovany pro testovani pritokovou cytometrii,
tzn. s etanolem inkubovany 30 minut na ledu a dale upraveny dle protokolu uvedeného nize,

nebo byly ulozeny do -20 °C (takové to podob¢ je Ize skladovat i nékolik dnu).

» FLUORESCENCNI ZNACENI INFIKOVANYCH BUNEK

Z infikovanych fixovanych bunék byl centrifugaci (150 g, 7 minut) odstranén etanol, pelet byl
promyt v PBS a opét centrifugovan. Pelet bunék byl dale resuspendovan v roztoku 0,2%
Zelatiny obsahujici 5 % FBS. Resuspendované builkky byly nejprve spocitany v pocitaci
komurce a pak rozdéleny do 96-jamkovych desek s kulatym dnem (na jednu jamku bylo
aplikovano cca 20 tisic bunék — minimum je 5 tisic bun€k). Rozplnéné bunky byly v Zelatiné
vysyceny pii 4 °C na 30 minut. Po vysyceni byly desky s buitkami centrifugovany 6 minut
pii 150 g a 4 °C a byly zbaveny supernatantu. Na buiiky bylo aplikovano na dobu 30 minut
pfi 4 °C 150 pl primarni protilatky, tedy média odebraného testovanym hybridomim. Na
buiiky urcené pro pozitivni kontrolu (dale PK) byla aplikovany mysi polyklonalni protilatky
proti VP1 MCPyV (UHKT). Na buiiky uréené pro negativni kontrolu (dile NK) bylo
aplikovano misto primarni protilatky pouze Cisté HAT medium. Po inkubaci byly bunky
centrifugovany pro odstranéni protilatky a dvakrat promyty v PBS. Na dobu 30 minut pii 4 °C
bylo k bunkam (vzorky, NK i PK) pfidano 100 pl sekundéarni fluorescencni protilatky —
v nasem piipad¢ osli sekundarni protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana

s Alexa Fluor 488. Po odstranéni protilatky centrifugaci, byly buiiky dvakrat promyty v PBS a
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nakonec resuspendovany ve 100 pl PBS. V této fazi byly bunky pfipraveny na testovani

pritokovou cytometrii.

> TESTOVANI HYBDRIDOMOVYCH MEDIi PRUTOKOVYM CYTOMETREM

Hybridomova média byla testovana priatokovym cytometrem LSR Il (BD Biosciences).
Zékladem pro testovani byla pfiprava hmyzich bunék linie SF9 infikovanych VP1 MCPyV
rekombinantnim bakulovirem. Na buiiky s naprodukovanym VP1 proteinem MCPyV a
upravené pro testovani, pak byla aplikovana jednotlivd hybridomova média v roli primarni
protilatky proti VP1 MCPyV. Po oznaceni sekundarni protilatkou bylo mozno na cytometru
analyzovat pozitivitu jednotlivych hybridomovych médii, dle signilu tvofeného vazbou
protilatek na VP1 protein obsazeny v jednotlivych bufikach Cely postup piipravy testovani

hybridomovych médii metodou priitokové cytometrie je popsan v kapitole 4.2.5.2.1.1.

4.2.13.2.2 TESTOVANI HYBRIDOMOVYCH MEDIi NA PRITOMNOST
PROTIILATKY TESTEM DOT BLOTU

Postup testovani Dot blotem byl proveden dle protokolu uvedené¢ho v kapitole 4.2.16. Antigen
VP1 VLPs byl nanesen na membranu a testované hybridomové médium bylo uZito v procesu
Dot blotu jako primarni protilatka. Sekundarni protilatkou pak byla kozi protilatka proti

mysim imunogloblinim konjugovana s HRP (horse radish peroxidase).

4.2.13.3 KLONOVANI HYBRIDOMU (,,ROZKLONOVANI*)

Kazda jamka, ktera vykazovala pozitivni signal na prutokové cytometrii piipadné Dot blotu
byla dale rozklonovana na jednu celou 96-jamkovou desku s piedpéstovanymi podptrnymi
buikami. Na rozklonovani byly uzity ty jamky, ve kterych byly pribézné detekovany
monokolonie. Buniky byly ,,rozklonovany* do desek tak, aby nejlépe na kazdou jamku desky

pfipadla jedna bunika resuspendované monokolonie.
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4.2.13.4 ZAMRAZOVANI HYBRIDOMU

Hybridomy jednotlivych jamek byly zamrazovany bud’ do 200 ul nebo 500 ul zamrazovaciho
média. Bunky byly v jamce resuspendovany a centrifugovany 8 minut pii 1000 rpm.
Supernatant byl odstranén a ulozen jako primarni protilatka, pelet byl resuspendovan
v zamrazovacim médiu (viz 4.1.1). Konzervy byly uloZeny na cca 12 hodin do -80 °C, poté

byly uloZeny do tekutého dusiku.

4.2.14 SDS PAAGE ELEKTROFOREZA

Prvnim krokem v provedeni tohoto typu proteinové elektroforézy byla ptiprava zaosttujiciho
a separacniho gelu. Po slozeni aparatury, kontrole jeji tésnosti (nepropustnosti pro vodu) byl
do aparatury nalit tzv. 10% spodni (separacni) gel do trovné cca 1 cm pod zuby hiecbenu. Gel
byl prevrstven demi H2O a za laboratorni teploty ponechan k polymeraci na cca 20 minut.
SloZeni sepraraéniho gelu (12 ml) bylo nasledujici 4 ml 30% akrylamidu, 4,5 ml 1M tris-HCI
pH 8,8, 120 pul 10% SDS, 3,25 ml ddH20, 40 pl 10% amoénium persulfat, 17 ul TEMED. Po
zatuhnuti byl gel doplnén tzv. vrchnim (zaostfovacim) gelem, do kterého byl zasazen hieben.
Gel byl ponechan k polymeraci na cca 20 minut. Vrchni gel (3 ml) byl slozen z 0,5 ml 30%
akrylamid, 0,375 ml 1M tris-HCI pH 6,8, 30 ul 10% SDS, 2,11 ml ddH20, 20 ul 10%
amonium persulfat, 5 pl TEMED. Po zatuhnuti vrchniho gelu byl z aparatury odstranén
hieben a skla s gely byla pfenesena do specialni vany, kde byla zalita tzv. SDS PAAGE
pufrem (kapitola 4.1.1).

Béhem polymerace geli byly pfipraveny vzorky pro elektroforézu  vcetné
markerumolekulovych vah. Vzorky byly smichany s 1x koncentrovanym Laemliho pufrem
(obsahujicim bromfenolovou modf) a ponechany 5 minut ve 100 °C. Jako marker byl uzit bud’
Spectra TM Multicolor Broad Range Protein Ladder:10-260 kDa (Fermentas) nebo
Prestrained Molecular Weight Marker: 26-180 kDa (Sigma-Aldrich), ktery byl i 2 minuty
inkubovan pti 100 °C). Takto upravené vzorky a marker byly naneseny do proplachnutych
jamek gelu. Elektroforéza byla spusténa nejprve pfi napéti o hodnoté 80V. Jakmile vzorky
dosahly urovné piechodu dvou gelti, bylo napéti zvyseno na 140V. Kdyz ¢elo separovanych

vzorkd dosahlo konce spodniho gelu, byla elektroforéza ukonéena. Gely byly vyjmuty ze
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skel, a bud’ fixovany a obarveny pro vizualizaci separace nebo uzity pro metodu Western

blotu (pfevod separovanych proteinti Z gelu na nitrocelul6zovou membranu).

4.2.14.1 BARVENI A FIXACE GELU PO ELEKTROFOREZE

Gely byly po ukonceni elektroforézy pieneseny na 1 hodinu do fixa¢niho roztoku (50%
metanol a 5% HCIOj4). Poté byly pies noc ponechany v barvicim roztoku (0,5% Coomassie
Brilliant Blue G 250 a 3,5% HCIO4). Obarvené gely byly pak proplachovany v destilované
vod¢ do odmyti piebytecné barvy.

4.2.15 WESTERN BLOT

V piipadé potieby specificky detekovat proteinu zajmu v separované smési vzorku na SDS
PAAGE gelu byly proteiny z gelu pievedeny na nitrocelulézovou membranu NC45 a
nasledné detekovany specifickou protilatkou. Po ukonéeni elektroforézy byl gel oplachnut
destilovanou vodou a inkubovan 10 minut v blotovacim purfu. Poté byl vytvoten tzv. sendvi¢,
do n¢hoz byl vlozen gel i nitrocelulézova membrana. Slozeni sendviCe zdviselo na typu
blotovani (,,mokré* ¢i ,,polosuché blotovani).

V ptipadé ,,polosuchého” blotovani (detekce VP1 proteinu) byla na desku blotovaciho
pfistroje poloZena blana s otvorem, na ktery byly postupné vrstvené v blotovacim pufru
namocené nasledujici komponenty sendvice: papir Watman, filtrani papiry, nitrocelulézova
membrana, gel, filtraéni papiry a papir Whatman. Sendvi¢ byl pfiklopen vikem aparatury.
Blotovani probihalo 75 minut, Vv ptipad¢ jednoho gelu pfi 54mA , u blotovani dvou gell pfi
108 mA.

Pro ,,mokré“ blotovani (detekce minoritnich proteini) byl sendvi¢ vyskladan mezi dvé
specidlni miizky. Na ¢ernou mfizku byly vrstveny v blotovacim pufru namocené cCasti
sendviCe: cerna houbicCka, filtratni papir, papir Whatman, gel, nitrocelul6zovd membrana,
papir Whatman, filtracni papiry, bila houbicka a bila mfizka. Blotovani v tomto ptipad¢
probihalo ve specialni aparatufe 3 hodiny pii 250mA, 100V a 50W.

Po ukonceni blotovani byla membrana s proteiny zpracovana metodou imunologické detekce

proteini na membrané (kapitola 4.2.17).
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4.2.16 DOT BLOT

Testované vzorky byly nakapany po 1,5ul na nitrocelul6zovou membranu NC45. Takto
pfipravena membrana byla zpracovana metodou imunodetekce proteind na nitrocelulozové

membrané (kapitola 4.2.17).

4.2.17 IMUNOLOGICKA DETEKCE PROTEINU NA MEBRANACH

Nitrocelul6zova membrana s nakapanymi vzorky (Dot blot) ¢i pteblotovanymi proteiny byla
nejprve minimalné 1 hodinu sycena v 5% netuéném mléce fedéném v PBS, poté byla
inkubovana 1 hodinu se specifickou primarni protilatkou a nasledné promyta 3x 10 minut
v PBS. Déle byla membrana inkubovana 30 minut v sekundarni protilatce konjugované
s kifenovou peroxidazou a opét promyta 3x 10 minut v PBS.

V temné komote byl na takto upravenou membranu aplikovan po dobu cca 30 sekund
,»vyvolavaci® roztok Luminolu (slozeni viz kapitola 4.1.1). Membrana vlozena do folie byla
prenesena do fotodesek, kde byla ptekryta filmem RTG. Doba, po kterou byl na mebrané film
ponechan, byla zavisla na tom, zjaké metody membrana pochazela - ro Dot blot byla
dostate¢na doba vétSinou 1-2 minuty, u membrany Western blotu byly uzity Casy 6 a 25

minut.

4.2.18 PRACE S BAKTERIALNIMI BUNKAMI
4.2.18.1 KULTIVACE BAKTERIALNICH BUNEK

Bakterie byly zaockovany do 5 ml LB média s pfidavkem pftislusného antibiotika. Cela smés

byla tfepana pti 37 °C pftes noc (maximalné vSak 16 hodin).

4.2.18.2 SKLADOVANI BAKTERIALNICH BUNEK
(BAKTERIALNI ,,KONZERVY*%)

Z ovétené bakterialni kolonie byla vytvofena konzerva pro ulozeni do -80 °C: bakterie urcité
kolonie byly resuspendovany a kultivovany pfes noc v5 ml LB média s antibiotiky. Po

kultivaci byla ¢ast suspenze smichana s 40% glycerolem v poméru 1:1 a zamrazena.
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4.2.18.3 ELEKTROPORACE BAKTERIALNICH BUNEK

Kompetentni bunky (v nasem ptipadé TOP10) byly pifeneseny na led k postupnému
rozmrazeni. Poté byly bunky piidany ke 3 pl ligacni smési DNA a daného insertu. Po cca 2
minutové inkubaci na ledu byla cela smés pienesena do elektroporacni kyvety a byla
elektroporovana (Gene Pulser Apparatus — Bio-Rad). Hodnoty aplikovaného pulzu byly
25uF; 2,5kV a 200 Q. Thned po pulzu byl ke smési ptidan 1ml S.0.C média (kapitola 4.1.1) a
vSe bylo tfepano 1 hodinu pii 37 °C. Bakterie byly poté vysety na misky s pevnym médiem
(zivny agar, viz kapitola 4.1.1) obsahujicim pfislusné antibiotikum a byly inkubovany pies

noc pii 37 °C.
4.2.19 PRACE S DNA

4.2.19.1 MAXIIZOLACE PLAZMIDOVE DNA KITEM ,,QUIAGEN
ENDOFREE*

Bakterialni kolonie vypéstovana na misce se selek¢énim médiem a antibiotiky nebo vzorek
odebrany z bakteridlni konzervy nesouci cileny plazmid byl zaockovéna do 5 ml LB média
s odpovidajicim antibiotikem. Tato smés byla inkubovana pii 37 °C po dobu 8 hodin za
kontinualniho tfepani rostouci kultury. Z narostlé bakteriani kultury bylo odebrano 100 pl
pteneseno do 100 ml LB média s pfidanym antibiotikem, tato smés pak byla ponechana pii 37
°C po dobu 16 hodin za neustalého tfepani. Bakteridlni kultura byla déale zpracovana dle

protokolu, ktery je soucasti kitu.

4.2.19.2 MINIIZOLACE PLAZMIDOVE DNA KOMERCNIMI
KITY

Plazmidova DNA byla izolovana komer¢nimi kity riznych typi dle pldnovaného vyuziti
plazmidu. V pfipadé pouziti plazmidu pro transfekci bylo uzito ,,endofree* systému, Plasmid
Endofree Flexspin Kit (RenogenBiolab). Pokud byl plazmid vyuzit napfiklad pro amplifika¢ni
metodu a tedy jako templat pro PCR, byl pouzit kit bez ,,endofree* systému — Genelute HP
Plasmid Miniprep Kit (Sigma).
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4.2.19.3 ETANOLOVE SRAZENI DNA

Ke smési DNA byla pfiddana 1/10 objemu CH3COONa a 2,5 ndsobek mnozstvi DNA 96%
etanolu. Smés byla resuspendovana a ulozena do -20 °C na minimalné 30 minut, idealné pies
noc. Poté byla smés centrifugovana 35 minut pii 20 000 g a 4 °C. K peletu vzniklému
centrifugaci byl pfidan Iml 70% etanolu a smés byla opét centrifugovana pii 20000 g a 18 °C.

Po centrifugaci byl pelet po vyschnuti resuspendovan v H>O.

4.2.19.4 FENOL-CHLOROFORMOVA METODA PRO CISTENI
PLAZMIDU

Smés DNA s pfidanym 1 objemem fenolu byla promichéna a centrifugovana pii 12 000 g po
dobu 5 minut. Thned byla odebrana horni faze, bylo pfidano 0,5 objemu fenolu a 0,5 objemu
chloroformu, smés byla promichana a cetrifugovana pii 12 000 g po dobu 5 minut. Z
centrifugované smeési byla odebrana horni faze, pfidan 1 objem chloroformu a smés byla
promichéna a centrifugovana opét za stejnych podminek. Po centrifugaci byla odebrana opét
horni faze. Dale bylo pfidano 0,1 objemu NaAc a 3 objemy 96% etanolu, vSe bylo
promichano a ulozeno do -20 °C na minimalné¢ 30 minut. Po této inkubaci byla smés
centrifugovana pii 20 000 g a 4 °C po dobu 20 minut. Vytvoreny pelet byl resuspendovan v 1
ml 70% etanolu a centrifugovan pti 15 300 rpm, 18 °C na 20 minut (centrifuga Microfuge
Lite, rotor F1802, Beckman). Nov¢ vznikly pelet byl vysusen a resuspendovan v TE pufru ¢i
H-0.

4.2.19.5 MINIPREPARACE REKOMBINANTNI PLAZMIDOVE
DNA ALKALICKOU METODOU

Vybrané bakterialni monokolonie (nharostlé na miskach po elektroporaci, viz kapitola
4.2.18.3) byly pteockovany do 700 ul LB media s vhodnym antibiotikem, a poté byly tfepany
pti 150 rpm a 37 °C 12-16 hodin (kultivacni tfepacka Orbital Shaker, Forma Scientific).
Narostlé bakterie byly dale centrifugovany 2 minuty pii 6 000 g. K pelet byl resuspendovan
v 250 pl roztoku I. Dale bylo pfidano 250 pl roztoku II, se kterym byla smés opatrnym
pfetaCenim promichana, co nejdiive byla ptidana davka 200 pl roztoku III a opét byla smés
prevracenim zkumavek promichana (roztoky I-111 viz 4.1.1). Zkumavky s promichanou smési

byly centrifugovany 10 minut pii 16 000 g pti pokojové teploté. K ziskanému supernatantu
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bylo ptidano 500 pul 100% izopropanolu a vse bylo opét pozvolnym pievracenim zkumavek
promichano. Nasledovala centrifugace smési s izopropanolem 15 minut p#i 4 °C a 20 000 g.
Pelet byl opatrné oplachnut 80% etanolem, vysuSen a resuspendovan v 20 pl TE pufru
s RNAzou A (kone¢na koncentrace 10 ug/ ml). Kcca 5 pl vzoku bylo ptfidano 5 ul dané
Stépici smési restrikéni endonukleazy a Stépiciho pufru. Smés pak byla St€pena 1,5 hodiny pii
37 °C. Vysledek Stépeni a uspeSnost celé izolace pak byla ovéfena na agarozové

elektroforéze.

4.2.19.6 AGAROZOVA ELEKTROFOREZA

Pro ptipravu 1% agardézového gelu bylo k agardze pfidano odpovidajici mnozstvi 0,5x TBE
pufru (4.1.1). Agaréza pak byla varem rozpusténa, mirné¢ ochlazena a obohacena
interkala¢nim barvivem Red Gel a nalita do aparatury s hfebenem. Po zatuhnuti smési (po cca
20 minutach) byl z gelu hieben odstranén a aparatura byla pienesena do vany s 0,5x pufrem
TBE. Do jednotlivych jamek byly naseseny vzorky s piidavkem 6x Orange DNA Loading
Buffer (Fermentas) a marker molekulovych vah (O’GenneRuler TM 1kb Plus DNA Ladder:
75-20 000 pb, Fermentas). DNA byla separovana pii 70 V do dosazeni ¢ela nanesenych

vzorku konce gelu.

4.2.19.7 IZOLACE DNA Z AGAROZOVEHO GELU FASTBACK
DNA MINISPIN KITEM

DNA vzorekbyl nanesen na 1,2% agar6zovy gel a byl podrobeny elektroforéze. Po ukonéeni
separacniho procesu byly fragmenty zajmu vyfiznuty z gelu pod UV zafenim a dale

zpracovany dle protokolu pfilozeného k FastBack DNA Minispin Kitu (Renogen Biolab Inc.).

4.2.19.8 STEPENI DNA RESTRIKCNIMI ENDONUKLEAZAMI

Stépeni DNA probihalo 12-16 hodin pii 37 °C ve 100ul smési o slozeni: 5 ug DNA, 2 pl
restrikéni endonuklazy (1-10 jednotek), 1/10 objemu 10 x koncentrovaného pufru pro

restrikéni endonuklazu a sterilni demineralizované H>O (pro doplnéni objemu smési do 100

ul).
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4.2.19.9 DEFOSOFORYLACE A LIGACE PLAZMIDOVE DNA

Defosforylace byla provedena dle protokolu Fermentas pomoci FastAP Termosensitivni
Alkalické fosfatazy (Fermentas).

Do ligacni smési bylo uzito 200 ¢i 400 ng plazmidové DNA (Stépena a defosforylovana),
trojnasobny nadbytek insertu (¢asticovy nikoli hmotnostni nadbytek), dale 0,5 ul T4 DNA
ligazy, 2 ul 10x koncentrované¢ho pufru pro T4 DNA ligdzu a vSe bylo doplnéno sterilni
demineralizovanou H20 na objem 20 pl. V pfipadé negativni kontroly byla nahrazena slozka
insertu za H20. Smés byla ligovana pti 22 °C po dobu 12-16 hodin.

4.2.19.10 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR
AMPLIFIKACE DNA)

DNA byla apmlifikovana metodou PCR. Provadény byly zejména reakce v 20ul objemu.
Nejprve byl pfipraven tzv. ,,master mix* a z né¢ho pak byly rozpipetovany jednotlivé reakce po
20 pl. V ,,master mixu‘“ byl zahrnut i objem pro negativni kontrolu, ktera se lisila slozenim od
reakénich smési pouze ndhradou templatu za H2O. Pro jednu 20 pl reakei bylo pfipraveno
15,8 ul sterilni demineralizované H20; 2 pl 10x koncentrovaného pufru pro Vent polymerazu;
0,4 pl 10uM dNTP mix; 0,6 ul 10uM forward primeru; 0,6 pl 10uM reverse primeru a 0,2 pl
Vent polymerazy (polymeraza byla pfidana az do smési chlazené v blo¢ku), nakonec byla
odebrana negativni kontrola, do které byla pfidana H2O misto templatu a do zbytku smé&si byl
piidan templat (0,4 pl). Jednotlivé reakce byly pieneseny do PCR ,,cykleru“ (Mastercycler
EPgradient S, Eppendorf) a byla zahajena PCR reakce. Program reakce byl nasledujici:

1. denaturace pii 94 °C 3 minuty, 2. denaturace cyklu 94 °C 40 sekund, 3. nasedani primerd
50 sec. (teplota zavisela na paramterech primeru), 4. elonga¢ni faze cyklu 72 °C 1 minuta a 5.
elongace 72 °C 7 minut. Reakce se skladala z 30 cykld, tedy 30x opakujicich se boda 2.-4.
Bod 1 probéhl na pocatku celého procesu a bod 5 v konecné fazi procesu. Po ukonceni reakce
byly dil¢i reakce ovéteny na agardzové elektroforéze (kapitola 4.2.19.6). PCR produkty byly
precistény pomoci komer¢niho kitu High Pure PCR Product Purification Kit nebo byly

(Roche) nebo presrazeny etanolem (4.2.19.3).
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4.2.19.11 SYSTEM ,,pENTR DIRECTIONAL TOPO CLONING
KITS* (INVITROGEN)

Systém pENTR Directional TOPO Cloning Kits od Invitrogen byl vyuzit pii konstrukci
univerzalniho expresniho vektoru ,,phGf-polylinker (viz kapitola 5.3). Prostfednictvim kitu
byla provedena v prvnim kroku TOPO reakce pro pienos fragmentu DNA zajmu do
komer¢niho pENTR/D-TOPO plazmidu, v druhém kroku byl ztohoto plazmidu LR
rekombinaci pfenesen fragment do cilového expresniho vektoru (v tomto ptipadé phGf

vektoru). Postup byl proveden dle protokolu kitu.
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51 PRIPRAVA MONOKLONALNI PROTILATKY PROTI HLAVNIMU
KAPSIDOVEMU PROTEINU VP1 POLYOMAVIRU KARCINOMU
MERKELOVYCH BUNEK

Jako antigen pro piipravu protilatky byl zvolen rekombinantni protein VP1 MCPyV
izolovany ve form¢ VLPs z bunék infikovanych rekombinantnim bakulovirem nesoucim gen
pro VP1 MCPyV. Rekombinantni bakulovirus byl konstruovan ve spolupracujici laboratofi
UHKT (popis kapitola 4.1.5). Izolovanym antigenem byla imunizovana mys, jejiz splenocyty
byly uzity k bunééné fuzi. Byly vytvofeny a selektovany hybridni buiikky pochazejici
z jednoho Klonu, a které stabilné produkuji protilatku namifenou proti VP1 MCPyV. Tato
protilatka byla déle charakterizovana. Nakonec byla protilatka vyuzita ke konfokalni analyze
pohybu VP1 VLPS burikou.

5.1.1 URCENI TITRU INOKULA REKOMBINANTNIHO BAKULOVIRU
VP1 MCPyV

Titr bakulovirového inokula byl ur¢en na zakladé plakové zkousky, ktera byla provedena dle
protokolu uvedeného v kapitole 4.2.7. Z plakové zkousky byly po 9 dnech vybrany misky
infikované inokulem fedénym 10 a 107°. Z vysledku zkousky byl uren orienta¢ni titr viru.
Pro uréeni titru byly vybrany dvé misky infikované inokulem o fedéni 107> Préimérny podet
plakil na miskach byl 21. Z toho byl stanoven orientaéni titr viru o hodnoté 4,2. 108 PFU/m.
Plaky z misek 10* a 10° byly izolovany $pickou pipety a resuspendovany v BSM.
Resuspendovanymi plaky pak byly infikovany nové buiikky SF9 po dobu 6 dni. Medium
(inokulum) z té&chto infikovanych bunék bylo sebrano a uloZzeno pro dalsi praci, z bunék
infikovanych jednotlivymi plakovymi inokuly byly vytvofeny lyzaty a jejich supernatanty
byly separovany SDS PAAGE pro ovéfeni produkce VP1 proteinu (Obr. 5.1). Pro dalsi praci
bylo zvoleno inokulum z plaku & 4. 10° To bylo pomnoZzeno pro infekci rekombinantnim
VP1 MCPyV bakulovirem a uloZeno v podobé konzervy.

Byl stanoven titr. Pro infekci za Gcelem produkceVP1 VLPs pro pfipravu antigenu bylo na
cca 2,1.10” bun&k SF9 (odpovidd 80% konfluenci misky o @10 cm) aplikovano 2,5 ml
inokula, coz odpovidalo multiplicité infekce 0,5). Rezignovali jsme na optimalni multiplicitu
infekce 1 za cenu ponékud nizs§i produkce VLPs. Rekombinantnim bakulovirem byly

infikovany hmyzi buniky linie SF9, celkem 13 misek (310 cm).
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Obr. 5.1. Ovéfeni inokul z vybranych plakii rekombinantniho bakuloviru VP1 MCPyV. Na SDS PAAGE
byly naneseny supernatanty pochazejici z lyzath hmyzich bun¢k SF9 infikovanych jednotlivymi plakovymi
inokuly - zleva ¢.5/10  az ¢.2/10 **, NK supernatant z lyzatu neinfikovanych bunék SF9. Inokulum ¢&. 4 z plaku
¢.4/10 5 bylo vybrano pro pomnoZzeni a dalsi praci (viz Cerveny ramecek). V zeleném rdamecku je prouzek
odpovidajici elektroforetickou mobilitou proteinu VP1 MCPyV (46,5 kDa).

5.1.2 1ZOLACE VP1VLPs (ANTIGENU) Z HMYZiCH BUNEK A JEJICH
OVERENI

Proces izolace probéhl dle protokolti v kapitole 4.2.10. Infikované burniky byly po 72 hodinach
infekce sklizeny, sonikovany 3x 40 sekund a po kontrole rozbiti bun¢k znovu sonikovany 3X
30 sekund. VLPs byly z bunééného lyzatu centrifugaci v hustotnim gradientu CsCl. Po kroku
centrifugace v CsClI gradientu byly dva nezavislé gradienty rozebrany do jednotlivych frakci.
Byl zméfen refraktometricky index jednotlivych frakei (obr.5.2.). Zastoupeni proteinu VP1 v
jednotlivych frakcich bylo detekovano Dot blot testem (Obr. 5.2.). Pro imunologickou detekci
VPI1 byla uvzita jako primdrni protilatka mysi polyklondlni protildtka namifend proti VPI
MCPYV poskytnuta spolupracujici laboratoii UHKT, jako sekundarni protilatka byla pouzita
kozi protilatka namifend proti mySim imunoglobulinim konjugovana s kifenovou
peroxidazou. Dle vysledku Dot blotu a hodnot refraktometrickych indext (Obr. 5.2.) byly

jednotlivé frakce pospojovany do ttech konec¢nych frakci: I, IT a II1.
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Do frakce II. byly zahrnuty gradientové frakce o refraktometrickém indexu 1,366 — 1,364
[,,pIné“VLPs (enkapsidovaly hostitelskou DNA)], Ill. frakce (tvofena zejména ,,prazdnymi‘
Casticemi) byla spojena z frakci o indexech 1,363 — 1,360 respektive 1,359). Frakce I. byla
zastoupena zbytkovymi frakcemi o riznych refraktometrickych indexech. Frakce byly dale

dialyzovany (kapitola 4.2.10.3).

Al 1 2. 3. a. 5. 6. 7. 3. 9. 10.
1,368| 1,374 § 1,3725 @ 1,370 | @ 1,308 | @ 1,366| ® 1,365 | @ 1,365 | @ 1,265 @ 1,3635
11, 12. 13, 14, 15. 16. 17.
® 1200 | @ 1363 @ 1263 @ 1,365 @ 1,3615| 1,350 @ 1.359

1. 2. 3. a. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
0 12505 @ 12735 @ 1375 @ 1372 @ 1,370 @ 1,365 @ 1,367 | @ 1,366 | @ 1,365 | § 13645
11 12 13 17.

: : : 14. 15. 16.
® 13005 @ 1,301 | @ 1363 P 1,353..1,3525_ 1,361 @ 1360

Obr. 5.2. Detekce pritomnosti VP1 MCPyV proteinu Dot blotem. A. a B. jsou dvé gradientové preparace
rozdélené do frakei 1. - 17. Zluta pole obou preparaci byla spojena do spoleéné Il. frakce (plné VLPs) ,zelena
pole pak byla spojena do spole¢né Ill. frakce (prazdné VLPs). Bila pole byla spojena do frakce 1 (zbytkové
frakce). Ciselné hodnoty vyjadiuji refraktometricky index naméteny u jednotlivych frakei.

Pfitomnost VP1 VLPs ve finalnich frakcich I, II a III. byla ovéfena jednak na SDS/PAAGE
elektroforéze (Obr. 5.3) a také elektronovou mikroskopii (Obr. 5.4). Preparaty pro
elektronovou mikroskopii a snimky byly pfipraveny a vyhotoveny Mgr.Vojtéchem Zilou a

Mgr.Martinem Fraiberkem.
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Obr. 5.3. Ovéfeni pritomnosti VP1 VLPs SDSPAAGE elektroforézou. Oranzové Sipky znazorfuji pruh
odpovidajici VP1 proteinu MCPyV (46,5kDa). Do prvni drahy byl nanesen lyzat infikovanych bungk, dale byla
nanesena frakce I, I1, 111 a jako kontroly byly pouzity lyzat z neinfikovanych SF9 bunék (SF9 lyz) a lyzat SF9
bungk infikovanych divokym typem bakuloviru (Bakul.wt lyz.).
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Obr. 5.4. 1zolované VP1 VLPS na snimcich elektronového mikroskopu . Jedna se o negativni barveni (A.)
VLPs II. frakce. (B.) VLPs z lll.frakce — je zde pievaha prazdnych partikuli (tmavé). Velikost usec¢ky je 100 nm
Vyhotoveno Mgr.Vojtéchem Zilou.
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Koncentrace proteinu v kone¢nych spojenych frakcich byla ur¢ena metodou dle Bradfordové
(viz tab.5.2.) dle protokolu v kapitole 4.2.10.4.1 na zakladé naméfenych hodnot absorbanci

standardli o znamych proteinovych koncentracich (tab.5.1.).

Cislo standardu | Koncentrace proteinu ve | Absorbance standardu
standardu (mg/ml)

1 0,0 0,0

2 0,2 0,142

3 0,4 0,3

4 0,6 0,430

5 0,8 0,540

6 1,0 0,610

Tab.5.1. Hodnoty absorbanci standardii uzitych pro stanoveni koncentrace VP1 VLPs v jednotlivych frakcich.

Cislo frakce Absorbance Koncentrace

proteinu ve frakci

(mg/ml)
I 0,115 1,74
] 0,020 0,303
Il 0,190 2,89

Tab.5.2. Koncentrace VP1 VLPs v jednotlivych frakcich ziskanych po izolaci. Z namétenych absorbanci
jednotlivych frakci byla vypoéitana koncentrace proteinu ve frakcich.

5.1.3 IMUNIZACE MYSI ANTIGENEM VP1 VLPs MCPyV

Mys byla imunizovana (kapitola 4.2.11) intraperitonealné 50 pg proteinu III. frakce, tedy
prazdnymi partikulemi, ve tfech davkach. Aplikace druhé davky byla provedena 13. den po
aplikaci davky prvé. Tyden po injekci druhé davky byla odebrana krev z ocasu mysi pro
otestovadni séra na piitomnost protilatek proti injikovanému antigenu. Sérum bylo
otestovano metodou Dot blot pii fedénich 10x, 100x a 1000x (jako primarni protilatka).

Jako pozitivni kontrola byla pouzita mysi polyklondlni protildtka proti VP1 MCPyV
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vytvofena laboratoti UHKT. Jako sekundarni protilatka byla uZita kozi protilatka namifena
proti mysSim imunoglobulinim konjugovana s kfenovou peroxidazou. Jak je patrno na
obrazku 5.5, vysledek testu byl pozitivni - silny signal reakce protilatky ze séra viici
antigenu naneseného na membranu byl pfitomen u vSech tfech fedéni séra. Slaby signal byl
také pozorovan u lyzatu neinfikovanych SF9 pfi pouziti kontrolni polyklonalni protilatky.
Zde jde patrné o reakci na protein nachazejici se v SF9, ktery mtize mit ¢ast svého povrchu

shodnou s antigenem VP1 MCPyV.

Na zaklad¢ tohoto pozitivniho vysledku byla po ¢trnécti dnech aplikovéna tieti davka

antigenu a tfetiho dne po aplikaci byla provedena bunééna flze.

10x fed. VP1 MCPyV
nefed. VP1 MCPyV

PK

10=

100

1000

Obr. 5.5. Testovani pfFitomnosti specifickych protilatek v séru mysi imunizované VP1 VLPs. Dot blot.
PK — pozitivni kontrola (polyklonalni protilatka proti VP1 VLPs MCPyV vytvofena UHKT) a 10x, 100x a
1000x fedéné mysi sérum bylo aplikovéano jako primarni protilatka na membranu s navazanymi antigeny VP1
VLPs MCPyV 10x fedéné a nefedéné. Jako negativni kontroly byly pouZzity lyzaty SF9 bunék a divokého
typu bakuloviru. Signal PK je srovnatelny se signaly séra imunizované mysi.

5.1.4 FUZE BUNEK

Bunééna fuze byla provedena podle protokolu uvedeného v kapitole 4.2.12. Tteti den po fuzi
byla na dobu tfi dni pfidana k fizovanym bunkam davka geneticinu (G418 Sigma) o kone¢né

koncentraci 200 pg/ml.
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5.1.5 TESTOVANI A KLONOVANI HYBRIDOMU

Jakmile hybridomy dostate¢né porostly dna jamek, byla testovana jejich ristova média na
pfitomnost protilatky. V poc¢atku testovani byla vyuzita metoda Dot blot dle kapitoly 4.2.16 a
4.2.13.2.2. (Obr. 5.6.), protoze piiblizn¢ 20. den po fuzi bylo detekovano pouze 8 jamek
pozitivnich na hybridomy:

e 1l.deska: B6, E5aF9

e 2.deska: E4, D10

e 3.deska: D3

e b5.deska: F7 a G10
Testovana média téchto jamek slouZzila jako primarni protilatka pro detekci VP1, ktery byl
aplikovan na nitrocelul6zovou membranu v podobé 1,5ul kapky VP1 VLPs. Jako pozitivni
kontrola k testovanému hybridomovému médiu byla uzita opét mysi polyklonalni protilatka
proti VP1 MCPyV vyrobend UHKT. Sekundarni protilatkou pro imunologickou detekci
tohoto Dot blotu byla kozi protilatka proti mys$im imunoglobuliniim konjugovana s kienovou
peroxidazou. Vysledek Dot blotu (Obr. 5.6.) ukazal jasné pozitivni kolonie 1/B6 a 1/E5, slaby
signal byl patrny také u kolonie 2/E4. Media ostatnich hybridomt byla negativni na
ptitomnost protilatek specifickych pro VPI.
Signal u lyzatu SF9 je patrné zpusoben podobnosti nékterého epitopu proteinti SF9 bunék s

epitopem VP1 anebo kontaminujici pfimési protilatky proti proteinu bunék SF9.
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VP VLPs bakulovir. SF9 lyzat VP1 VLPs bakulovir. SF9 lyzat
MCPyV wt lyzat MCPyV wt lyzat

‘b.- 1/E5 . .

PK

YP1VLPs  bakulovir. SF9 lyzat VP1VLPs  bakulovir. SF9 lyzat
MCPyVW wit lyzat MCPyV wit lyzat

2/E4 -t 5 . 1/B6 . .

Obr. 5.6. Prvni testovani medii hybridomi na pritomnost protilitek namiienych proti VP1 VLPs
MCPyV.. Dot blot. Nitrocelulozovd membrana s nakapanymi vzorky jak je uvedeno v obrazku. Na obrazku
vidime pouze pozitivni hybridomy 1/B6; 1/E5; 2/E4 a pozitivni kontrolu (PK; polyklonalni protilatka proti VP1
z UHKT).

Ostatni negativni kolonie byly rozklonovany na nové desky, ale dal$im testovanim se jen
potvrdila jejich negativita.

Kazdy pozitivni klon 1/B6, 1/E5 a 2/E4 byl tzv. prvné klonovan. Kazdy byl tedy klonovan
na jednu 96-ti jamkovou desku s piedem piipravenymi podpirnymi bunkami. Jednotlivé
kolonie byly resuspendovany a po spocitani bunék byla kazda kolonie nafedéna
v odpovidajicim mnozstvi HAT media a ,,pipetovana“ do jamek desky, tak aby na jednu
jamku desky pfipadla idealn¢ pravé jedna bunka z vychozi kolonie (protokol v kapitole
4.2.13.3). V puvodnich deskach naSich pozitivnich kolonii byly hybridomy dopéstovany a
zalohovany do zamrazenych konzerv (kapitola 4.2.13.4).

Po tomto prvnim klonovani jednotlivych pozitivnich klonii byly nové vzniklé monokolonie jiz
testovany na pratokovém cytometru (FACS). Antigen pro otestovani hybridomovych médii
pritokovym cytometrem byl pfipraven dle protokolu v kapitole 4.2.13.2.1. Ptiprava materialu
na testovani spocivala v 72 hodinové infekci hmyzich bun¢k SF9 rekombinantnim VPI
MCPyV Dbakulovirem a nasledné aplikaci testovanych hybridomovych médii na takto
infikované buniky (nesouci antigen VP1) ve funkci primarni protildtky Pro PK (pozitivni
kontrolu) byla uzita primarni polyklonani protilatka proti VP1 MCPyV (vytvofena UHKT),

pro NK bylo uZito misto primarni protilatky ¢ist¢tho HAT média Jako sekundarni protilatka
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byla uzita osli protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 488.
Pratokovym cytometrem byly detekovany:

e 7z rozklonovaného 1/ES ¢tyfi velmi pozitivni klony: 1/E5G2, B4, E4 a BO.

e 7 rozklonovaného 1/B6 Ctyti slabé pozitivni klony: 1/B6F1, A6, B6 a C9 a dva silnéji
pozitivni klony: 1/B6D8 a B9, u kterych se ale intenzita signalu nerovnala signalim
1ES tady

e 7 rozklonovaného 2/E4 zadné pozitivni klony.

Dale bylo tedy provedeno tzv. druhé klonovani pozitivnich kolonii 1/E5G2, B4, E4 a B9 a
1B6DS. Pozitivni kolonie byly opét aplikovany do jamek desek s podpirnymi bunkami
stejnym zptisobem jako u prvého klonovani.

Ve vsech pivodnich pozitivnich jamkach (ze kterych byly bunky dale klonovany) byly
zbytkové buiiky ponechany dal$imu riistu a ty pak zase zamrazovany ¢&i péstovany v 25 cm?
lahvickach pro kolekci protilatky, kterd v tomto stadiu jiz vykazovala vyuzitelnost na Grovni
polyklondlni protilatky.

Protilatky produkované klony 1/E5G2, B4, E4 a B9 a 1B6D8 byly kromé pritokové
cytometrie (viz dale) také otestovany metodou Dot blotu (Obr. 5.7). Na 1. sloupec kazdé
membrany byly naneseny 10x fedéné izolované VP1 VLPs MCPyV, antigenem sloupce 2 byl
denaturovany VP1 VLPs MCPyV (denaturace v Laemliho pufru a varem), antigen 3. sloupce
byl VP1 VLPs MPyV(mysiho polyomaviru), na 4. sloupec byl navazan lyzat hmyzich bun¢k
infikovanych divokym typem bakuloviru (NK, negativni kontrola), na 5. sloupec byl
aplikovan lyzat SF9 infikovanych rekombinantnim bakulovirem VP1 MCPyV (tedy lyzat SF9
s VP1 VLPs MCPyV). Na 6. sloupec byl vazan lyzat neinfikovanych SF9 bunék (NK) a na 7.
sloupec lyzat SF9 s obsahem VP1 VLPs MPyV.

Z Dot blot testu (Obr. 5.7) byla patrna pozitivita klonti pochazejicich z 1ES. Zajimava byla
reakce (kiiZova reakce) na VP1 protein MPyV. Nejsilngjsi interakci s VP1 MPyV méla
kontrolni polyklonalni protilatka (Obr. 5.7., - PK: sloupec 3 a 7). I klony vychazejici z 1/E5
reagovaly slabé s VP1 MPyV. Kromé¢ kiiZzové reakce s VP1 MPyV, nemiizeme ve vysledném
Dot blotu zanedbat reakci protilatek na lyzat neinfikovanych SF9 bunck (sloupec 6.)
V pripad¢ 1/B6D8 nebyl zaznamenan zadny vyznamny signal a pokud porovname vysledek
ptedchoziho Dot blotu (Obr. 5.6.), je patrné, ze klon 1/B6D8 béhem klonovani postupné
ztracel protilatku specifickou pro VP1 MCPy (nebyl stabilni).
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Z 2. sloupce, ve kterém byly na membrany vazany VP1 VLPs MCPyV ovSem denaturované,

je jasné, ze protilatka nerozpoznava sekvenéni epitop, ale pouze epitop konformacni.

PK

1E5/G2

1E5/B4

1E5/E4

1E5/B9

1B6/D8

o
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w
o
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=
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Obr. 5.7. Testovani protilatky produkované klony 1/E5G2, B4, E4 a B9 a 1B6D8 testem Dot blot . PK je
pozitivni kontrola s pouzitim polyklonalni protilatky proti VP1 MCPyV z UHKT. 1. Sloupec: fedéné izolované
VP1 VLPs MCPyV, 2. sloupec: VP1 VLPs MCPyV denaturované v Laemliho pufru, 3. sloupec: VP1 VLPs
MPyV (mysiho polyomaviru), 4. sloupec: lyzat SF9 infikovanych divokym bakulovirem, 5. sloupec: lyzat SF9
infikovanych rekombinantnim bakulovirem VP1 MCPyV, 6. sloupec: lyzat neinfikovanych SF9 bunék, 7.
sloupec: lyzat SF9 s VP1 MPyV.

Vysledné klony z druhého klonovani byly otestovany také pritokovou cytometrii. Silné

pozitivni klony byly detekovany:

e deska 1/E5G2: D2, G2, G3, B4, C4, F6, F8, H9, B12 a D12

o deska 1/E5B4: F3 a E10

o deska 1/E5E4: D1, E2, F3, A4, B4, D4, G4, D4, B9, B8, C8, F6, B6, D5, C5, B10,

D1laC12

e deska 1/E5B9: D1, E10, H8, G8, F5, F2 a C2
Na desce 1/B6D8 nebyl zaznamenan zadny vyznamné pozitivni signal, proto nebylo s timto
klonem dale pokracovano.
Pro treti klonovani byly vybrany klony 1E5/G2F6, 1E5/B9HS8 a 1ES5/E4B6. Desky
S bunkami tfettho klonovani byly opét testovany pritokovou cytometrii S nasledujicim
vysledkem:

83



e deska klonu 1E5/E4B6: H3 - relativné slaby signal

e deska klonu 1E5/G2F6: A2 v - relativné slaby signal

e deska klonu 1E5/B9HS8: D5, D11, ES8, C8, G6, E6, H6, G3, G2, G7 a B6 velmi

VP1 MCPyV UHKT)

Pozitivni klony desky 1E5/B9HS8, byly dale péstoviny v 25 cm?® lahvickach pro kolekci
protilatek a buiiky byly pribézné zamrazovany. Ukdzky vysledkl z pritokového cytometru
jsou uvedeny na obrazku 5.8. Je zde ukazana cesta klonu 1/E5B9 (A), ktery po trojim
,rozklonovani dal vzniku stabilnim hybridomim produkujicim finalni protilatky typu
1/E5B9H8-X. Horni obrazek ukazuje rozdil mezi PK (kontrolni polyklonalni protilatkou proti
VP1 MCPyV, UHKT) a NK (negativni kontrolou, misto priméarni protilatky aplikovano &isté
HAT médium). Vzhledem k tomu, Ze vSechny klony pochazely ze stejného piedka, bylo
pfedpokladdno, ze vSechny budou vykazovat stejné vlastnosti, které ale stejné¢ bylo tieba

oVerit.
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Obr. 5.8. Ukazka vysledkii z pritokového cytometru — testovani protilatek jejich aplikaci na SF9 buiiky
infikované bakulovirem nesoucim gen pro VP1 MCPyV. Znazornéni cesty klonu 1/E5B9 (A), ktery po trojim
»rozklonovani“ dal vzniku stabilnim hybridomim produkujicim finalni protilatky typu 1/ESBO9H8-X. Horni
obrazek ukazuje rozdil mezi pozitivni (PK, primarni polyoklonalni protilatka proti VP1 MCPyV, UHKT) a
negativni kontrolou (NK, misto primarni protilatky aplikace HAT média). A-D testovani primarnich protilatek
produkovanych klony hybridomovych buné¢k. Jako sekundarni protilatka byla uzita osli protilatka proti mySim
imunoglobulintim konjugovana s Alexa Fluor 488. Cast A ukazuje pozitivni vysledek klonu 1/ESB9 v porovnani

s ¢asti B ukazujici pozitivni vysledek klonu 1/E5B9HS8 a ¢asti C a D ukazujici dvé vybrané finalni protilatky
klont 1/ESB9H8-C8 a-E8
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5.1.6 CHARAKTERIZACE PROTILATEK

Ziskané protilatky 1ES/B9HS - E8, G2, D11, G7, E6, H6, G3, G6, C8, D5 a B6 byly na zavér
testovany metodou Dot blot (Obr. 5.9.) a Western blot (Obr. 5.10), neutraliza¢nim testem
(Obr. 5.11.) a metodou neptimé imunofluorescence (Obr. 5.12.). Zajimalo nas, zda vSechny
protilatky opravdu vykazuji stejné vlastnosti (vzhledem ke spole¢nému prvnimu izolatu).

Pro charakterizaci metodou Dot blot (Obr. 5.9.) byly na membrany aplikovany rtzné
antigeny: lyzat SF9 bun¢k (slouzici jako NK), nativni a denaturovany VP1 VLPs MCPyV,
lyzat SF9 infikovanych rekombinantnim bakulovirem VP1 MCPyV (tedy SF9 s VP1 VLPs
MCPyV), lyzat SF9 s divokym typem bakuloviru (NK), VP1 VLPs BK viru, VP1 VLPs
MPyV (mysi polyomavirus) a jeho lyzat v SF9 bunkach. V Cervené ohrani¢eném poli na
obrazku je mozno vidét signal v reakci na nativni antigen VP1 VLPs MCPyV. V zeleném poli
byla zaznamenana kiizova reakce s VP1 VLPs MPyV (tedy opét byla potvrzena moznost
reakce protilatky s VP1 MPyV. Jak je patrno (fadek 6) piipravené protilatky neinteraguji S
VP1 BK viru. Potvrdila se také slaba reakce protilatek s lyzatem neinfikovanych SF9 bunék.
Modfe oznaceny fadek znaci reakci protilatek na denaturovany antigen VP1 MCPyV — zde
byl zaznamenan slaby signal u protilatek G7, H6, G6 a D5 a u PK (pozitivni kontroly), ktery
by znalil, ze protilatky rozeznavaji, byt méné efektivné i sekvencni epitop VPI1. Ale
vzhledem k tomu, Ze vSechny testované hybridomy vychazely ze spole¢ného klonu a na vSech
predchozich Dot blot(ech) byla reakce protilatek s denaturovanym VP1 MCPyV negativni,
reakce byla zplisobena patrné nedostate¢nou denaturaci antigenu (pro pét membran tohoto
testu byl totiz pfipraven nové denaturovany antigen). Tento zavér je podpofen faktem, Ze i
polyklonalni protilatka pouzivana jako PK, ktera s denaturovanym VP1 diive nereagovala,
davala vtomto testu pozitivni signal. Presto byly protilatky testovany na reakci s

denaturovanym antigenem citlivéjsi metodou Western blot.
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4.
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VP1 VLPs BK viru
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VP1 VLPs MPyV

8.
lyzat SF9 VP1 MPyV

Obr. 5.9. Charakterizace kloni protilatky 1E5/B9H8-E8, G2, D11, G7, E6, H6, G3, G6, C8, D5 a B6
metodou Dot blot. Pro charakterizaci byly na membrany aplikovany riizné antigeny — 1. lyzat SF9 bun¢k (NK),
2. nativni a 3. denaturovany VP1 VLPs MCPyV, 4. lyzat SF9 infikovanych rekombinantnim bakulovirem VP1
MCPyV (tedy SF9 s VP1 VLPs MCPyV), 5. lyzat SF9 infikovany divokym typem bakuloviru (NK), 6. VP1
VLPs lidského BK viru, 7. VP1 VLPs MPyV (mysi polyomavirus) a 8. jeho lyzat SF9 bun¢k produkujicich VP1
MPyV. V cervené ohrani¢eném poli je mozno vidét signal na nativni VP1 VLPs MCPyV. Modie ohrani¢ené
pole znaci reakci na denaturovany antigen. V zeleném poli byla zaznamenana kiizova reakce s VP1 VLPs
MPyV.

Na obrazku 5.10 jsou Western blot analyzy, které potvrdily, Ze ziskané protilatky interaguji
pouze s nativnim VP1 a tedy rozpoznavaji konformaéni epitopVP1 proteinu. Na obrazku je
mozno vidét pouze signal v podobé¢ tecky v pravém hornim rohu kazdé membrany, kam byl
aplikovan nativni antigen pfed blotovanim proteinu z gelu na membranu. Neni patrny zadny
signal u denaturovaného VP1 VLPs antigenu (vzdy prvni sloupec kazdé membrany — VP1)
ani u negativnich kontrol lyzatu neinfikovanych SF9 bun€k (vzdy druhy sloupec kazdé
membrany- SF9) nebo lyzatu bunék infikovanych divokym typem bakuloviru (vzdy treti

sloupec kazdé membrany — Bak).
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Obr. 5.10. Charakterizace kloni protilatky 1E5/B9H8-E8, G2, D11, G7, E6, H6, G3, G6, C8, D5 a B6
metodou Western blot. PK je pozitivni kontrola. Na kaZdou membranu byly blotovany proteiny z SDS gelu, na
ktery byly naneseny denaturované VP1 VLPs MCPyV v Laemliho pufru (VP1), dale denaturovany lyzat
neinfikovanych SF9 bunék (SF9) a lyzat SF9 bunék infikovanych divokym bakulovirem (Bak). V pravém rohu
kazdé membrany byl kapnut antigen (VLPs MCPyV) v nativni podobé pro kontrolu. Membrany byly vyvolané
s protilatkami uvedenych klonti
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Dale nas zajimalo, zdali ziskané protilatky brani interakci VLPs s kyselinou sialovou
bunéénych membranovych receptord. Proto byl proveden netralizaéni test metodou
hemaglutinace (dle protokolu v kapitole 4.2.4). Jak je jiz v této kapitole uvedeno, test na
principu hemaglutinace byl realizovan diky vlastnosti VP1 proteinu MCPyVvazat se na
sialové receptory membran erytrocyti. Ty se navdzanym virem zesituji a to se projevi
difuznim rozprostfenim erytrocytti namisto srazeniny v podobé¢ tecky bez pritomnosti viru. Na
obrazku 5.11 v casti a. byla provedena kontrolni hemaglutinace, kdy VLPs zesitovaly
erytrocyty, schopnost VP1 zesitovat erytrocyty klesa s koncentraci VLPs. Casti b. a c. tohoto
obrazku ukazuji provedeni neutraliza¢niho testu. Smés VP1 VLPs MCPyV byla inkubovana
1,5 hodiny pfi laboratorni teploté s protilatkou proti VP1 MCPyV. Tato smés byla fedéna
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fedici fadou a nakonec k ni byla piidana suspenze erytrocyti. Cést b. ukazuje neutralizaéni
test u pavodniho klonulE5B9. Je vidét, ze jiz protilatka prvotniho hybridomového izolatu
neutralizovala vazbu na kyselinu sialovou. Cast c. ukazuje neutralizaéni vlastnosti protilatek
dvou finalnich klon 1E5/B9H8 - E8 a 1E5/B9HS - C8.

1,14 . 10~ 11 VLPs 8,6 . 10~7 VLPs (1280 HAU)

Obr. 5.11. Obrazek neutralizaéniho testu metodou hemaglutinace. Céast a. - hemaglutinace VP1VLPs
MCPYV a jejich schopnost zesitovat erytrocyty, ktera klesa s koncentraci VLPs. Cast b. - neutralizaéni test
provedeny protildtkou primarniho 1E5B9 klonu. Cast c. - neutralizaéni test protilatek dvou finalnich klond C8 a
E8 (tedy 1E5/B9H8-C8 a 1E5/BI9HS8-ES).

Na zavér byly protilatky testovany pro vyuziti v metod€ nepiimé imunofluorescence. Buiiky
3T6 byly transfekovany (dle protokolu v kapitole 4.2.6) plazmidem pwM (Addgen, Ch.Buck)
a byly fixovany 24 hodin po transfekci (p.t.). Tento expresni plazmid nese kodonové
optimalizovanou sekvenci VP1 MCPyV a sekvenci EGPF Vv jiném ¢tecim ramci pro kontrolu
transfekce. Metoda neptimé imunofluorescence byla provedena dle kapitoly 4.2.9.
Hybridomova rtstova media nebyla pro testovani protilatek imunofluorescenci fedéna. Jako
sekundarni protilatka byla uzita Cy3 protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana
s Alexa Fluor 546. Z obrazku 5.12. A, vyplyva, Ze vSechny testované protilatky zobrazovaly
protein VP1 podobné, v jadie transfekovanych bunék a nevytvarely zadné vyrazné pozadi.
Jedna se ziejmé o tutéz protilatku u vSech testovanych klont. Buiikky obarvené vybranymi
proti latkami kloni 1E5/B9H8-E8 a 1E5/BI9H8-C8 byly zobrazeny téz konfokalni
mikroskopii. Konfokélni snimky fezti bun¢k (Obr. 5.12. B) ukézaly, Ze protein VP1 dava
nejsilnéj$i signal pod jadernou membranou jak je tomu u jinych polyomavirovych VP1

proteintll. Testy prokazaly vyuZitelnost pfipravené protilatky.
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Obr. 5.12. Testovani protilatky pro nepiimou imunofluorescenci. Jadro mySich 3T6 fibroblastd je barveno
modie (DAPI), zeleny signal je GFP (EGFP) - z expresniho plazmidu pWM obsahujiciho VP1 sekvenci a
Vv jiném ¢tecim ramci také EGFP, ¢ervené - VP1 protein MCPyV (z expresniho plazmidu pWM) detekovany
protilatkami z rastového media jednotlivych hybridomovych kloni. Posledni snimek v kazdé tadé zobrazuje
prekryv signaltl. A. Testy protilatkami uvedenych finalnich klont, NK - bufiky neexprimujici VP1. Zobrazeno
fluorescenénim mikroskopem Olympus BX60, B. Konfokalni fez vybranych bunék. VP1 protein MCPyV
barveny protilatkami kloni 1E5/B9H8 - E8 a 1E5/B9H8 - C8. NK — buiky neexprimujici VP1.Zobrazeno na
konfokalnim mikroskopu Leica SP2 AOBS
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U protilatek klont 1E5/B9H8-E8 a 1E5/BIH8-C8 byl také urcen protilatkovy izotyp. Jedna se
0 IgG2a. Stanoveni bylo provedeno firmou Exbio.

5.1.7 KONFOKALNi ANALYZA POHYBU VP1 VLPs MCPyV BUNKOU -

Jednim z dvodi pfipravy protilatek namifenych proti proteinu VP1 MCPyYV bylo jeji vyuziti
pro budouci studium pohybu tohoto viru buiikou. Cesta polyomavirii od bunééné membrany
K buné¢nému jadru neni zcela dofeSena ani u fadu let studovanych polyomaviri (SV40,
MPyV, BK viru a JC viru). I kdyz dosud neni k dispozici infek¢ni MCPyV, daji se pro tento
ucel vyuzit MCPyV VLPs. V této praci byly provedeny piedbézné pokusy sledovani
pfitomnosti virovych ¢astic ve vybranych bunéénych endocytickych strukturdch po
pseudoinfekei bun¢k VLPs.

Proces pseudoinfekce vcetné ptipravy bunék byl proveden podle protokolu uvedeného
v kapitole 4.2.5. Na kazdé sklicko 24-jamkové desky bylo vyseto 6.10° lidskych plicnich
fibroblasti HEL 299 nebo mysich fibroblastii 3T6. Buiiky byly pseudoinfikovany VP1 VLPs
fedénych v BSM tak, aby byla koncentrace 5.10* VLPs na kazdou burniku skli¢ka. Takova
vysoka koncentrace VLPs na buiiku byla pouzita v tomto prvnim pokusu, ve snaze detekovat
signal VLPs i v pfipadé, Ze by internalizace bunkou neprobihala G¢inn€. Znaceni pro
nepfimou imunofluorescenci bylo provedeno dle protokolu v kapitole 4.2.9. VLPs byly
znaceny nové pripravenou mysi protilatkou 1E5/B9H8-E8 namitenou proti VP1 MCPyV a
sekundarni osli protilatkou proti my$im imunoglobulinim konjugovanou s Alexa Fluor 488.
Bunééné struktury byly vzdy barveny Cervené — pouzité primarni protilatky a sekundarni
protilatky jsou uvedeny v kapitole 4.1.2. Pro prvni pozorovani byla v buiice oznacena vzdy
nékterd znasledujicich struktur: casné endozémy (protilditkou proti EEA1), pozdni
endozomy/lyzozémy (protilatkou proti proteinu LamP2), struktury obsahujici caveolin 1
(protilatkou proti caveolinu; CAV-1), endoplazmatické retikulum (ER) (protilatkou proti
proteinu BiP) a aktinova vlakna (barvena phalloidinem). Sklicka byla po adsorpci VLPs,
inkubaci na ledu a po rizné¢ dlouhé inkubaci pti 37°C v CO2 inkubatoru fixovana 3%
paraformaldehydem. Casy po inkubaci byly zvoleny pro kolokalizace s EEA1 20, 60 minut a
3 hodiny, s aktinem 30 minut, s caveolineml 20 minut a 3 hodiny, s LamP2 90 minut a 3
hodiny a s BiP 3 hodiny. Analyza kolokalizaci VLPs s riznymi bunéénymi strukturami byla
provedena na konfokéalnim mikroskopu TCS SP2 Laser Scanning Congocal Microscope

(Leica) za asistence Mgr. Ondieje Sebesty.
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Jak je patrno ze vSech pfilozenych obrazka 5.13 — 5.28., VLPs se adsorbovaly na bunécny
povrch ne prili§ efektivné a do bunék vstupovaly pomaleji, nez jak bylo pozorovéano napt. u
VP1 VLPs MPyV. Zarovei nebyl patrny zasadni rozdil ve vstupu ¢i interakcich VLPs u 3T6
mySich fibroblasti a lidskych plicnich epitelialnich bunék HEL 299. I pies neochotu VLPs
vstupovat do bun€k, lze na obrazcich pozorovat kolokalizace s pouzitymi bunécnymi
markery. Obrazek 5.13 ukazuje, ze VLPs MCPyV se ¢asto adsorbuji na filopodia a jind mista
bohaté na aktin. Z obrazku 5.14. je patrné, ze podobn¢ jak bylo pozorovano v ptipadé¢ MPyV
a jeho VLPs, adsorpci Castic a jejich internalizaci provazi dezorganizace aktinovych vlaken.
Kolokalizace VLPs s aktinem byla pozorovana 30 minut po infekci podobné jako u MPyV.
Kolokalizace VLPs s caveolinem1 byla zfetelna u Hel-299 bunék a to v obou ¢asech, 20minut
(Obr. 5.16) 1 3 hodiny (Obr. 5.22) po adsorpci. Mnohem méné byla pozorovana v mysich 3T6
fibroblastech (Obr. 5.15, 5.21). Vyskyt VLPs v ¢asnych endozémech byl sporadicky, ale
zietelny v obou bunéénych liniich (5.17, 5.18, 5.27 a 5.28). Totéz plati o kolokalizaci
s markerem pozdnich endozomt LamP2 (5.19, 5.20., 5.25, 5.26)) a ER (Obr. 5.23, 5.24).
V dalSich pokusech bude nutno optimalizovat mnozstvi Castic na buiiku a také casy po

pseudoinfekci, ve kterych budou kolokalizace jednotlivych markert s VLPs sledovany.
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Obr. 5.13. Konfokalni iez 3T6 buiikou 30 minut po adsorpci VLPS. DNA jadra modife (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zeleng, aktin ¢ervené. Mista kolokalizace(Zluta) jsou zvyraznéna ve vyfezech Sipkami.

Obr. 5.14. Konfokalni ez HEL299 buiikou 30 minut po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1
VLPs MCPyV zeleng, aktin ¢ervené. Mista kolokalizace(zlutd) jsou zvyraznéna ve vytezech Sipkami.
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Obr. 5.15. Konfokalni ez 3T6 buiikou 20 minut po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zeleng, caveolin-1 ¢ervené. Mista kolokalizace(zlutd) jsou zvyraznéna ve vyfezech Sipkami

Obr. 5.16. Konfokalni ez HEL299 buiikou 20 minut po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1
VLPs MCPyV zelené, caveolin-1 Servené. Mista kolokalizace(zlutd) jsou zvyraznéna ve vyfezech Sipkami
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Obr. 5.17. Konfokalni iez 3T6 buiikou 20 minut po adsorpci VLPSs. DNA jadra modife (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zelené, EEA1 (marker ¢asného endozému) Cervené. Mista kolokalizace(zluta) jsou zvyraznéna ve
vyfezech Sipkami

Obr. 5.18. Konfokalni ez HEL299 buiikou 20 minut po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1
VLPs MCPyV zelené, EEA1 (marker ¢asného endozomu) cervené. Mista kolokalizace(Zlutd) jsou zvyraznéna
ve vyfezech Sipkami
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Obr. 5.19. Konfokalni ez buiikou 3T6 90 minut po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zelené, LAMP2 (marker pozdniho endozému/lyzozému) cCervené. Mista kolokalizace (Zlutd) jsou
zvyraznéna ve vyfezech Sipkami.

Obr. 5.20. Konfokalni fez buiikou HEL 299 90 minut po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1
VLPs MCPyV zelen¢, LAMP2 (marker pozdniho endozomu/lyzozému) Cervené. Mista kolokalizace (zluta) jsou
zvyraznéna ve vyiezech Sipkami.
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Obr. 5.21. Konfokalni fez buiikou 3T6 3 hodiny po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zeleng, caveolin-1 ¢ervené. Mista kolokalizace (zluta) jsou zvyraznéna ve vyfezech Sipkami.

Obr. 5.22. Konfokalni fez buiikou HEL 299 3 hodiny po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1
VLPs MCPyV zelené, caveolin-1 Cervené. Mista kolokalizace (Zluta) jsou zvyraznéna ve vytezech Sipkami.
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Obr. 5.23. Konfokalni fez buiikou 3T6 3 hodiny po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zeleng, BiP (marker endoplazmatického retikula) cervené. Mista kolokalizace (zlutd) jsou zvyraznéna
ve vyfezech Sipkami.

Obr. 5.24. Konfokalni fez buiikou HEL 299 3 hodiny po adsorpci VLPs DNA jadra modie (DAPI), VP1
VLPs MCPyV zelené, BiP (marker endoplazmatického retikula) cervené. Mista kolokalizace (zlutd) jsou
zvyraznéna ve vyiezech Sipkami.
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Obr. 5.25. Konfokalni fez buiikou 3T6 3 hodiny po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zelené, LAMP2 (marker pozdniho endozému/lyzozému) Cervené. Mista kolokalizace (zIutd) jsou
zvyraznéna ve vyfezech Sipkami.

Obr. 5.26. Konfokalni fez buitkou HEL 299 3 hodiny po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1
VLPs MCPyV zelen¢, LAMP2 (marker pozdniho endozému/lyzozému) cervené. Mista kolokalizace (zluta) jsou
zvyraznéna ve vyfezech Sipkami.
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Obr. 5.27. Konfokalni ez buiikou 3T6 60 minut po adsorpci VLPs. DNA jadra modie (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zelené, EEAL (marker ¢asného endozomu) Cervené. Mista kolokalizace (zIutd) jsou zvyraznéna ve
vyiezech Sipkami.

Obr. 5.28. Konfokalni fez buiitkou 3T6 3 hodiny po adsorpci VLPs. DNA jadra modre (DAPI), VP1 VLPs
MCPyV zelené¢, EEAl (marker ¢asného endozému) cCervené. Mista kolokalizace (zlutd) jsou zvyraznéna ve
vytezech Sipkami.
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5.1.8 PRIPRAVA POLY;(LONALNi PROTILATKY PROTI
DENATUROVANEMU PROTEINU VP1 MCPyV

Monoklonalni protilatka proti VP1 proteinu polyomaviru karcinomu Merkelovych bungk,
jejiz ptiprava je popsana v této DP, neni pouzitelna pro detekci proteini metodou Western
blot. Tato protilatka nerozeznava sekvencni, ale pouze konformacni epitop VP1, Proto VP1
vystaveny denatura¢nim podminkam (metoda Western Blot, SDS PAAGE) neni touto
protilatkou detekovatelny. Z tohoto diivodu zapocala také piiprava protilatky, ve které byl
jako antigen pro imunizaci pouzity denaturovany VP1. Pfiprava této protilatky momentalné
probiha. Protoze ziskani monoklonalni protilatky byva ¢asové naro¢né, tak byla v ramci této
DP béhem jeji ptipravy ptfipravena také jeji polyklonalni varianta.

Antigen VP1 VLPs MCPyV, jehoz piiprava je popsana v kapitole 4.2.10 byl denaturovan,
tzn., ze na kazdou imuniza¢ni davku bylo 50 pug VP1 VLPs doplnéno Laemliho pufrem a
vystaveno po dobu 10 minut 100 °C. Imunizace mys$i probéhla dle protokolu v kapitole
4.2.11., jen s tim rozdilem, ze testovani séra metodou Dot blot po druhé davce antigenu bylo
nahrazeno metodou Western blot. SDS PAAGE i Western blot byly provedeny dle protokolt
kapitol 4.2.14 a 4.2.15. Na gel byly naneseny denaturované VP1 VLPs, lyzat SF9
neinfikovanych bunék a lyzat divokého typu bakuloviru. Do rohu nitrocelulézové membrany
byl pfed pfenosem separovanych proteinit nakapan vzorek nativnich VP1 VLPs. Membrana
byla vysycena a inkubovdna se 100x fedénym sérem (jako primarni protilatka pfi
imunodetekci na membrané) odebranym imunizované mysi Jako sekundarni protilatka byla
uzita kozi protilatka proti my$im imunoglobuliniim konjugovana s kienovou peroxidazou.

Jak je vidét na obrazku 5.30, tak protilatka v séru mysi rozpoznava denaturovany i nativni
V/P1 protein. V oblasti odpovidajici cca 46,5 kDa je detekovan VP1 protein. Prouzky s vyssi
elektroforetickou mobilitou odpovidaji patrné degradatim VPI1. Slaby prouzek velikosti
odpovidajici proteinu VP1 v negativnich kontrolach (Obr. 5.30, drdha 1 a 2) je zjevné
materidl pretekly z drahy 3. Na zaklad€ pozitivniho vysledku imunizace, byla myS$i podana
posledni davka denaturovaného antigenu, tieti den po aplikaci byla myS usmrcena a byla ji
odebrana veskera krev. ,,PIna“ krev byla ponechana po dobu cca 2 hodin pfi 4 °C, aby tak
doslo k sedimentaci krevnich elementd. Poté byla krev centrifugovana pii 4 °C. Sérum nad

sedimentem bylo odebrano a ulozeno do -20 °C. Alikvot byl ulozen pii 4 °C.
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Obr. 5.30. Testovani séra imunizované mysi denaturovanym antigenem VP1 MCPyV. Odebrané sérum bylo
100x fedéno a aplikovano jako primarni protilatka pro imunologickou detekci metodou Western blot. Lyzat
neinfikovanych SF9 bun€k (drdha 1), lyzat bun€k infikovanych divokym typem bakuloviru (drdha 2), VP1
MCPyV (dréha 3, ¢ervené ohraniceni). Do rohu membrany byl nanesen nativni antigen v podobé VP1 VLPs (N,
ohrani¢eni zelen¢).
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52 KONSTRUKCE EXPRESNICH VEKTORU PRO PRODUKCI MINORITNICH
STRUKTURNICH PROTEINU MCPyV FUZOVANYCH S EPITOPEM FLAG
PRO STUDIUM INTERAKCIi S BUNECNYMI STRUKTURAMI

Protilatka namifend proti minoritnim strukturnim proteinimVP2 a VP3 MCPyV je stile
V procesu pripravy. Proto dal$im cilem této diplomové prace bylo vytvofit expresni vektory
pro produkci minoritnich proteinti fuzovanych s epitopem FLAG (VP2-FLAG a VP3-FLAG)
v savCich bunkach. FLAG je 8 aminokyselinova sekvence, proti niZ je dostupnd komercni

protilatka. Bude tak mozno sledovat vlastnosti téchto proteint pfi jejich produkei v buiikach.

5.2.1 KONSTRUKCE EXPRESNiCH VEKTORU VP2-FLAG A VP3-FLAG

Pro praci byl zvolen expresni vektor pPFLAG-CMV5a (obr. 5.31.), ktery ma za klonovacim
mistem vlozenou sekvenci FLAG. Exprese vkladan¢ho genu je fizena CMV promotorem.
Restrikéni mista EcoRI a BglII v polylinkeru byla vybrana jako vhodna pro vlozeni sekvenci

VP2 nebo VP3 genu.

EcoRI - VP2/VP3 - Bglll

CMV promoter hGH polyA M | pFLAG-CMV5a

SV40 origin 5000 Pb

C-Terminal

1500 pb
pFLAG-CMV-5a, b, ¢

f1 erigin
pBR322 origin 500 pb

amp’

Obr. 5.31. Schéma expresniho plazmidu pFLAG-CMV5a a ovéieni jeho izolace. MCS zna¢i polylinker,
CMV - cytomegalovirovy promotor. Cervené je naznadeno vloZeni sekvence VP2 a VP3 MCPyV
prostiednictvim §tépnych mist EcoRI a Bglll. Upraveno a ptevzato z Sigma Aldrich. Na pravé strané je
zobrazeno ovéteni izolovaného nestépeného pFLAQ-CMV5a na agar6zové elektroforéze.
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> NAVRH PRIMERU PRO AMPLIFIKACI VP2 A VP3 Z VEKTORU ph2m

Prvnim krokem konstrukce bylo navrzeni primert pro amplifikaci. Primery bylo nutno
obohatit o EcoRI a BglIl restrikéni mista, pro vlozeni do polylinkeru plazmidu pFLAG-
CMV5a (Obr. 5.31). Jako templat pro PCR amplifikaci byl uzit vektor ph2m (Obr. 5.32)
ziskany z Addgene (Ch. Buck). Tento vektor nese sekvenci VP2 MCPyV. Z této sekvence
pak byla odvozena také sekvence VP3 proteinu (590 nukleotidi), protoze VP3 je zkracenou
formou VP2 (725 nukleotidi). Navrzené primery byly nasledujici:

MerVP2_ECoRI_FW  5-CAAGTAGAATTC -3
- ,.forward* primer pro amplifikaci VP2 sekvence z plazmidu ph2m (komplementarni

¢ast k ph2m je zelen¢ znacend), obsahuje pridatné restrikéni misto ECORI

MerVP3_ECoRI_FW  5-CAAGTAGAATTC -3
- forward primer pro apmlifikaci VP3 sekvence z plazmidu ph2m (komplementarni

¢ast k ph2m je znacena zeleng), primer obsahuje restrikéni misto ECORI

MerVP2/3_ BGLII_REV 5°-CAA GTAAGATCTAT -3’
- reverzni primer spoleény pro amplifikaci sekvence VP2 i VP3 z plazmidu ph2m
(komplementarni ¢ast k ph2m je znacena zeleng), primer nese restrikéni misto Bglll , modie

jsou znaéeny dva vlozené nukleotidy pro optimalizac primeru.
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Obr. 5.32. Schéma expresniho plazmidu ph2m (Addgene, Ch. Buck) a ovéieni jeho izolace na
elektroforéze. Schema ptevzato a upraveno z Addgene.

> AMPLIFIKACE A STEPENI SEKVENCI VP2 A VP3

PCR apmlifikace prob¢hla podle protokolu uvedeného v kapitole (4.2.19.10). Templatem byl
ph2m vektor, jako negativni kontrola byla uZita reakéni smés, do které byla pfidana sterilni
H20 misto templatu. Po PCR byly ziskané fragmenty jesté St€peny EcoRI a Bglll enzymy,
piesrazeny etanolem a pted vlastni ligaci znovu ovéfeny na agarézové elektroforéze (Obr.

5.33.).

VP2 (720 pb)

700pb VP3 (590 pb)

500ph

Obr. 5.33. PCR amplifikované a Stépené sekvence VP2 a VP3 odvozené z ph2m plazmidu. Ovéfeni
amplifikovanych a EcoRI a BglII §tépenych VP2 (725 pb) a VP3 590 pb) sekvenci z vektoru ph2m.
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> LIGACE VP2 A VP3 SEKVENCI DO pFLAG-CMV5a VEKTORU A
ELEKTROPORACE

Ligace VP2 a VP3 sekvenci do pFLAG-CMV5a byla provedena podle protokolu v kapitole
4.2.19.9. Liga¢ni smési byly slozeny z

e 200 ng stépeného, precisténého a defosforylovaného pFLAG-CMV5a

e 75 ng sté€pencho a precisténého VP2 ¢i VP3

e ligacniho pufru

e sterilni H2O
Elektroporace byla provedena na bunkach linie 3T3 dle protokolu uvedeného v kapitole
4.2.18.3. Transformované bakterie byly vysety na misky s Zivnym agarem obsahujicim

ampicilin (pPFLAG-CMV 5a nese rezistenci na ampicilin) a inkubovany pies noc pti 37 °C.

522 OVERENI KOLONIi PO ELEKTROPORACI - MINIPREPARACE,
IZOLACE ,,ENDOFREE®, STEPENI EcoRI A Bglll A SEKVENACE

Po elektroporaci bylo vybrano nékolik monokolonii, ze kterych byly ovéfeny plazmidy
specifickym Stépenim EcoRI a Bglll enzymy (zpétné méla byt vystépena vkladana sekvence
kodujici minoritni protein). Stépenim plazmidi obéma enzymy vznikly fragmenty o
velikostech VP2 (725pb) €1 VP3 (590pb). Ovéteni nejprve probéhlo po minipreparaci DNA
(kapitola 4.2.19.5). Na zdklad¢ vysledku minipreparace pak byly vybrany od kazdého
konstruktu tfi pozitivni kolonie, které pak byly pfeockovany a izolovany ,,miniizolacnim*
kitem ,,endotoxin-free* (kapitola 4.2.19.2). Izolované plazmidy z kolonii byly poté znovu
ovéfeny stejnym $tépenim jako po minipreparaci (Obr. 5.34) a osekvenovany. Z bakterialnich
kolonii, které¢ méely sekvenovanim ovétené plazmidy, byly vytvofeny konzervy a ulozeny do -
80 °C. Pro dalsi praci byla pouzita kolonie ¢. 7 nesouci VP2-pFLAG-CMV5a, kolonie ¢. 2
nesouci VP3-pFLAG-CMV5a.
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kol.c. 3 kol.c.4 kol.c.7

pFLAG-CMV5a VP2 kolonii 3,4 a7

stepeny VP2{720ph)

kol.¢.2 kol..6 kol.c.8

pFLAG-CMV5a-VP3 kolonii 2,6 a8

stépeny VP3(590ph)

Obr. 5.34. Ovéfeni vybranych monokolonii (po elektroporaci) s$tépenim na piitomnost VP2-pFLAG-
CMVb5a a VP3-pFLAG-CMV5a. Obrazek A. Horni ¢ast gelu: VP2-pFLAG-CMV5a izolované z vybranych
kolonii 3, 4 a 7 bud’ sté€pené Bglll a EcoRI (vzdy prvni sloupec na gelu z dané dvojice) nebo nestépené (vzdy
druhy sloupec na gelu z dané dvojice). Vystépeny fragment z vektoru VP2-pFLAG-CMV5a kazdé §tépené
kolonie odpovida velikosti VP2 fragmentu (720pb). Dolni ¢&ast gelu: VP3-pFLAG-CMV5a izolované z
vybranych kolonii 2, 6 a 8 §t€pené Bglll a EcoRI (vZdy prvni sloupec) a nestépené (druhy sloupec). Vystépeny
fragment z vektoru VP3-pFLAG-CMV5a kazdé kolonie odpovida velikosti VP3 fragmentu (590pb).

5.2.3 STUDIUM LOKALIZACE MINORITNiCH PROTEINU VP2 A VP3
MCPyV V 3T3 MYSICH FIBROBLASTECH

Proces transfekce prob¢hl dle protokolu uvedeného v kapitole 4.2.6. Byly provedeny celkem
tii transfekce: transfekce konstruktem VP2-pFLAG-CMVb5a, VP3-pFLAG-CMVb5a a
pPFLAG-CMV5a (plazmid bez insertu jako negativni kontrola). Na kazdou transfekci bylo
uzito 4.10° 3T3 mysich fibroblasti. K buitkim bylo pfidano po 6 ug plazmidové DNA a
100ul transfekéniho roztoku. Po transfekei (systém Amaxa) byly buiiky vysety po cca 30ul na
sklicko a v termostatu ponechdny po dobu 4,5 hodiny a 21 hodin, pak byly fixovany a
zpracovany metodou nepiimé imunofluorescence (kapitola 4.2.9), dale viz podkapitola:
Studium lokalizaci konfokalni mikroskopii. Zbytek suspenze byl vyset na jednu jamku z 6-
jamkové desky a tyto buniky byly sklizeny po 21 hodinach, lyzovany a lyzat elektroforezovan
na SDS PAAGE (protokol v kapitole 4.2.14). Separované proteiny byly analyzovany metodou
Western blot (protokol v kapitole 4.2.15).
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» KONTROLA PRODUKCE PROTEINU V BUNCE METODOU WESTERN
BLOTU

Pro kontrolu produkce proteinu v transfekovanych bunkach byly vytvofeny z ¢asti
transfekovanych bunék lyzaty. K bunéénému peletu bylo ptfidano 100ul RIPA pufru s 3ul
PMSF, resuspendovano a ponechano inkubovat 20 minut na ledu. Bunétna smés byla
sonikovana ru¢nim sonikatorem. Po inkubaci byl lyzat centrifugovan 20min pii 4 °C a 20 000
g. Ziskany supernatant byl ulozen do —20 °C. SDS PAAGE elektroforéza a Western blot (Obr.
5.35.) byly provedeny dle protokoli uvedenych v kapitole 4.2.14 a 4.2.15. Lyzaty byly
naneseny na 15% SDS PAAGE gel (v kapitole metody je uveden jinak pouzivany 10% gel)
po cca 30ul. Pro imunoanalyzu byla uzila krali¢i polyklondlni protiladtka namifenou proti ESC
(FLAG) v fedéni 1:5000 (RbaESC), jako sekundarni protilatka byla uzita kozi protilatka proti
mys$im imunogloblinim konjugovana s HRP (GaRDbPx,). U lyzatu VP2-pFLAG-CMV5a byl
detekovan prouzek odpovidajici mobilitou velikosti proteinu cca 26 kDa, coz odpovida
velikosti VP2-FLAG [VP2 (25kDa) + epitop FLAG (1kDa)]. U tohoto lyzatu byl také
detekovan prouzek odpovidajici cca 22 kDa - pravdépodobné se jedna o protein VP3, ktery je
syntetizovan z vnitiniho ATG sekvence VP2 proteinu. U lyzatu VP3-pFLAG-CMVb5a byl
detekovan prouzek na urovni 22 kDa, ktery odpovida proteinu VP3-FLAG [VP3 (21 kDa),
epitop FLAG (1kDa)]. Vse je zobrazeno na obr. 5.35.
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Obr. 5.35. Ovéfeni produkce flizovanych minoritnich proteini metodou Western blot. Lyzaty 3T3
fibroblast 21hodin po transfekci, pouzité protilatky: RbaESC (1:5000) proti epitopu FLAG a GaRbPx (1:1000).
NK (pFLAG-CMV5a), 1. lyzat VP2-pFLAG-CMVba , 2. lyzat VP3-pFLAG-CMVb5a. U lyzatu 1. a 2.
detekovan signal odpovidajici cca 22kDa (VP3-FLAG), u lyzatu 1.1 také detekovan signal odpovidajici 26 kDa
(VP2-FLAG).

» VLASTNI STUDIUM LOKALIZACI KONFOKALNI MIKROSKOPII

Pro studium lokalizaci minoritnich proteinti bylo vyuzito konstruovanych expresnich vektori
VP2/VP3-pFLAG-CMV 5a, kterymi byly transfekovany burniky mysich fibroblasti linie 3T3 .
Transfekce a naslednd metoda nepiimé imunofluorescence byly provedeny dle protokoll
Vv kapitolach 4.2.6 a 4.2.9. Pfi imunofluorescenci bylo uzito krali¢i polyklonalni protilatky
namifené proti sekvenci ECS (FLAG) - protilatka byla po natedéni vysycena 1 hodinu na
fixovanych 3T3 bunikach pro snizeni jejich nespecifickych vazeb na bunky. Jako sekundarni
protilatka byla uzita kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s Alexa
Fluor 488 (proteiny VP2-FLAG a VP3-FLAG tedy znaceny zelen¢). Bunécné struktury byly
vzdy znafeny Cervené: jaderny lamin B (kozi protilatka proti laminu B, osli protilatka proti
kozim imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor 546), dale BIiP jako marker
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endoplazmatického retikula (kralic¢i protilatka proti BiP/Grp78, kozi protilatka proti kralicim
imunoglobuliniim konjugovana s Alexa Fluor 546) a histon H1 (mysi polyklonalni protilatka
proti histonu H1, Cy3 protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor
546)

Konfokalni analyza lokalizace minoritnich proteinti v buiice ukézala, ze VP2 se nachazi
prevazné v cytoplasmé, i kdyz malou ¢ast je mozno detekovat v jadre (1épe patrno na obr.
5.38). VP3 zistava v cytoplazmé (obr. 5.39). Ani u jednoho z proteinti nebyla pozorovana
kolokalizace s jadernym obalem (laminem B) (Obr. 5.36 a 5.37). Byla pozorovana ¢aste¢na
kolokalizace obou virovych proteint s proteinem BiP - markerem endoplasmatického retikula
(obr. 5.38 a 5.39). Vazba obou proteinil na vnitrobunééné membrany vsak nebyla zdaleka tak
presvédéiva jak tomu je u VP2 a VP3 mysiho polyomaviru (Huerfano et al. 2010). Nebyl
rovnéZ pozorovan vyrazny cytotoxicky efekt pfitomnosti obou minoritnich proteint MCPyV
v bunce. Histon H1, ktery pii poskozeni jaderné membrany translokuje do cytoplazmy, kde je
rychle degradovan, si v burnikach produkujicich VP2 nebo VP3 MCPyV zachovaval jadernou
lokalizaci 4 hod ale i 21 hodin po transfekci (obr. 5.40 — 5.43) Je tedy patrné, Ze minoritni

strukturni proteiny MCPyV jsou vyrazné¢ mén¢ cytotoxické nez jak je tomu v ptipadé¢ MPyV.
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DAPI VP 2 protein lamin B prekryv

Obr. 5.36. Studium kolokalizace VP2 proteinu s laminem B v buiikach 3T3 (transfekce VP2-pFLAG-
CMV5a,) 4,5 hod. po transfekci. DNA jadra modie (DAPI), VP2 protein zeleng, laminB ervené.

DAPI VP 3 protein lamin B prekryv

Obr. 5.37. Studium kolokalizace VP3 proteinu s laminem B v buiikach 3T3 (transfekce VP3-pFLAG-
CMV5a) 4,5 hod. po transfekci. DNA jadra modie (DAPI), VP3 protein zeleng, laminB ¢ervené

DAPI VP 2 protein prekryv

Obr. 5.38. Studium kolokalizace VP2 proteinu s BiP v buiikach 3T3 (transfekce VP2-pFLAG-CMV5a,)
4.5 hod. po transfekci. DNA jadra modie (DAPI), VP2 protein zelené, BiP ¢ervené Mista kolokalizace Zluta

DAPI VP 3 protein [ prekryv

Obr. 5.39. Studium kolokalizace VP3 proteinu s BiP v buiikach 3T3 (transfekce VP3-pFLAG-CMV5a,)
4,5 hod. po transfekci. DNA jadra modie (DAPI), VP2 protein zeleng, BiP ¢ervené Mista kolokalizace Zluta
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DAPI VP 2 protein Histon H1 prekryv

Obr. 5.40. Studium cytotoxického efektu VP2 proteinu na histon H1 v buiikach 3T3 (transfekce VP2-
pFLAG-CMV5a,) 4,5 hod. po transfekci. DNA jadra modie (DAPI), VP2 protein zelené, histon H1 ¢ervené

DAPI VP 2 protein Histon H1 prekryv

Obr. 5.41. Studium cytotoxického efektu VP2 proteinu na histon H1 v buikach 3T3 (transfekce VP2-
pFLAG-CMV5a,) 21 hod. po transfekci. DNA jadra modte (DAPI), VP2 protein zelené, histon H1 ¢ervené

DAPI VP 3 protein Histon H1 prekryv

Obr. 5.42. Studium cytotoxického efektu VP3 proteinu na histon H1 v buiikach 3T3 (transfekce VP3-
pFLAG-CMV5a,) 4,5 hod. po transfekci. DNA jadra modie (DAPI), VP3 protein zelené, histon H1 ¢erveng

DAPI VP 3 protein Histon H1 prekryv

. ‘ -
4

Obr. 5.43. Studium cytotoxického efektu VP3 proteinu na histon H1 v buiikach 3T3 (transfekce VP3-
pFLAG-CMV5a,) 21 hod. po transfekci. DNA jadra modie (DAPI), VP3 protein zeleng, histon H1 ¢ervené
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5.3 KONSTRUKCE UNIVERZALNiHO EXPRESNIHO VEKTORU ,,phGf-
POLYLINKER PRO ZAJISTENI EXPRESE VP3 MCPyV

Pozdni oblasti polyomavirovych genomu (tedy i geny pro minoritni strukturni proteiny) se
nedaii ucinné¢ exprimovat pod béznymi promotory (napi. CMV promotor). Proto jsou v nasi
laboratofi vyuzivany nedavno optimalizované vektory pro expresi pozdnich polyomavirovych
gent v savCich bunkach vytvoiené Ch. Buckem a dostupné u firmy Addgene. Vektory
obsahuji sekvence pro stabilizaci RNA a optimaln¢ prekodované geny. V této diplomové
praci zamétené na studium MCPyV byly z téchto vektori uzity napt. ph2m a pwM, které
nesou sekvenci proteini VP2 a VP1 MCPyV. Vzhledem k tomu, ze neni dostupny takovyto
typ komer¢niho vektoru, ktery by nesl sekvenci VP3 MCPyV, rozhodli jsme se ho pfipravit.
Vzhledem ktomu, Ze flize genu s jakoukoliv sekvenci (EGFP, FLAG) muze ovlivnit
vlastnosti proteinu, potvrzeni vysledkl s pouzitim nefizovaného, nativniho proteinu ve chvili
kdy bude pfipravena specificka protilatka, je zddouci.

Zaklad, ktery je spole¢ny vyse zminénym komerénim vektorum , poskytuje vektor phGf (Ch.
Buck, Addgene). Vyhodou vektoru phGf (Obr. 5.44 B.) je, ze obsahuje gen pro EGFP
(samostatné se exprimujici) a proto umoznuje dobrou kontrolu ptitomnosti vektoru v buiice.
Pro mozné budouci $ir§i pouziti vektoru phGf jsme se rozhodli vnést do tohoto vektoru
nejprve polylinker s restrikénimi misty. Polylinker pro vloZeni do phGf byl odvozen z vektoru
pBlueScript SK- (Obr. 5.44 A). Takto upraveny phGf s novym klonovacim mistem byl pak
vyuzit pro vloZeni sekvence VP3 MCPyV. Sekvence VP3 byla odvozena z optimalizované
sekvence proteinu VP2 vektoru ph2m (Obr. 5.32).

Pro vneseni polylinkeru do phGf vektoru byla vyuzita prvni ¢asti TOPO reakce a v druhé
¢asti LR rekombinace (vSe prostiednictvim kitu pENTR Directional TOPO Cloning od
Invitrogen — viz kapitola 4.2.19.11). Amplifikovany polylinker (z pBluescript SK-) byl TOPO
reakci vloZzen do vektoru pENTR/D-TOPO (obr. 5.46), ze kter¢ho byl polylinker LR
rekombinaci v nesen do phGf vektoru. Rekombinace se odehrala mezi aattR1 a aattR2 phGf
vektoru a aattL1 a aattL2 pENTR/D-TOPO vektoru.
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> NAVRZENi PRIMERU PRO AMPLIFIKACI POLYLINKERU
Z pBLUESCRIPT SK-

Prvnim krokem konstrukce bylo navrzeni primert pro amplifikaci. Primery nebylo nutno
obohatit o jakakoliv restrikéni mista, protoze pro TOPO reakci je zapotiebi, aby vkladané

useky do vektoru pENTR/D-TOPO me¢ly tupé konce. Primery byly navrzeny takto

polylinker FOR 5’-CACCGGGCGAATTGGGTACCGGGC-3
- primer forward pro amplifikaci polylinkerové ¢asti z pPBLUESCRIPT SK-, zelené

je znacena ¢ast komplementarni k vektoru

polylinker REV 5-CACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGC-3
- primer reverzni pro amplifikaci polylinkerové ¢asti z pPBLUESCRIPT SK-, zelen¢ je

znacena Cast primeru komplementarni k vektoru

» AMPLIFIKACE POLYLINKERU Z pBLUESCRIPT SK- A IZOLACE
AMPLIFIKOVANYCH POLYLINKERU Z GELU

Amplifikace probéhla dle protokolu uvedeného v kapitole 4.2.19.10. Jako templat pro PCR
amplifikaci byl uzit pPBLUESCRIPT SK-. Tento vektor nese sekvenci polylinkeru (obr. 5.44
A - polyliner popsan jako MCS) o velikosti 132 pb. Negativni kontrola obsahovala misto
templatu H20.
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Obr. 5.44. Schéma vektori pBluescript SK- a phGf. A: Schéma vektrou pBluescript SK- s ¢ervené
vyznacenym polylinkerem (MCS) Schema vektoru upraveno a pievzato z Xenabase. B: Schéma phGf vektoru.

Oblast mezi fialové znacenymi misty (attR1 a attR2) je mozno LR rekombinaci nahradit — v nasem pfipadé za
polylinker z pBluescript SK-.. Schema phGf vektoru upraveno a ptevzato z Addgene.

Amplifikace byla nékolikrat zopakovana a pokazdé ovéfena agardzovou elektroforézou.

Vsechen amplifikovany materidl byl spojen, nanesen na agardzovy gel, ze kter¢ho byly

ptislusné fragmenty izolovany (Obr. 5.45, protokol viz kapitola 4.2.19.7) a nasledné

precistény. Koncentrace izolovaného polylinkeru byla pouhych 6,8 ng/pl, pfesto byla pouZita
pro TOPO reakci.
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Obr. 5.45. Ovéieni PCR amplifikace polylinkeru z pBluescript SK- Cervené ohrani¢ené fragmenty
odpovidaji 132 pb, tedy polylinkeru.

5.3.1 TOPO REAKCE POMOCI ,,pENTR DIRECTIONAL TOPO
CLONING*“ KITU A JEJi OVERENI

Reakéni smés pro TOPO reakci byla vytvotfena dle manualu kitu pENTR Directional TOPO
Cloning Kits. Molarni pomér PCR produktu (v tomto ptipadé polylinkeru pBluescript) a
TOPO vektoru (pENTR/D-TOPO) se méla idealné pohybovat v rozmezi (0,5:1) — (2:1). Pti
molarnim poméru 1:1, z vypoctu velikosti (pb) reaktantti vyplynulo, ze by bylo tfeba dat 19x
vice polylinkeru nez TOPO vektoru. A protoze se do reakce doporucuje aplikovat 1ul TOPO
vektoru (asi 15 ng), polylinker by musel byt pfidan v mnozstvi 285 ng. Vzhledem k nizkému
vytézku polylinkeru po izolaci z gelu (pouze 6,8 ng/ul), by se ho muselo do reakce ptidat asi
40 pl. Do reakce se ovsem nedoporucuje aplikovat vice nez 4 ul PCR produktu (polylinkeru),
proto bylo aplikovdno maximum PCR produktu, tedy 4 pl polylinkeru (pouze asi 27 ng),
S tim, Ze probéhne pouze 25 % TOPO reakce.

Reakéni smés byla slozena z:
e 4ul polylinkeru pBluescript
e lul,salt solution*

e 1ul TOPO vektoru (pENTR/D-TOPO)
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Smés pak byla ptidana ke kompetentnim E.coli TOP10 a vyseta na plotny. Vzniklé kolonie
byly testovany a ovéfovany na pritomnost polylinkeru v pENTR/D-TOPO. Cely proces
probéhl dle postupu v protokolu Invitrogen (kapitola 4.2.19.11).

> OVERENI A VYBER POZITIVNICH KOLONII PO TOPO REAKCI

Uspésnost reakce byla ovéfena jednak $tépenim jednoho zvoleného §tépného mista
V polylinkeru a jednoho mista ve vektoru tak, aby zaroven bylo mozno ovéfit orientaci
vlozeného polylinkeru. Nejprve byl nastépen vektor izolovany miniprepara¢ni metodou DNA
(4.2.19.5). Na zakladé vysledku $tépeni byly vybrany kolonie 3, 4, 6 a 7 (Obr. 5.46.), které
pak byly zaockovany do LB media se Zeocinem a izolovany pomoci kitu (4.2.19.2.). V obou
ptipadech $tépeni (po izolacich minipreparacni a kitem) bylo zvoleno EcoRV stépné misto,
které se nachazelo ve vektoru i v polylinkeru. Na elektroforéze je vidét vystépeny fragment o
velikosti nad 200 pb, coz by znacilo opacnou orientaci vloZzeného polylinkeru (opacna
orientace polylinkeru by stejné¢ v expresnim vektoru neméla znamenat problém). Protoze
rozdil mezi vystépenym fragmentem v pozitivni orientaci a negativni orientaci €inil jen cca

30pb, byl usek z vektoru s polylinkerem osekvenovan. Osekvenovan byl plazmid kolonie ¢.3.

kolonie €. £ T0POZ

35 AAG GGT
= TTC CCA

Ascl

1 2|3 4|5 |6 7|8 10

5000 pb
1500 pb

500 pb

200 pb
70 pb

Obr. 5.46. Ovéieni vlozeni polylinkeru do pENTR/D-TOPO (po minipreparaci DNA) §tépenim. Ke $tépeni
byl uZit restrikéni enzym EcoRV (§tépné misto bylo ve vektoru i v polylinkeru). Spravnym §tépenim vznikly dva
fragmenty — mens§i ¢ast s polylinkerem a zbytkova ¢ast vektoru. Pti kladné orientaci vloZeného polylinkeru mél
vzniknout cca 185pb fragment, v piipadé negativni orientace 222pb fragment. V &ervenych rameécich jsou
kolonie, které odpovidaly spravnému §tépeni. Velikost mensiho fragmentu nasvédCovala spise opaéné orientaci
polylinkeru. VVpravo je mapa plazmidu pPENTR/D-TOPO.
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Vysledek sekvenace nakonec ukézal vlozeni ve spravné orientaci. V misté¢ polylinkeru
sekvenace ale ukéazala, Ze bylo naruSeno restrikéni misto pro EcoRI. Proto byl polylinker
znovu $té€pen v misté pro ECORI - pro ovéfeni, zda nese vskutku nefunk¢éni EcoRI misto, nebo
doslo pouze k chybé polymerazy pii sekvenaci. Polylinker byl tedy Stépen EcoRI, zatimco
PENTR/D-TOPO vektorova ¢ast byla naStépena enzymem Eco0109I. Stépeni ovéfilo
pritomnost funkéniho EcoRI mista v polylinkeru, nebot vystépeny fragment odpovidal
piredpovézené velikosti (cca 200 pb), jak tomu meélo byt v pifipadé funkéniho EcoRI mista

(Obr. 5.47.). Takto ovéfeny vektor mohl byt uzit pro dalsi krok, tedy LR rekombinaci.

5000 pb
P cca 2500 pb
1500 pb
500 pb
200 pb cca 200 pb
70 pb

Obr. 5.47. Ovéfeni pritomnosti EcoRI mista v polylinkeru. V ¢erveném ramecku je vidét fragment o cca 200
pb vznikly Stepenim vektoru enzymem EcoRI v kombinaci s enzymem Eco0109I, ktery potvrdil ptitomnost
funkéniho EcoRI mista. Fragment o cca 2500 pb je zbytkova c¢ast po Stépeni vektoru. V sousednim
nezaramovaném sloupci vidime nestépeny plasmid pENTR/D-TOPO-polylinker pro kontrolu.

5.3.2 LR REKOMBINACE A JEJI OVERENI

Poslednim krokem piipravy plazmidu phGf-polylinker byla LR rekombinace mezi pENTR/D-
TOPO nesoucim polylinker a phGf vektorem. Bakterie nesouci plazmid phGf byly
zaoc¢kovany do LB media se Zeocinem. Z pomnozenych bakterii byl plazmid izolovan kitem a

ovefen na agar6zové elektroforéze (Obr. 5.48).
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Obr. 5.48. Ovéieni phGf po izolaci V &erveném ramecku jsou patrné tii konformace izolovaného vektoru.

LR rekombinace prob¢hla dle doporuceného protokolu Invitrogen (4.2.19.11). Do reakce byl
ptidan pENTR/D-TOPO (2712 pb) a phGf (5680 pb) v molarnim poméru 1:1 (tedy 2x vice
PENTR/D-TOPO nez vektoru phGf). Reakéni smés tedy byla slozena z doporucenych 150 ng
PENTR/D-TOPO (z kolonie ¢.3), tomu odpovidajicich 72,5 ng phGf a byla doplnéna do 8 ul
TE pufru. Dalsi kroky prob¢hly dle protokolu Invitrogen. Po elektroporaci (4.2.18.3.) do

kompetentnich bakterii TOP10 byla smés vyseta na misky a inkubovéna pii 37 °C pies noc.

» OVERENI VEKTORU PO LR REKOMBINACI

Nahodné vybrané monokolonie byly z narostlych misek pieoCkovany do LB media se
Zeocinem a zpracovany dle protokolu minipreparace DNA (kap. 4.2.19.5). Izolovany plazmid
byl Stépen Vv mistech Avrll (ve vektorové casti) a EcoRV (v polylinkerové ¢ésti). Pri
ptitomnosti polylinkeru a jeho spravné orientaci vznikly v izolovanych vektorech kolonii
piedpokladané useky o cca 1800 pb a 2500 pb (dva spodni pruhy na Obr. 5.49). Tieti nejvyse
polozeny prouzek je linearizovany plazmid phGf-polylinker (4325 pb).. Zde je nutno doplnit,
ze phGf vektor se rekombinaci zmensil z 5000pb na cca 4325 pb. Na zakladé vysledku byly
vybrany pozitivni kolonie ¢. 1, 3, 6 a 8, ze kterych byly plazmidy izolovany Kitem (viz
4.2.19.2). Takto izolované plazmidy pak byly znovu zkontrolovany $tépenim (Obr. 5.50.) —
jednak byly stépeny stejnymi enzymy jako v ptipadé minipreparace (obr. 5.50. - dolni ¢ast) a
pak pouze enzymem EcoRV, aby bylo mozno porovnat linearizovany a nelinearizovany
phGf-polylinker (obr.5 50 - horni ¢ast). V tomto pfipad¢ jiz vektor nebyl dale ovéfovan

sekvenaci. Pro dalsi praci byl pouZit klon €.1.
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kolonie ¢.

5000 pb — cca 4325 pb
cca 1800 pb

500 pb __

Obr. 5.49.. Vysledek minipreparace pro ovéFeni pFitomnosti MCS v phGf. Stépena byla mista Avrll a
EcoRV. Pii ptitomnosti polylinkeru a jeho a spravné orientaci vznikly piedpokladané useky o cca 1800 pb a
2500 pb. Tteti horni prouZek je linearizovany phGF-polylinker (4325 pb).

kolonie 1 3 [ ]
; A

kontrolni ftépeoni 2 vyizolovanych
kolonii €.1,3,6 a8,

5000ph
1300 ph kontralni tépeni kolonii &1,3,6 a8
500 pb dvéma enzymy
\\uelimu fragmentu odpovida
linearizovanému pHGF-polylinkery
(cea 4325ph)
ciéa 2500 ph
eca 1800 pb

Obr. 5.50. Kontrolni §tépeni plazmidu ,,phGf-polylinker“ z vybranych kolonii.. V hornim gelu (oranzovy
popis) je kontrolni §t€peni plazmidu phGf-polylinker z izolovanych kolonii ¢.1, 3, 6 a 8. V prvnim sloupci je
$tépeni plazmidu v jednom polylinkerovém misté (EcoRV), ve druhém sloupci je nestépeny plazmid. Na dolnim
obrazku (zeleny popis) je §tépeni plazmidu phGf-polylinker z kolonii 1, 3, 6 a 8 EcoRV enzymem v oblasti
polylinkeru a enzymem Avrll v oblasti vektoru. St&penim vznikly tii fragmenty 1800 pb a 2500 pb (svédéi o
pfitomnosti a pozitivni orientaci polylinkeru), nejvyse polozeny pruh odpovida linearizovanému vektoru phGf-
polylinker (4325pb).
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53.3 VLOZENI SEKVENCE KODUJICi VP3 MCPyV DO
VYTVORENEHO VEKTORU ,,phGf-polylinker*

Do vytvoteného vektoru phGf-polylinker byla v poslednim kroku vlozena sekvence kodujici
proteinVP3 MCPyV.

> NAVRZENI PRIMERQ PRQ AMPLIFIKACI SEKVENCE VP3 Z ph2m
VEKTORU PRO VLOZENI DO ,,phGf-polylinker*
Do primera pro amplifikaci sekvence kodujici VP3 (z optimalizované sekvence proteinu VP2
MCPyV ptitomnou ve vektoru ph2m) bylo nutno zahrnout Xhol a EcoRI restrikéni mista.
Tato mista byla vybrana pro vloZeni sekvence VP3 do polylinkerové casti plazmidu phGf-
polylinker. Templatem pro PCR amplifikaci VP3 sekvence byl tedy vektor ph2m (Obr. 5.32)
ziskany z Addgene (Ch. Buck). Vektor ph2m nese optimalizovanou sekvenci VP2 MCPyV.
Protoze protein VP3 (sekvence nukleotidd 590 pb) je zkracenou formou VP2 (nukleotidova
sekvence 720 pb), lze vhodnymi primery amplifikovat sekvenci VP3. Pro tuto konstrukci

jsme zvolili del§i ze dvou moznych variant putativniho VP3 Primery byly navrZzeny takto:

MerVP3_XHOI _FW 5-GTA GTACTC GAG
- primer forward, pro amplifikaci VP3 z ph2m vektoru, ¢ervené je znaceno restrikéni

misto Xhol, zelené je znacena ¢ast komplementarni k vektoru ph2m

MerVP2/3_ECoRI_REV 5-GTT CAAGAATTC
- reverzni primer, pro amplifikaci VP3 zph2m vektoru, cervené je znaceno

restrikéni misto EcoRI, zelen¢ je znacena ¢ast komplementarni k vektoru ph2m

Pritomnost §tépnych mist Xhol a EcoRI (pro vlozeni VP3 do pHGF-polylinkeru) v pHGF-

polylinkeru byla pted objednani primert jesté ovéfena (Obr. 5.51.).
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5000 pb
nestépeny

pGHF.polylinker
1500 ph

300 ph §tépeni pHGF-polylinkeru

Xho | enzymem

stepeni pHGF-polylinkeru
EcoRl enzymem

Obr. 5.51. Ovéfeni pritomnosti §tépnych mist Xhol a EcoRI v pHGF-polylinkeru (pro specifické vloZeni
VP3 do pHGF-polylinkeru.). Ovéteni ptitomnosti §tépnych mist pro Xhol a EcoRI enzymy (plazmid byl
linearizovan).

» AMPLIFIKACE VP3 SEKVENCE Z ph2m VEKTORU

Vysledek PCR reakce (protokol kapitola 4.2.19.10) je ukazan na elektroforéze (Obr. 5.52).
Fragmenty obsahujici gen pro VP3 byly ptecistény, st€peny Xhol a EcoRI enzymy, kolonkou

znovu pieéistény a opét ovéteny na elektroforéze (Obr. 5.53).

—1500 ph
— 500 pb

Obr. 5.52. Ovéfeni PCR amplifikovanych sekvenci kodujicich VP3 pro vloZeni do phGf-polylinker.
Amplifikovany fragment je cca 590 pb dlouhy (Cerveny ramecéek). NK je negativni kontrola (templat byl
nahrazen H,0).
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1500 pb —

500 pb — 390 pb (VP3)

Obr. 5.53. Ovéieni amlifikované, §té€pené a presrazené frakce sekvenci kodujicich VP3 pFipravenych pro
ligaci do phGf-polylinker..

» LIGACE VP3 SEKVENCE DO VEKTORU ,,phGf-polylinker

Vektor phGf-polylinker byl pfipraven na ligaci, tzn. nastépen a pieCistén fenol-
chloroformovou metodou (protokol kapitola 4.2.19.4). Pied vlastni ligaci byl znovu ovéfen na
elektroforéze (Obr. 5.54.) a defosforylovan dle protokolu Fermentas (kapitola 4.2.19.9.).

phGf-polylinker
— Stépeny (4325 pb)

5000 pb—

phGf-polylinker
1500 ph— nestépeny
500 ph —

Obr. 5.54. Ovéfeni ,,pHGF-polylinker“ po nastépeni EcoRI a Xhol a po preli§téni. Na obrazku je phGf
polylinker §tépeny EcoRI a Xhol (prvni sloupec) a nestépeny (druhy sloupec).

Ligace probéhla dle protokolu uvedeného v kapitole 4.2.19.9. Do liga¢ni smési bylo ptidano
400 ng vektoru phGf-polylinker a 166,7 ng VP3 fragmentu. V negativni kontrole byl inzert
nahrazen H2O. Liga¢ni smés byla elektroporaci (4.2.18.3) vnesena do kompetentnich bakterii
TOP 10.
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» OVERENI VYSLEDKU LIGACE

Po transformaci bylo 20 monokolonii zaockovano do LB media se Zeocinem., aby byla
otestovana pritomnost plazmidu ,,VP3-phGf-polylinker®. Izolace vektori byla provedena
metodou minipreparace DNA (kapitola 4.2.19.5). Izolované vektory byly Sté€peny restrikénimi
enzymy EcoRI a Xhol, toto $tépeni mélo zajistit vyStépeni VP3 sekvence pokud byla
piitomna. VP3 bylo vystépeno, takze na gelu vznikly pfedpokladané fragmenty o cca 590 pb a
3735 pb (Obr. 5.55). Na zaklad¢ vysledku byly vybrany pozitivni kolonie ¢. 4, 5, 9 a 10, ze
kterych byly plazmidy izolovany tentokrate komerénim kitem ,.endofree” Takto izolované
plazmidy pak byly znovu stejnym zpisobem stépeny Xhol a ECORV enzymy, pro ovéieni
ptitomnosti sekvence VP3 MCPyV (Obr. 5.56).

1 52 30 & 5006 7 38 19740

5000 ph
1500 ph

500 pb 590 pb (VP3)

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

5000 pp —
1500 pb —

500 pb 590 pb (VP3)

Obr. 5.55. Kontrolni $tépeni plazmidu ,,VP3-phGf-polylinker« izolovaného z monokolonii po
minipreparaci DNA. V piipadé, ze vektor obsahoval VP3 sekvenci, byl z n€ho vystépen fragment o velikosti
cca 590 pb (Cervené ramecky).
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5000 pb —
1500 ph —

500 pb —

]
590 pb (VP3)

4325 pb

Obr. 5.56. Kontrolni §tépeni plazmidu ,,VP3-phGf-polylinker* izolovaného komerénim kitem z kolonii ¢.4,
5, 9 a 10. Z vektoru kazdé kolonie byl vystépen fragment obsahujici¢ sekvence pro VP3 (vzdy prvni sloupec
kazdé kolonie), druhy sloupec kazdé kolonie je nestépeny plazmid.

Pfestoze opakovand Stépeni ukazala uspéSné vlozeni VP3 sekvence do vektoru pHGF-
polylinker, byl vektor jedné kolonie (kolonie ¢.5) osekvenovan. Pro vektory typu phGf nebyly

dostupné sekvenacni primery, proto bylo nutné je navrhnout.

> NAVRZENI PRIMERU PRO SEKVENACI VEKTORU TYPU phGf A
VYSLEDEK SEKVENACE

Primery byly navrZeny tak, aby nasedaly co nejblize vloZenému polylinkeru, takZe je lze uZit i

pro jiné vektory typu phGf, které polylinker neobsahuji:

FW sekv pHGF-pol 5-TGTTCTGCGCCGTTACAGATCC -3
- primer forward pro sekvenaci vektoru ,,VP3-phGf-polyliker v oblasti vloZeného

polylinkeru, zelen¢ je znac¢ena ¢ast komplementarni k vektoru
REV sekv pHGF-pol 5- GATTAAGAGTGGGGTGGCAG -37

- reverzni primer pro sekvenaci ,,VP3-phGf-polyliker v oblasti vlozeného

polylinkeru, zelen¢ je znacena ¢ast komplementarni k vektoru
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Sekvenace potvrdila vlozeni sekvenci kodujicich VP3 ve spravné orientaci. ,,VP3-phGf-
polylinker* nebyl prozatim vyuzit k zadnym experimentim Bude pouzit po ziskani specifické

protilatky proti minoritnim proteiniim MCPyV.

lﬁminafﬂfﬁfmmﬂ-’ﬁa

. g
o SVe0 p_rrf;_-;?fw p
0,_110 awﬂll e

phGf-polylinker
(4325 ph)

cca 1452 pb nahrazeno za 169 pb
{polylinker+&ast pENTR/D-TOPO)

pBluescript SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 601-826)

T7 Promoter . Kpn | Ii)m I ¥he

| L
TTGTAAMACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCAC TATAGGGCGAATTGGGTACC Gaeccccccw
K13 -20 primer binding site T7 primer binding sife i

Mot |
EcoR | |i"€i Smia | BamH | Spel ¥bal |?ﬂg | l?sl){ | ?ﬂc Il ?:IC'
— VP3 CTGCAGCCCGGGGGATCCAC TAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCA. . .

5K primer binding site

i T3 Promoter -gal c-fragment

- .GCTTTTGTT{;CGT TTAGTG&GGGTTMT'Il'TCGﬁGCTTGGG GTMTpATGGT CATAGCTGTTTCC

*

T3 primer binding site W13 Reversa primer binding site

Obr. 5.57. Schéma konstruktu ,,VP3-phGf-polylinker*“. Na vektoru je tmavé zelenou barvou ordmovano
misto, kde doslo k vyméné ptvodni ¢asti phGf za ¢ast polylinkeru z pBluescript SK-. O jakou ¢ast polylinkeru se
jedna je znazornéno tmavé zelenym ohrani¢enim v sekvenci polylinkeru pBluescript SK-. Cervené jsou
ohranicena restrik¢ni mista Xhol a EcoRlI, pies kterd byla do polylinkeru vloZena sekvence VP3, svétle zelené je
znazornéno misto, kam byla v polylinkeru vloZena sekvence kodujici VP3.
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6 DISKUZE
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6.1 PRIPRAVA MONOKLONALNI PROTILATKY PROTI HLAVNIMU
KAPSIDOVEMU PROTEINU VP1 POLYOMAVIRU KARCINOMU
MERKELOVYCH BUNEK

Monoklonalni protilatky jsou jedine¢nym nastrojem pro studium mnoha s buitkou spojenych
déju - jako jsou naptiklad protein-proteinové interakce ¢i sledovani proteinu v bunéénych
strukturach. Protilatky jsou rovnéz vyuzitelné v riznych analytickych ¢i izola¢nich metodach,
ale také nachdzi své uplatnéni na poli klinickém, zejména na urovni diagnostické. V ramci
této diplomové prace se podaiilo pfipravit monoklonalni protilatku izotypu IgG2a namifenou
proti nativnimu hlavnimu kapsidovému proteinu VP1 polyomaviru karcinomu Merkelovych
bunck. Takova protilatka zatim neni komeréné dostupna. Prvni prace, ve které je popsana
pfiprava monoklondlnich protilatek namifenych proti VP1 kapsidovému proteinu MCPyV
vznikla az v roce 2010. I tato recentni prace méla jako primarni cil ziskat pfipravou protilatek
nastroj pro studium kapsidovych proteinti v¢etné jejich skladani, nastroj pro studium vstupu
viru, respektive VLPs do bunky. (Pastrana et al., 2010). Diky schopnosti VP1 proteinu tvofit
VLPs i bez piitomnosti jinych slozek viru (Salunke et al., 1986), a vzhledem k jejich velké
imunogenité (Caparrés-Wanderley et al., 2004) byly jako imuniza¢ni antigen pouzity VPI
VLPs. Ty byly ziskané izolaci z hmyzich bun¢k infikovanych rekombinantnim bakulovirem
nesoucim VP1 MCPyV (poskytnut Dr. Srollerem z UHKT). Po imunizaci mysi kmene Balb/c
a fuzi slezinnych bun€k imunizovaného zvifete s myelomovymi bunikami probihala selekce
hybridomovych bun¢k na zakladé testovani hybridomovych médii metodou ,,Dot blot* ale
zejména za vyuziti pratokového cytometru, ktery umozZnil testovat velké mnoZstvi
hybridomovych médii a nasledné vybrat nejlépe produkujici klony. Bylo generovano celkem
jedenact hybridomt, které ale pochéazely ze spolecného prvniho klonu. Pfi charakterizaci
ziskanych protilatek, nebyla pozorovana zadna odli$nost v jejich vlastnostech, takZze se velmi
pravdépodobné jedna o identickou protilatku. Zakladnimi vlastnostmi, které jsou zjiStovany u
piipravenych protilatek, jsou pravé schopnost neutralizace virové infek¢énosti (nebo v ptipadé
VLPs zabranéni vazat se na buiiky nebo do nich vstoupit), pouzitelnost pro metodu nepiimé
imunofluorescence, imunoprecipitace nebo metody Western blot (Pastrana et al., 2010).
Nami ziskana protilatka se ukazala jako nepouZitelnd pro detekci denaturovaného proteinu,
ale vhodnd pro metodu nepfimé imunofluorescence. Také bylo ukazano, Ze protilatka
zabranuje VLPs aglutinovat ¢ervené krvinky, coZ znamena, Ze brani vazbé VLPs na sialovou

kyselinu. Bylo ovSem zji§téno, Ze primarnim receptorem pro MCPyV neni, na rozdil od fady
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znamych polyomavirQ, gangliosid, ktery je zakoncen jednou nebo vice sialovymi kyselinami
((Tsai et al., 2003; Erickson et al., 2009), ale nesialovany karbohydratovy receptor -
glykosaminoglykan (Schowalter et al., 2011; Neu et al., 2012). To znamena, ze by protilatka
nemusela branit adsorpci virovych castic na povrch bunky. Gangliosid GT1b se podle
nedavné prace (Neu et al., 2012) uplatiiuje jako sekundarni receptor, v post-adsorp¢nich
procesech vstupu MCPyV do bunky. Bude tedy zajimavé zjistit, zdali protilatka bude branit
internalizaci virovych Castic bunkou. VP1 VLPs MCPyV maji schopnost hemaglutinovat
morceci erytrocyty, které jsou v nasi laboratofi bézné¢ uzivané pro studium mysiho
polyomaviru. Toto zjisténi bylo prekvapivé, nebot’ jsme ocekavali na zéklad¢ piedchozich
studii, ze najit vhodné zvifeci erytrocyty nebude snadné. Piedchozi prace totiz shodné zjistily,
ze VP1 VLPs MCPyV neinteraguji s lidskymi erytrocyty, ale Ze aglutinuji ov¢i erytrocyty
(Erickson et al., 2009; Schowalter et al., 2011). Zajimavy ptiklad praktického vyuZiti a
vyznamu modifikovaného neutraliza¢niho testu spojeného s VLPs je ukdzan naptiklad ve
studii, ktera potvrdila korelaci mezi vyskytem protilatek proti MCPyV v lidskych sérech a
izolovanou DNA MCPyV z lidské kuze (Faust et al., 2011).

Metodou Dot blot bylo dale ukazano, Zze nedochazi ke kiizové reakci protilatky s proteinem
VP1 lidského BK viru. Naopak, byla detekovéana slaba interakce protilaitky s VP1 MPyV.
Vysledek kiizovych reakci je v souladu s vysledkem studie Gheule et al., 2012, ktera urcovala
ptibuznost mezi jednotlivymi lidskymi polyomaviry na zékladé¢ aminokyselinovych sekvenci
VP1 proteini raznych lidskych polyomavirii. Potvrdila, Ze MCPyV je vice ptibuzny s MPyV,
nez s mnohymi lidskymi poylomaviry a pfi porovnani MCPyV s BK virem byla vzijemna
podobnost nizka. Pfesto ale jsou prace, ve kterych byly generovany protilatky proti VP1
MCPyV, které naopak kiizové reagovaly s VP1 BKV a s VP1 MPyV nikoli (Touzé et al.,
2010).

U reprezentativniho klonu protilatky 1E5/BOHS-E8 byl ur¢en izotyp 1gG2a (firmou EXBIO).
Protilatka bude nabidnuta ke komerc¢nim ucelim, pro mozné uziti v diagnostice ¢i vyzkumu.
Pro diagnostiku pocatku rozvoje karcinomu zplisobeného MCPyV se ale uplatni spisSe
protilatky namifené proti velkému T antigenu nebo jeho deletované formé. Slozky kapsidy
nebo DNA MCPyV, je mozno nalézt i na zdravé lidské kiizi a velkd c¢ast populace ma
protilatky proti VP1 MCPyV. Pfitomnost T antigenu v bunikach, pfipadné protilatky proti T
antigenu v lidském séru jsou znamkou integrace MCPyV do genomu bun¢k (Schmitt et al.,
2012).
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Ziskana protilatka byla dale vyuzita ke konfokalni analyze pohybu VP1 VLPs MCPyV
V buiice. Je tfeba zdlraznit, Ze se jednalo o predbézné pokusy. K analyze byly uzity dva typy
bunék, jednak mysi fibroblasty linie 3T6 a dale lidské primarni plicni epitelialni bunky HEL-
299. Z vysledki nebyl patrny velky rozdil v Gc¢inosti vstupu VP1 VLPs do bun¢k lidskych a
mysich. Do obou typt bun¢k vstupovaly VLPs ve srovnani s VLPs mysiho polyomaviru mélo
ucinné a pomaleji. Bude tedy v budoucnu zapotiebi kromé otestovani ¢astic s dalSimi
bunécnymi typy (nabizeji se napiiklad HRPTC - primarni lidské ledvinné epitelialni buiky
proximalnich tubulti, bunky 293TT, HeLa bunky), také najit optimalni ¢asy pro pozorovani
interakci VLPs s jednotlivymi bunéénymi strukturami. Moznd by pficina problému
s internalizaci viru mohla byt na Urovni receptorti. Jak uz bylo feceno, pro vstup VLPs
MCPyV (a patrné také viru) do bunky je zapotiebi dvou typil receptori. Pro ptichyceni
K buiice slouzi nesialované receptory, tzv. glykosaminoglykany s typickym zastupcem
heparan sufatem (Schowalter et al., 2011; Neu et al., 2012). Sialovany glykolipid, gangliosid
GT1b hraje spisSe roli koreceptoru, ktery se ucastni az post adsorpénich procest, internalizace
nebo ,,sortingu* virovych ¢astic. Proto by pfi¢ina zhorSené¢ho vstupu VLPs do bun¢k mohla
byt v zastoupeni glykosaminoglykanu (nebo naopak gangliosidu) na bunééném povrchu, nebo
také ve vzajemné lokalizaci obou potiebnych receptorti. Pii analyze pohybu VLPs buiikou
byly znaceny nésledujici bunééné struktury: caveolinl, aktin, Casny endozoém, pozdni
endozom, a endoplazmatické retikulum. Zajimavé je, Ze v lidskych fibroblastech byla
pozorovana mnohem vys§i kolokalizace VLPs s caveolineml neZ v pfipadé¢ mySich 3T3
fibroblastii. Produktivni cesta pies caveolae do tzv. caveosomii a z nich do
endoplazmatického retikula byla popsana pro virus SV40 (Pelkmans et al. 2001) Autofi vSak
své prace pozdéji prehodnotili a caveosom prohlasili za artefakt vysoké exprese caveolinu
fizovaného s EGFP a soudi, Ze caveosom piivodné popsany jako organela s neutralnim pH, je
vlastné endolyzozomalni kompartment. (Hayer et al., 2010). Ukazuje se tedy, Ze cesta
polyomavird k produktivni infekci vede pfes Casné a pozdni endozomy, a ze kyselé pH
endozomu je podminkou pro dopravu genomt do bunééného jadra (Liebl et al 2006; Qian et
al, 2009). Pti studiu role cytoskeletu v produktivni infekci MPyVV nasi labotatofi bylo
ukdzano, Ze dynamicky aktin fidi vacky obsahujici virové castice do caveoldrnich struktur,
coZ neni pro produktivni infekci pfiznivé. Virové €astice sortované do vacki odvozenych od
caveol nemusi skon¢it produktivni infekci (Zila et al., nepublikované vysledky). Pfedbézna

konfokalni analyza provedena v této praci, ale identifikovala, i kdyz sporadicky, také
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kolokalizace VLPs MCPyV s ¢asnymi i pozdnimi endozémy a s endoplazmatickym retikulem
t]. sendozomalnimi kompartmenty povazovanymi za soucast produktivni drahy jinych
polyomaviri (MPyV, SV40, BKV). V dal$ich studiich bude vhodné (pokud nebude dostupny
infekéni virus a permisivni bunécna linie) pouzit misto VP1 VLPs tzv. pseudoviriony,
pfipravené expresi vSech tifi strukturnich proteinti a enkapsidaci MCPyV genomu nebo
plazmidu s reportérovym genem v bunkach 293TT. Takovy systém je nyni dostupny
(Neumann et al., 2011).

6.2 KONSTRUKCE VHODNYCH EXPRESNICH VEKTORU PRO PRODUKCI A
STUDIUM BUNECNYCH LOKALIZACI MINORITNICH STRUKTURNICH
PROTEINU VP2 A VP3 POLYOMAVIRU KARCINOMU MERKELOVYCH
BUNEK

Celd tato diplomova prace je zaméfena na studium nedavno objevené¢ho polyomaviru
karcinomu Merkelovych bun¢k (MCPyV). Jednim z cilii prace byla konstrukce expresnich
vektord pro produkci minoritnich strukturnich proteint MCPyV v sav¢ich bunkéch. Exprese
pozdnich proteinit polyomaviri neni jednoducha a konstrukty pro jejich expresi s pouzitim
bézné uzivanych promotorti a autentickych genovych sekvenci byly nefunkéni. V nasi
laboratofi bylo ukazano (Huerfano et al, 2010), ze pokud se minoritni strukturni proteiny
MPyV  fazuji s EGFP sekvenci a to jak z N- konce tak z C- konce, exprese probiha i
Z béznych promotord. Problém je, Ze n€které varianty fuzovanych proteini se mohou chovat
arteficielné v disledku ovlivnéni jejich vyssi struktury pfidanymi sekvencemi. Proteiny
fuzované s EGFP se napf. mohou chovat jako dominantné negativni mutanty pfirozenych
proteini napt EGFP-caveolinl (Liebl et al 2006). Pokud neni k dispozici kontrolni exprese
nefizovaného proteinu, neni jistota, ze ziskané vysledky budou vérohodné. Pro minoritni
proteiny MPyV se ukdazalo, Ze pokud je EGFP pfipojeno na 3’konci minoritnich proteint,
maji tyto filzni proteiny vlastnosti srovnatelné s ptirozenym proteinem (Huerfano et al 2010).
Ke studiu chovani minoritnich proteini MCPyV byly nedavno v laboratofi konstruovany
fazni proteiny VP2-EGFP a VP3-EGFP (Cibulka J., diplomova prace). Pro kontrolu jejich
chovani jsou v nasi laboratofi nyni k dispozici komeréné dostupné optimalizované vektory
Ch. Bucka (Addgene) pro expresi VP1 a VP2 MCPyV a podobny vektor by nyni pfipraven

V ramei této prace i pro expresi del§$i z moznych variant VP3. Problém je, Ze dosud neni
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dokoncena pfiprava specifické protilatky pro detekci minoritnich proteini. Proto jsme
vytvotili  konstrukty VP2-pFLAG-CMVb5a a VP3-pFLAG-CMV5a. Zakladem obou
konstruktt je vektor pPFLAG-CMV 5a, ktery umoziiuje produkci proteinti fizovanych s FLAG
sekvenci (8 aminokyselin) na jejich C- konci. Uzitim protilatky namifené proti FLAG, pak
bylo mozno minoritni protein-FLAG Vv buiikach vizualizovat a porovnat vysledky s témi,
které poskytly proteiny fazované s EGFP (Cibulka J., diplomova prace). Vzhledem ke
kratkosti fizované sekvence je sniZzeno riziko arteficielniho chovani fuzovanych proteini.
Vektoru nesouciho FLAG bylo také uzito v piedeslé praci provedené v nasi laboratoii, kterd
tohoto konstruktu uzila prakticky ke stejnému ucelu, ale pro minoritni proteiny MPyV
(Huerfano et al, 2010).

Soudi se, Ze minoritni strukturni proteiny polyomavirii jsou odpovédné za Gnik polyomavirQ
Z endozOému. V nasi laboratoti byl ukdzan zajimavy fenomén u minoritnich proteini MPyV.
Ukazalo se, ze pokud jsou minoritni proteiny produkovany samostatné, jsou silné cytotoxické.
Cytotoxicita souvisela s jejich afinitou k vnitrobunéénym membranam (Huerfano et al 2010).
V této praci bylo ukdzano, Zze jak VP2 tak VP3 interaguji s vnitrobunéénymi membranami a
narusuji je, coz je zfejme pii¢inou velmi rychlé indukce na kaspazéach zavislé apoptozy. Tyto
vlastnosti byly zjistény jednak u minoritnich proteini divokého typu viru, ale i u proteini
fazovanych na C-konci s EGFP. Proteiny fazované s EGFP na N-konci tyto vlastnosti
nemely. V této diplomové praci jsme chtéli zjistit, zdali také VP2 a VP3 MCPyV maji
podobné vlastnosti. Proteiny fuzované s FLAG byly produkovany v builkidch mySich
fibroblasti linie 3T3 a analyzovany v Case 4,5 hodiny po transfekci. Konfokalni mikroskopie
ukazala, ze naprostd vétSina obou proteinti zistdvala v cytoplasmé (ptestoze, podobné jako
VP2 a VP3 MPyV maji na C- konci bazickou sekvenci, kterd je povazovana za jaderny
lokaliza¢ni signal). To je rozdil od minoritnich proteintt BK viru, které se i pti samostatné
expresi dostavaly u¢inné do jadra (M. Stancikovad, M. Fraiberk, nepublikované vysledky). Tyto
proteiny maji ovsem na C- konci dalsi bazickou doménu. Piekvapivé, kolokalizace obou
minoritnich proteini MCPyV s membranami jaderného obalu nebo endoplazmatického
retikula nebyla zdaleka tak presvédciva jako tomu je u VP2 a VP3 MPyV (Huerfano et al.
2010). V souladu s tim nebyl pozorovana cytotoxicky efekt jejich produkce a to ani 21 hodin
po transfekci. To doklada zjisténi, ze histon H1 si 1 v této dobé zachoval jadernou lokalizaci.
Pfi apotdze je histon H1 translokovan do cytoplasmy (Ohsawa et al., 2008) P#i samostatné
produkci VP2 a VP3 MPyV byla ztrata histonu z jadra pozorovana. (Boura 2004, Vit 2010).
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Také soucasné provadéna méteni koncentrace laktat dehydrogenazy uvoliované z mrtvych
bunck do media s Casem po transfekei potvrzuji nizkou cytotoxicitu VP2 a delsi varianty VP3
(Hornikova L., nepublikované vysledky).

V dalsich pokusech bude nutno ptedevsim ovéfit (az bude k dispozici specifickd protilatka),
ze vlastnosti proteind nebyly ovlivnény pfitomnosti FLAG sekvence piesto, ze je to malo
pravdépodobné. Také budou zkoumany jednotlivé hydrofobni c¢asti proteinii a jejich
schopnosti interagovat S membranami pii rizném pH. Je totiZz mozné, Ze interakce
S membranami u téchto proteini probihd pouze v kyselém prostiedi endozémii. Existuje
hypotéza, Ze minoritni proteiny funguji jako viroporiny pii uvoliiovani virovych Céstic
z endoplazmatického retikula do cytoplazmy. Je vSak mozné, ze MCPyV se dostava na cesté

k jadru do cytoplazmy dfive, napf. z kyselého pozdniho endozému.
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Ziskani monoklonalni protilatky proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1
polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék

Podaftilo se ziskat monoklonalni protildtku namifenou proti hlavnimu strukturnimu
kapsidovému proteinu VP1 polyomaviru karcinomu Merkelovych bun¢k (MCPyV).
Protilatka byla pfipravena na principu hybridomové technologie a byla ziskana ze
stabilnich hybridomovych bun¢k odvozenych z monokolonie. Celkem bylo nasbirano
a otestovano 11 protilatek, které ale pochazi z jednoho spole¢ného klonu a proto maji
stejné vlastnosti.

Bylo zjisténo, ze protilatka je patrné neutralizacni, protoze zabranuje vazbé VLPs na
kyselinu sialovou v hemaglutinaénim testu.

Bylo zjisténo, Ze protilatka rozpoznava konformacni epitop VLPs. a proto neni
vyuzitelna pro detekci denaturovaného antigenu metodou Western blot. Byla ale
ovéfena jeji vyuZitelnost pro metodu nepifimé imunfluorescence. Protildtka
nerozpoznava VLPs lidského BK viru, avSak slab¢ interaguje s VLPS MPyV
Protilatka byla vyuzita pro ptredbéZnou studii pohybu VP1 VLPs buiikou. V této
pilotni studii bylo ukazano, ze VP1 VLPs vstupuji do mysich i lidskych fibroblasti
neucinné. Presto byly zaznamenany kolokalizace VP1 VLPs se strukturami
obsahujicimi caveolinl, ddle také s markerem Casného endozomu EEA1 a markerem
pozdniho endozomu LamP2. Cca 3 hodiny po adsorpci VLPs. byla detekovana
sporadicka kolokaliizace by sBiP markerem endoplazmatického retikula. Tyto
predbézné vysledky naznacuji, Zze by se VLPs MCPyV mohly pohybovat ve
fibroblastech v podobnych endocytickych kompartmentech jako ¢asticeMPyV.

Konstrukce vhodnych expresnich vektori pro produkci a studium bunécych lokalizaci
minoritnich strukturnich proteini VP2 a VP3 polyomaviru karcinomu Merkelovych

bunék

Byly konstruovany expresni vektory pro produkci minoritnich strukturnich proteint
VP2 a VP3 MCPyV v sav¢ich bunkach Jednak byly vytvofeny vektory pro expresi
minoritnich proteint fuzovanych s epitopem FLAG pro studium VP2 a VP3, protoze
jesté neni k dispozici specificka protilatka proti témto proteiniim.

Konstrukty produkujici proteiny VP2 a VP3 MCPyV fuzované s FLAG byly pouZity

pro zjisténi jejich lokalizaci v bunice. VP2 protein byl nalezen pfevdzné v cytoplazmé,
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pouze velmi mala ¢ast byla detekovan v jadie, VP3 protein se nalézal v cytoplazmeé.
Na rozdil od VP2 a VP3 proteiniMPyV, nebyla pozorovana vyrazna afinita obou
proteinti k bunéénym membrandm ani vyraznd cytotoxicita.

e Byl pfipraven expresni vektor pro produkci del§i ze dvou moznych variant proteinu
VP3 MCPyV Vektor je piipraven pro srovnani vlastnosti fizovanych variant
minoritnich proteinti (konstrukt pro produkci VP2 byl ziskén od firmy Addgene) po té
co bude dokoncena priiprava specifické protilatky. Konstrukce byla ovéfena

sekvenovanim
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