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Abstrakt

Cilem této studie bylo vytvofit systém pro snadnou produkci riiznych veterinarnich
chimérickych vakcin zalozenych na stabilnich strukturdch mysiho polyomaviru (MPyV).
Systém je urcen pro antigeny, které jsou problematické z hlediska produkce nebo stability.
Nejprve byly navrzeny univerzalni vektory pro bakulovirovou produkci chimérickych, viru
podobnych castic (VLPs) nebo pentamer zalozenych na hlavnim kapsidovém proteinu VP1
MPyV, k jejich vyuziti jako vakciny proti jinym patogentim. Rizné strategie pouzité v této
studii jsou zalozené na: A) vystaveni vybranych imunogennich epitopii na povrchu VLPs
MPyV jejich inzerci do povrchové smycky proteinu VPI1, B) inzerci cizorodych peptida a
proteind dovnitf VLPs nebo C) fuzi cizorodého proteinu nebo jeho ¢asti s C-koncem proteinu

VPI, a tedy vytvoreni pentamer chimérického proteinu.

Kandidatni vakcina¢ni antigeny proti prase¢imu cirkoviru typu 2 (PCV2), plvodci
systémovych chorob spojenych s PCV2 (PCV2-SD), ktery zplsobuje vyznamné ekonomické
ztraty v chovech prasat, byly pfipraveny pomoci zkonstruovanych vektorti. VSechny kandidatni
vakciny byly po imunizaci mysi schopny indukovat produkci protilatek proti kapsidovému
proteinu PCV2. Kandidatni vakcina VarC zaloZena na fiznim kapsidovém proteinu MPyV a
PCV2 dokazala indukovat produkci protilatek s nejvyssi neutralizacni aktivitou vici PCV2.
Schopnost indukovat produkci neutralizacnich protilatek byla ovéfena po imunizaci prasat.
Vyhodou této vakciny je, kromé jeji efektivni produkce v hmyzich bunikach a jednoduché
purifikace 1 to, Ze patii mezi tzv. DIVA vakciny, pomoci kterych lze rozlisit infikovana zvitata

od zvifat vakcinovanych.

V soucasné dobé jsou papilomatdzy zptusobené bovinnimi papilomaviry typu 1 nebo 2
(BPV-1 a BPV-2) rozsifené po dobytlich farmach v Evropg, véetné Ceské republiky.
V hmyzich bunikach byla proto pfipravena profylaktickda kandidatni vakcina proti BPV-1
zaloZzend na VLPs tvofenych strukturnim proteinem L1 BPV-1 izolatu z ¢eského chovu.

Vakcina indukuje specifické protilatky (v€etné virus neutralizujicich) u mysi 1 skotu.

Obé vakciny (proti PCV2 a BPV-1) jsou v pfipravé pro vyrobu firmou Dyntec spol.

ST1.0.

Kli¢ova slova: Praseci cirkovirus, bovinni papilomavirus, mys$i polyomavirus, VLPs,

chimérické nanostruktury, rekombinantni vakcina



Abstract

The aim of this study was to develop a system for easy production of different veterinary
chimeric vaccines based on stable mouse polyomavirus (MPyV) structures. The system is
designed for antigens that are problematic in production or stability. First, universal vectors for
baculovirus-directed production of chimeric MPyV VLPs or pentamers based on the major
capsid protein VP1 were designed to be exploited as vaccines against other pathogens. The
different strategies used in this study are based on: A) exposure of selected immunogenic
epitopes on the surface of MPyV VLPs by inserting them into a surface loop of the VP1 protein,
B) insertion of foreign protein molecules inside the VLPs, or C) fusion of a foreign protein or

its part with the C-terminus of VP1 protein, thus forming giant pentamers of a chimeric protein.

Candidate vaccine antigens against porcine circovirus 2 (PCV2), the causative agent of
porcine circovirus 2 systemic diseases (PCV2-SD) which causes significant economic losses in
swine breeding, were prepared using the constructed vectors. All candidate vaccines induced
the production of antibodies against the capsid protein of PCV2 after immunization of mice.
The candidate vaccine Var C based on fusion of MPyV and PCV2 capsid proteins, is able to
induce production of antibodies with the highest PCV2 neutralizing capacity. Its ability to
induce production of neutralizing antibodies was verified after immunization of pigs. The
advantage of this vaccine, along with its efficient production in insect cells and easy
purification, is that it represents a DIVA (differentiating infected from vaccinated animals)
vaccine, as it also induces an immune response against the MPyV VP1 protein and vaccinated

and naturally infected animals can thus be distinguished.

Currently, papillomatoses caused by bovine papillomaviruses types 1 or 2 (BPV-1 and
BPV-2) are spread throughout cattle farming in Europe including those in the Czech Republic.
Therefore, a prophylactic candidate vaccine against BPV-1 based on VLPs formed by structure
protein L1 of BPV-1 isolate from a Czech breeding was prepared in insect cells. The vaccine

induces specific antibodies (including virus neutralizing ones) in both mice and cattle.

Both vaccines (against PCV2 and BPV-1) are currently being set up for large scale

production by Dyntec company.

Key words: Porcine circovirus, bovine papillomavirus, mouse polyomavirus, VLPs, chimeric

nanostructures, recombinant vaccine
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Uvod
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Proteiny virovych pouzder jsou selektovany evoluci pro ucinny vstup virG ptes
cytoplasmatickou membranu do bunék a pro dopravu virové genetické informace a jinych
molekul nachazejicich se uvnitt ¢i na povrchu virové ¢astice do bunééného jadra ¢i jinych
bunéénych kompartmentii pro genovou expresi. Viry tak reprezentuji pfirodni, vysoce
specializované transferové systémy, které maji potencidl vyuziti v pfenosu nukleovych kyselin,
proteint nebo jejich Casti a také nizkomolekuldrnich latek do bunék.

Studium struktur, vlastnosti a interakci virovych kapsidovych nebo obalovych proteint
a pochopeni molekularnich mechanismil ¢asné faze virové infekce - vstup viru do buiiky, jeho
pohyb bunikou, rozvolnéni virovych struktur, ale také mechanismi morfogeneze virionti v
pozdni fazi infekce jsou nutnym piedpokladem pro raciondlni vyvoj transportnich prosttedkti
zalozenych na virovych strukturdch pro pfenos l1é€ivych nebo jinych latek do bunék pro
terapeutické ¢i diagnostické tcely.

Kapsidové proteiny mnoha vird maji schopnost uspotadavat se spontanné do struktur
prazdnych kapsid (VLPs, ,,virus like particles®). Vyzkum vyuziti VLPs, nebo struktur od nich
odvozenych, je zaméten na rizné oblasti, jako je jejich vyuZiti v pfipravé vakcin, pro dopravu

DNA v genové terapii a pro dopravu riznych dalSich terapeutickych latek (RNA,

nizkomolekularnich 1é¢iv ¢i diagnostickych komponent) do bun¢k (obr. 1).

Obrdzek 1: Hlavni aplikace pro vyuZiti VLPs.

Laboratot virologie katedry genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty UK se

dlouhodobé¢ zabyva molekularnimi mechanismy infekce malymi neobalenymi DNA viry ¢eledi
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Polyomaviridae a také vyuzitim jejich kapsidovych proteinti k terapeutickym a diagnostickym

ucelim. Hlavnim ukolem této prace bylo vyvinout vakciny pro veterinarni ucely. Proto bude

Vv ey

viram, od kterych jsou odvozeny, nebo chimérickych VLPs ¢i jinych kapsidovych struktur

nesoucich imunologicky vyznamné ¢asti jinych virt.

14



2. Literarni prehled

15



2.1 Viru podobné Castice, obecna charakteristika
Viru podobné ¢astice (VLPs) jsou multimerni struktury slozené z jednoho nebo vice
strukturnich proteinil viru a vykazuji velmi podobné prostorové a konformacni uspotadani jako

pluvodni viry, od kterych jsou odvozené. Mezi jejich nejvyhodnégjsi vlastnosti patfi:

e dobfe definovana geometrie s repetitivnim charakterem povrchovych struktur
e schopnost zachovat nativni konformaci antigenti
e pouzitelnost pro vkladani cizich strukturnich prvka (chimérické VLPs)

e schopnost piekonat bariéru cytoplasmatické membrany

V soucasné dob¢ jsou popsany VLPs odvozené od Sirokého spektra obalenych i

neobalenych virti (obr. 2).

Velikost25 30 35 40 45 0

& i
PoVE ns
24 g1 !
{2 i W
@ N

By

|
op
1]

i) crr TR
e ) i
g
- | - -— - 4 - - lm' .
L M Gue S0 e T8 e
' piony

55 60 65 70 100 nm
H
-] BT
m

§E.“

Obrdzek 2: Priklady VLPs od vyznamnych zdstupcii neobalenych a obalenych virii v pomérném
méritku.

Neobalené VLPs jsou prezentovdny jako trojrozmérné modely vygenerované na zdkladeé
krystalografickych struktur. VLPs odvozené od obalenych virt jsou vyobrazeny jako
elektronmikroskopické fotografie. Pfevzato a upraveno z Pushko et al., 2013.

Na zéklad¢ jejich morfologie mliZzeme rozlisit tfi zékladni typy VLPs — jednovrstevné

neobalené, vicevrstevné neobalené a obalené, (obr. 3).
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Obrdzek 3: Schématické zobrazeni zakladnich morfologickych typi VLPs.
1 - jednovrstevné, neobalené, 2 — vicevrstevné, neobalené, 3 — obalené VLP. Pfevzato z F. Liu et al.,
2013.

Jednovrstevné neobalené VLPs jsou strukturné jednoduché, tvoiené zpravidla jednim
nebo dvéma kapsidovymi proteiny. Piikladem téchto VLPs mohou byt ¢astice odvozené od
parvoviri (Martinez et al., 1992), picornaviri (Mohana Subramanian et al., 2012), polyomavirt

(Salunke et al., 1986) a papilomaviri (Sapp et al., 1995).

Neobalené VLPs mohou byt také slozené z vice vrstev, kde kazdd ma ikosahedralni
symetrii. Pfikladem muze byt uspésna produkce ¢astic odvozenych od reovird, jako je virus
afrického moru koni (,,African horsesickness virus®“, AHSV) sloZenych ze dvou strukturnich
proteinit VP3 a VP7 (Maree et al., 1998), ¢i VLPs viru kataralni horecky ovci (,,Bluetongue
virus“, BTV), které jsou slozeny z celkem ¢tyf strukturnich protein (VP2, VP3, VPS5 a VP7).
Produkce VLPs BTV v bakulovirovém expresnim systému byla dosazena vytvofenim nového
typu bakulovirového vektoru umoziujiciho inzerci ¢tyt cizich genti do bakulovirového genomu
(Belyaev a Roy, 1993). Dalsim ptikladem mohou byt VLPs odvozené od rotaviri (Bertolotti-
Ciarlet et al., 2003; Conner et al., 1996). Obecn¢ je konstrukce a produkce téchto
zahrnuje kooexpresi nékolika strukturnich proteini, pokud mozno ve spravnych
stechiometrickych pomérech. Také ucinnost skladani téchto castic je zpravidla nizka

(Palomares a Ramirez, 2009).

Kromé neobalenych virt jsou k produkci VLPs hojné pouZivany i obalené viry. VLP
tohoto typu se skladd z lipoproteinové membrany, kterd obklopuje virovou nukleokapsidu.
Lipidova membrana pochazi z hostitelské buniky a obsahuje inkorporované virové proteiny
odpovédné za rozpoznani receptoru, nebo 1 proteiny s jinou funkci. Proces formovani téchto

castic mizeme rozdélit celkem do tfech fazi: i) formovani nukleokapsidy, ii) obalovani
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lipidovou membranou a iii) proces puceni ¢astice. Pfiprava a preparace téchto komplexnich
castic je extrémné naroc¢nd. Pro uspésné zformovani obalené ¢astice musi dojit ke spravné
interakci mezi proteiny nukleokapsidy, proteiny nukleokapsidy a obalovymi proteiny a mezi
obalovymi proteiny a lipidovou membranou. DalSim problémem je pak samotny proces
purifikace Castic, kdy Casto dochézi ke koprecipitaci riiznych bunécnych lipidt, nukleovych
kyselin a proteint. I pfes tyto problémy byly pfipraveny obalené VLPs vyznamnych viri, jako
je virus lidské imunodeficience (,,Human immuodeficiency virus®, HIV) (McBurney et al.,
2007), viru chiipky (Bright et al., 2007; Perrone et al., 2009; Pushko et al., 2007), viru Ebola
(Warfield et al., 2003), ¢i Lassa viru (Branco et al., 2010).

2.2 Vyuziti VLPs pro vakcinaci
Klasické vakeiny reprezentované inaktivovanymi viry, nebo zivymi atenuovanymi viry,
stale predstavuji nezanedbatelné riziko bud’ nedostatecné inaktivace, nebo reverze pouzitého
antigenu zpé€t na virulentni formu. S rozvojem metod genového inZenyrstvi se do poptedi zajmu
dostaly vakciny zalozené na produkci rekombinantnich proteinli v heterolognich expresnich
systémech, které tyto nedostatky odstranuji. Nevyhodou proti klasickym vakcindm je pomérné

niz§i ucinnost a nutnost pouziti adjuvans. Tyto nevyhody fesi vakciny zaloZzené na VLPs.

Mezi nejvyhodnégjsi vlastnosti VLPs vakcin patii:
e vys§i stabilita a antigenicita neZ u antigeni obsazenych v subjednotkovych
vakcinach
e Dbezpecnost dand absenci genomi pivodnich vird, a tedy neschopnosti se
replikovat v organismu
e vpfipadé¢ veterinarniho vyuZiti schopnost splnit poZadavky na odliSeni
vakcinovanych a infikovanych zvitfat, DIVA vakciny (Differentiating Infected

from Vaccinated Animals)

2.2.1  Vyuziti VLPs vakcin v humanni mediciné

Nejrozsitenéj$im vyuzitim VLPs je jejich pouziti ve vakcinologii, kde se do povédomi
dostaly diky jiZ tfem registrovanym vakcinam proti lidskym papilomavirim (HPV), hepatitidé
B (HBV) a hepatitidé¢ E (HEV). Dalsi lidské vakciny zalozené na VLPs technologii jsou ve

stadiu vyzkumu, ¢i dokonce klinickych zkousek (obr. 4).
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Obrdzek 4: Prehled a pocet licencovanych vakcin a vakcin v klinickych studiich od roku 1986 do roku
2015.

Produkce probihd v bakteridlnim, kvasinkovém a bakulovirovém expresnim systému. Prevzato a
upraveno z Huang et al., 2017.

v

Snad nejznamé;jsi lidskou vakcinou zaloZenou na VLPs je vakcina proti HPV, ktera je
velmi G€inna pii prevenci rakoviny déloZniho ¢ipku, Etvrté nejrozsitené)si rakoviny Zen starSich
40 let s mortalitou dosahujici odhadem 50 % (WHO 2014). HPV je ptvodcem i dalSich
novotvarll jako jsou rakovina hlavy a krku, benigni genitalni bradavice u Zen a muzl a
zhoubnych nadorti v oblasti andlniho otvoru, penisu a vaginy. Prace na nové vakciné byla
umoznéna objevem nékolika vyzkumnych tymu, ze hlavni kapsidovy protein L1 HPV je
schopen se samovolné uspotfddavat do formy VLPs pii produkei v eukaryotickych produkénich
systémech. Historie objevu vakciny proti HPV je shrnuta v praci McNeil, 2006. Bylo zjisténo,
ze vakciny zaloZzené na VLPs sloZzenych z L1 jsou schopné vyvolat silnou protilatkovou
odpovéd’ (Fausch et al., 2003), podobné jako VLPs slozené z obou kapsidovych proteinti L1 a
L2 (Lenz et al., 2001).

Dalsi pokusy, které maji za tkol odstranit hlavni nevyhodu téchto vakcin, absenci
terapeutického efektu, se ubiraji smérem vytvoiit chimerické VLPs zaloZené na kombinaci
hlavnich strukturnich proteinti s onkogennimi proteiny papilomaviru, ¢i jejich ¢astmi, jako jsou

proteiny E2, E6, nebo E7 s cilem podpofit terapeutické vlastnosti vakcin (Greenstone et al.,
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1998; Rudolfetal.,2001; Tobery et al., 2003). Soucasné trendy ve vyvoji terapeutickych vakcin
proti HPV, které nejsou zaloZzeny na riznych variantach VLPs jsou shrnuty v praci Hellner a

Dorrell, 2017.

Vyvoj vakcin proti HPV zalozenych na VLPs lze rozdélit na dvé ¢asti, dvé generace
vyvoje. Prvni generace vakcin se po jejich schvaleni FDA (,,Food and Drug Administration®)
stala znaméd po celém svété. Jejich nakladny vyvoj zahrnoval testy na zvifatech
papilomavirovych VLPs odvozenych od pfislusnych zvitecich papilomavirt (Breitburd et al.,
1995; Kirnbauer et al., 1996; Suzich et al., 1995). Po téchto tspé$nych pokusech na zvitecich
modelech se pristoupilo k testovani na lidskych dobrovolnicich. Tyto pokusy vyustily
v registraci dvojice komercn¢ dostupnych vakcin Cervarix (GSK) - bivalentni vakcina,
produkovand v bakulovirovém expresnim systému, zaloZzend na VLPs HPV-16 a 18. Druhé
vakcina Gardasil (Merck), produkovana v kvasinkovém expresnimi systému, je quadrivalentni
vakcina obsahujici, kromé jiz zminénych dvou typi VLPs HPV-16 a 18 i VLPs odvozené od
HPV-6 a 11, které jsou zodpov&dné za téméf 90 % genitalnich bradavic. Tyto vakciny maji
vyznamny dopad na redukci onemocnéni spojenych s HPV a vykazuji schopnost dlouhodobé
ochrany proti vzniku rakoviny délozniho ¢ipku (Cadman, 2008). V soucasnosti je nejvice
problémil spojenych s celosvétovym vyuzitim. Celkem 85 % procent novych onemocnéni je
hlaSeno z rozvojovych zemi (WHO 2014). Mezi hlavni nevyhody vakcin prvni generace pro
pouziti v téchto zemich patii jejich cena, nizk4 stabilita a prakticky zZadny terapeuticky efekt.

Tyto problémy se snazi vytesit vyvoj druhé generace vakcin proti HPV.

Vakciny druhé generace se snazi odstranit problémy vakcin prvni generace hlavné
v oblastech produk¢ni ceny a stabilizace VLPs, coz souvisi se snizenim distribu¢nich nakladu.
zejména opakovanym pouzitim injekénich jehel. Oralni podani vakcin vSak, na rozdil od
injekéniho podani, vyZzaduje pomérné vysoké davky antigenu pro vyvolani srovnatelného
efektu. Jako alternativa se jevi podani téchto vakcin s adjuvans (Gerber et al., 2001; Rose et al.,
1999). Slibnou cestou, jak snizit vyrobni ndklady se jevi produkce VLPs v rostlinnych
produkénich systémech ve formé hrubych extraktti (Pineo et al., 2013; Zahin et al., 2016).
Produkce v rostlinnych systémech s absenci nakladné purifikace antigenu je levnéj$i nez
produkce v klasickych eukaryotnich produkénich systémech, jako naptiklad v kvasinkovém a
bakulovirovém produk¢nim systému. Navic byla zjisténa pomérné zna¢né odolnost VLPs HPV
chranénych celuldzovou vrstvou pii priichodu Zaludkem (Rose et al., 1999). Dale 1ze snizit

celkové naklady produkeci multivalentnich vakcin plsobicich profylakticky i proti typim
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HPV-31, 33, 45, 52 a 58 (Serrano et al., 2012). Dalsi z moznosti, jak zvysit kiizovou protekci
HPV vakcin je zahrnuti strukturniho proteinu L2, nebo jeho imunodominantnich ¢asti do vyvoje
vakcin. Protein L2 neni, aZ do okamziku vazby na bazalni membranu exponovan na povrchu
kapsidy. Nejsou tedy proti nému produkovany neutralizacni protilatky, nebo jen v malé mifte.
Nicméné¢ studie provedend na ovcich imunizovanych L1/L2 VLPs odvozenych od typa
HPV-6, 16 a 18 prokazaly piitomnost subdominantniho neutraliza¢niho epitopu v N-koncové
Casti proteinu L2, ktery je konzervovan naptic riznymi typy HPV (Karanam et al., 2009; Roden
et al., 2000). Nicmén¢ vétSina protilatek indukovanych vakcinami na zakladé L.1/L2 VLPs je
namifena proti hlavnimu kapsidovému proteinu L1, coz je pravdépodobné zpusobeno jeho
abundanci a faktem, ze L2 protein se nachdzi uvnitf VLP. Tuto skute¢nost se autofi snazi obejit
vkladanim N-koncové ¢asti L2 do povrchovych smycek L1 proteinu (Kondo et al., 2007;
McGrath et al., 2013). Firma Xiamen Innovax Biotech, ve snaze vyvinout cenové dostupnou
vakcinu, vyviji vakcinu zalozenou na VLPs slozenych z Ll proteinu HPV-16 a 18
produkovanou v bakteridlnim expresnim systému (Hu et al., 2014). Tato vakcina uspé$né prosla
prvni a druhou fézi klinického testovani (Wu et al., 2015) a v soucasné dob¢ je ve tieti fazi

klinické studie u¢innosti.

Dalsi registrovanou vakcinou zalozenou na VLPs pro pouziti v lidské medicing je
vakcina proti hepatitidé typu B (HBV), napt. Recombivax (Merck) a Engerix
(GlaxoSmithKline Biologicals). Mezinarodni zdravotnick4 organizace vydala doporuceni na
zafazeni vakciny proti HBV do détského ockovaciho kalendafe. V roce 2013 ji do svého
ockovaciho programu zafadilo celkem 90 % zemi (Meireles et al., 2015). Podrobné&jsi
informace o morfogenezi, funkci a aplikaci VLPs HBV jako vakciny a diagnostickych markera

jsou shrnuty v praci Hu a Liu, 2017.

Vakcina proti hepatitidé E (HEV) Hecolin (Xiamen Innovax Biotech) je zatim
poslednim predstavitelem registrované vakciny zaloZzené na VLPs pro huméanni medicinu.
Celosvétove je evidovano celkem 14 milionil nakaZenych ro¢né. Nejvétsim nebezpe€im je tato
infekce pro te¢hotné Zeny kde umrtnost dosahuje az 20 % (Wu et al., 2012). Profylakticka
vakcina Hecolin, licencovana v Ciné od roku 2011, je zalozena na zkraceném proteinu p239
produkovaném v bakterialni produkénim systému, ktery je schopen tvofit VLPs. Podrobné&;jsi

informace a produkeci, stabilité a dalSich vlastnostech lze ziskat v ¢lanku Zhang et al., 2014.
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2.2.2  Vyuziti VLPs ve vyvoji veterinarnich vakcin

Slibna technologie vyuziti bezpecnych vakcin zaloZzenych na VLPs odvozenych od
patogennich vird, kterd se rozviji v lidské mediciné¢ se diky dostupnosti a postupnému
zleviiovani produkce uspésné piesouva i do sféry veterindrniho vyuziti, kde je cena vakciny
zavisla od komer¢ni hodnoty zvifete. Cena vakciny je tedy, na rozdil od lidské mediciny, tim
zpusobujicich onemocnéni hospodaiskych zvirat, pouze jedna vakcina zaloZzena na VLPs je
registrovana ke komerénimu pouziti. Jedna se o vakcinu namifenou proti prase¢imu cirkoviru
typu 2 (Porcine circovirus 2, PCV2). Nicméné z analyzy publikované védecké literatury, kde
se nachazi velké mnozstvi ¢lankti o objevech a postupech produkce novych VLPs od
hospodérky vyznamnych druht viri a publikace, které hodnoti imunologické vlastnosti téchto
kandidatnich vakcin je patrné, Ze se jednd o dynamicky se rozvijejici problematiku. Ptiklady
patogennich hospodatrsky vyznamnych virt, od kterych jsou znamé VLPs, a které¢ jsou
pfedmétem vyzkumu za ucelem vyvoje vakcein, nebo jako nosic¢li imunogennich epitopti jinych
veterinarnich patogennich vird, chimérické VLPs, jsou ptehledné shrnuty v pracich Crisci et
al., 2012 a Liu et al., 2012. Pocet téchto kandidatnich vakcin se pocita na desitky a jejich pocet

dale stoupa.

2.2.3 Imunologické vlastnosti VLPs

Pokud porovndme imunologické vlastnosti klasickych subjednotkovych vakcin
s vakcinami zaloZzenymi na VLPs, jsou VLP vakciny casto schopné vyvolat silnou
protilatkovou a bunéénou odpovéd’ dokonce i1 bez pouZiti adjuvans. Ukazuje se, Ze VLPs, diky
své podobnosti s nativnim virem, vyvolavaji mnozstvi ,,danger* signalti schopnych zapojit do
procesu imunitni odpovédi i1 prvky vrozené imunity (Deml et al., 2005). Diky svému
optimalnimu tvaru a velikosti jsou snadno endocytovany dendritickymi bunikami (DC) a
makrofagy a prezentovany prostiednictvim antigenit MHC I a MHC II (Zhang et al., 2004).
Velmi dulezité je, ze mnohé VLPs maji schopnost u¢inné vyvolat maturaci DC a makrofagu,

jakoz 1 proliferaci dalSich populaci bun€k imunitniho sytému (Sailaja et al., 2007).

2.2.3.1 Protilatkovd odpovéd

Diky hustému upotadani opakujicich se epitopti jsou VLPs obecné siln¢ imunogenni.
Interakce mezi VLPs a buiikami prezentujicimi antigen (APC), zejména DC, hraji klicovou roli
pii zvySovani u€innosti imunitni odpovedi pii vakcinaci pomoci VLPs (Zhang et al., 2004).
Velké mnozstvi VLPs mtlize byt efektivné zachyceno pomoci APC, kde jsou jejich repetitivni

epitopy zpracovany a ndsledné dojde k provazani (,,cross-link*) povrchovych imunoglobulinii
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B-lymfocytti (BCR), ¢imz je indukovan silny signal vedouci k aktivaci B-bunék a rychlé T-
nezavislé protildtkové odpovédi typu IgM (Jennings a Bachmann, 2008). In-vitro pokusy bylo
zjisténo, ze VLPs se mohou pfimo vazat a interagovat s naivnimi B-lymfocyty, coz
pravdépodobné zplsobuje expresi aktiva¢nich markerit CD69 a CD86, aktivaci konvencnich
B2 buné¢k a diferenciaci B-lymfocytl na plazmatické buniky s produkci specifickych protilatek.
(Zhang et al., 2009).
2.2.3.2 Bunécnd odpoved

APC mohou prezentovat peptidy derivované z VLPs na MHC 1. To muze vést k
aktivaci naivnich CD8" T-lymfocytl umoznéné ,primingem* CD8" T-lymfocytd pomoci
aktivaénich signali z DC bunc¢k a nésledn¢ aktivaci bunééné slozky imunitni odpovédi
zprostfedkované cytotoxickymi T-lymfocyty (CTL) i v nepfitomnosti replikujiciho se viru. Aby
se aktivovaly CD8" T-lymfocyty, APC musi poskytovat vhodné kostimulaéni signaly, které
mohou byt vyprovokovany uréitymi typy VLPs. Imunizace pomoci VLPs mtlize aktivovat jak
pomocné, tak cytotoxické T-lymfocyty (Morrow et al., 2012). Schopnost stimulace DC vyrazné
odrazi schopnost VLPs indukovat odpovéd’ CTL (Chackerian, 2007). CTL jsou v mnoha
ptipadech hlavni sloZkou boje s virovou infekei a jinymi vnitrobunéénymi patogeny (Grgacic
a Anderson, 2006). Ptiklad Gspésné vyprovokované odpovédi CTL po imunizaci pomoci VLPs
je uveden v praci Lechmann et al., 2001, kteti ukazali, Ze mysi imunizované VLPs hepatitidy
C vyvinuly virové specifickou bunétnou cytotoxickou odpovéd, véetné¢ odpovédi CTL a
pomocnych T-lymfocytl spojenou s produkei interferonu gamma (IFN-y). Zajimavosti je, ze
VLPs, které neobsahovaly protein virového core p7 indukovaly vys$si hladinu bunééné imunitni
odpovédi s vysSim profilem aktivace Thl nez Céstice, které tento protein obsahovaly. Autofi
Jeong a spolupracovnici ukazali, Ze pavidni imunizovani VLPs hepatitidy C vyvinuli silnou
buné&nou odpovéd’ a az 45 % CD8" T-lymfocyti vykazovalo aktivitu specifickou pro virus

hepatitidy C (Jeong et al., 2004).
2.3 Polyomaviry

2.3.1 Obecna charakteristika

Polyomaviry, nélezici do ¢eledi Polyomaviridae, jsou malé neobalené viry s genomem
tvofenym dvouvldknovou kruhovou DNA o velikosti ptiblizné Skbp a kapsidou o priiméru 40—
50 nm.

Tyto viry infikuji zejména savce (napt. vySsi primaty, hlodavce, kraliky) (Dela Cruz et
al., 2017), v€etné €loveka (Gheit et al., 2017). Dale jsou také patogenni pro ptaky (Circella et
al., 2017), ryby (Peretti et al., 2015), hmyz a pavoukovce (Buck et al., 2016). Pocatek studia
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polyomavirti se datuje od roku 1953, kdy byl objeven mysi polyomavirus (MPyV) (Gross,
1953). Tento virus ma schopnost po inokulaci indukovat u novorozenych nebo
imunokomprimovanych mysi rtizné typy nadort a je od n¢j odvozen nazev celé celedi. Sedm
let po tomto objevu byl identifikovan, jako kontaminanta poliovirové vakciny produkované v
tkanové kultuie opicich bunék Simian virus 40 (SV40) (Sweet a Hilleman, 1960). Po jejich
objeveni byly tyto viry intenzivn¢ studovany a slouzily jako modelové organismy pro studium
karcinogeneze (Atkin et al., 2009) a riiznych molekularné biologickych-mechanismu, z nichz
nejvyznamnéjsi byly identifikace tumor supresorového genu p53 (Linzer a Levine, 1979), ¢i
fosforylace tyrosinu slouzici jako signalizacni mechanismus (Eckhart et al., 1979). Zna¢n¢ také
ptispely k poznani v oblasti produkce VLPs. Mnozstvi objevli novych druhii polyomavirt
akcelerovalo kolem roku 2011 v souvislosti se vznikem ,,high troughput* metod sekvencovani
a pokroktim v bioinformatice vedoucich k rychlému zpracovani velkych objemt molekularng-
biologickych dat. V soucasné¢ dobé je zndmo ptiblizn¢ 100 druhli polyomavirt. Poslednim
polyomavirem objevenym v Case psani této prace byl polyomavirus infikujici africké druhy
hmyzoZravych a plodozZravych netopyrii (Carr et al., 2017). Tento obrovsky nartst po¢tu druhti
vedl k revizi klasifikace polyomavirt (Viruses et al., 2016), zalozené zejména na podobnosti
sekvenci genu pro LT antigen. V soucasné dobé jsou polyomaviry tazeny dle pravidel
»International Comittee on Taxonomy of Viruses® do celkem ¢tyt rodi: Alphapolyomavirus,
Betapolyomavirus, Gammapolyomavirus a Deltapolyomavirus. I pfes zaplavu novych druhti
muzeme fici, Ze mezi nejstudovanéjsi zastupce polyomaviri, z hlediska vyuziti VLPs, miZeme

fadit pouze nékolik druhti shrnutych v nasledujici tabulce (tab. 1).

Jméno viru Hostitel Piivodni izolace
Mysi polyomavirus Mys (Gross, 1953)
Simian virus 40 Opice (Sweet a Hilleman, 1960)
BK virus (Gardner et al., 1971)
Clovek
JC virus (Padgett et al., 1971)
Kiecci polyomavirus Kiecek (Graffi et al., 1967)

Tabulka 1: Viry z celedi Polyomaviridae, které jsou v soucasné dobé nejvice studované v oblasti
vyuZiti VLPs.
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2.3.2  Stavba virionu a organizace genomu mysiho polyomaviru

Neobalena kapsida s ikosahedralni symetrii T=7 a praiméru cca 45nm je tvorena 72
pentamery (60 hexavalentnimi, 12 pentavalentnimi) hlavniho kapsidového proteinu VPI.
Minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3 nejsou vystaveny na povrchu kapsidy. Jsou
asociovany hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi mustky k centralnim dutindm pentamerti
VP1 a smétuji dovnitt virionu (Chen et al., 1998). V kazdé dutiné¢ VPI pentameru je jedna
molekula VP2, nebo VP3, i kdyz podle n¢kterych zdroji by se zde mohla nachézet i dvojice
minoritnich proteini (Schowalter a Buck, 2013). C-koncové casti proteini VP1
zprostiedkovavaji interakce zodpovédné za vazbu pentamerti mezi sebou (Stehle a Harrison,
1997). Virion je dale stabilizovan vapenatymi ionty a disulfidickymi vazbami (Brady et al.,
1977; Stehle a Harrison, 1997). Struktura pentameru VP1 a kapsidy MPyV je zndzornéna na
obr. 5.

Obrazek 5: Stavba pentameru a virionu MPyV.

1, 2 Model proteinu VVP1 a minoritniho proteinu v dutiné pentameru, modre — VVP1, Cervené VP2, nebo
VP3, prerusovand linie ukazuje cdst unikdtni pro protein VP2 (pfevzato z Chen et al., 1998).

3 Model virionu MPyV (prevzato a upraveno z Stehle a Harrison, 1996).

Genom mySiho polyomaviru je tvofen kruhovou, dvouvldknovou DNA, ktera je
v komplexu s bunéénymi histony H2A, H2B, H3, H4 a hlavnim kapsidovym proteinem VP1 na
misté¢ histonu HI s jejichz pomoci je uspotadana do struktury kondenzovaného virového
minichromozému. Virovy genom miiZeme z hlediska Zivotniho cyklu polyomavirt rozdélit na
¢asnou, pozdni a nekddujici regulacni oblast (obr. 6). Regulaéni oblast obsahuje pocatek

replikace, promotory a enhancery transkripce.
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Obrazek 6: Organizace genomu MPyV.

Geny casné faze jsou zndzornény modre, geny pro pozdni oblast cervené. Pocdtek replikace a
regulacni oblast genomu jsou zndzornény na vrcholu obrdzku genomu. Tenké linie predstavuji
transkripty, silné linie oteviené cteci ramce (ORF), teCkovanymi liniemi jsou zndzornény introny. LT,
MT, ST, a TT — velky, stfedni, maly a , tiny“ T antigen. Pfevzato a upraveno z Carmichael, 2016.

Casna oblast, ktera je transkribovana ihned po vstupu viru do jadra a jejiz transkripce
pretrvava az do pozdnich fazi infekce, kdduje geny pro nestrukturni regulacni proteiny —
tumorové T antigeny, jako jsou velky a maly T antigen (LT, ST) a u hlodav¢ich polyomavirt
stitedni T antigen (MT) a ,.tiny* T antigen (Garren et al., 2015; Riley et al., 1997) VSechny Ctyfi
T antigeny jsou translatovany z mRNA vznikajici alternativnim sestfthem ze spole¢ného
transkriptu a maji spolecnou N-koncovou cast. Jejich funkci je indukce pfechodu buiiky do

S-faze bunééného cyklu a podileji se na transkripci a replikaci virové DNA.

Po zah4jeni replikace genomu je spusténa transkripce genti pozdni faze bézici z druhého
fetézce DNA v opacném smeéru, nez bézi transkripce ¢asné oblasti. Tato oblast kdduje geny pro
tf1 strukturni proteiny polyomavird — VP1, VP2 a VP3, které se podileji na stavbé virové
kapsidy. VSechny tii mRNA pro kapsidové proteiny vznikaji alternativnim sestfithem, podobné
jako mRNA pro T antigeny v Casné oblasti, ze spolecné pre-mRNA, ktera je extrémné dlouha,
dosahuje n€kolikanasobné délky celého genomu (Acheson, 1978). Gen kodujici VP3 je cely
obsazen v sekvenci genu pro VP2. Oba geny jsou translatovany ze stejné¢ho ¢teciho ramce. VP3
je tedy shodny s C-koncovou ¢asti VP2. Oblast kodujici C-koncovou ¢ast VP2 a VP3 se
piekryva s oblasti kodujici N-koncovou ¢ast VP1. VP1 je vSak translatovan z jin¢ho ¢teciho

ramce, takZe prekryvajici se oblasti maji jiné aminokyselinové sloZeni.
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2.3.3 Vlastnosti strukturnich protein mysiho polyomaviru

2.3.3.1 Hlavni kapsidovy protein VP1

Protein VP1 o molekulové hmotnosti 45 kDa je hlavni stavebni jednotkou virové
kapsidy. Zakladnim stavebnim prvkem je kapsomera, ktera je tvofena péti molekulami proteinu
VPI1. VP1 je multifunkéni protein, ktery mé kromé strukturni funkce i fadu dalSich funkci, jako
napf. interakce s bunéénymi receptory. Témito receptory jsou gangliosidy GD1la, GT1b (Tsai
et al., 2003) a GT1a (Buch et al., 2015). Protein VP1 interaguje s kyselinou sialovou na jejich
povrchu zejména diky BC a HI smyckam (Stehle a Harrison, 1997). Bylo rovnéz popsano, ze
se ucastni 1 vazby na ko-receptor a4B1 integrin (Caruso et al., 2003), ¢imZz umoziuje
internalizaci bunikou. Dal$i vlastnosti je schopnost vdzat se na jadernou matrix a pfispivat

k zahajeni ¢asné transkripce (Carbone et al., 2004).

Strukturni a funkéni vlastnosti mtizeme rozdé¢lit do tii casti molekuly VP1, (obr. 7)

; “‘/ﬂl
Vazba "’J Kontakt mer
DNA ( } kapsomerami
MLS )
o

M-konec

C-konec

Obrazek 7: Tercidrni struktura monomeru VP1.

B-listy — modre, a-helixy — zelené. Flexibilni smycky DE, HI, BC a EF jsou vystavené na povrch kapsidy.
N-konec orientovany do nitra kapsidy nese jaderny lokalizacni signdl. C-koncovd cdst molekuly
zprostredkovdvad kontakt mezi kapsomerami. Upraveno dle Liddington et al., 1991.

N-koncova ¢ast, orientovana dovniti kapsidy, obsahuje 15 aminokyselin NLS a DNA
vazebnou doménu, kterd nespecificky vaze DNA (Chang et al., 1993, 1992; Moreland a Garcea,
1991). Stfedni ¢ast VP1 je tvofena a-helixy a B-listy, které jsou spojeny smyckami — BC, DE,
HI, EF, FG a G2. Smycky BC, DE a HI jsou exponovany na povrchu kapsidy a uplatniuji se
béhem adsorpce viriontl na povrch bunék. Smycka EF je spolu s C-koncovou ¢asti soucasti
vazebného mista pro Ca*" (Liddington et al., 1991). C-konec proteinu VP1 je flexibilni a
odpovédny za vazbu mezi kapsomerami (pentamery VP1) kapsidy. Protein VP1 prochazi fadou

postransla¢nich modifikaci, jako naptiklad fosforylace, sulfatace, acetylace, hydroxylace a
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threoninti. Fosforylace threoninti (Thr-63, Thr-156) nachazejicich se na povrchovych smyckach
BC a DE, ma vliv na morfogenezi virionu a vazbu receptoru na povrchu bunky. Nutnou
podminkou pro spravnou fosforylaci VP1 je pfitomnost MT antigenu, ktery aktivuje bunécné
kinazy (Garcea et al., 1985; Li a Garcea, 1994) a pfitomnost minoritnich proteinli, zejména
proteinu VP2 (Forstova et al., 1993; Li et al.,, 1995). Vazbou VP2 k pentameru VP1
pravdépodobné dochazi ke zméné jeho konformace a tim k zpfistupnéni aminokyselinovych
zbytkl pro kindzy. O fosforylaci na serinech VP1 toho neni ptili§ znamo, nebot’ virové mutanty
s deletovanymi seriny nejsou zivotaschopné. Vyjimku tvofi fosforylace serinu-66, kterd se
podili na interakcich mezi jednotlivymi kapsomerami. Za dal$i vyznamnou modifikaci mizeme
oznacit metylaci lyzinovych a argininovych zbytki na N-konci VP1, kterd pravdépodobné

usnadiiuje vazbu na DNA (Burton a Consigli, 1996).

Multifunkénost proteinu VP1 se projevuje i ve schopnosti interagovat s tadou
(Chromy et al., 2006). Ptedpokldda se, ze protein Hsp70 se podili na vzniku spravné
konformace proteinu VP1 a mtze se podilet na skladani virionu in-vivo. Protein VP1 interaguje
s proteinem Hsp70 i v ¢asnych fazich infekce, tedy pii pohybu vstupujicich virionti buiikou. Pii
pokusech in-vitro, se prokaryotické i eukaryotické chaperony Hsp70 efektivné podilely na
rozvoliiovani polyomavirové ¢astice, coz mize byt krok vedouci k produktivni infekei
(Chromy et al., 2006). Dalsi buné¢ny protein, se kterym VP1 interaguje je transkripéni faktor
YY1, ktery pfimo interaguje s DE smyckou VP1 (Palkova et al., 2000b). Pfedpoklddanymi
funkcemi YY1 je rozpoznavani virové DNA a jeji zabaleni do virionu a vazba
nukleoproteinovych komplexi k jaderné matrix. Stale je otdzkou, jakym zplsobem je
rozpoznana virovd DNA, ktera ma byt zabalena do virionu. U pfibuzného viru SV40 byla v
regulacni oblasti virového genomu nalezena tzv. SES sekvence (,,SV40 encapsidation
sequence®), kterd slouzi jako signdl pro zabaleni virové DNA do virionu (Oppenheim et al.,
1992). Vyznam interakce YY1 s genomem a hlavnim kapsidovym proteinem se ukazal pfi
studiu virtt mutovanych v DE smycce proteinu VP1, u kterych doslo ke sniZeni ucinnosti

enkapsidace virové DNA (Garcia et al., 2000).

Znacény vyznam ma také interakce VP1 s bunénymi karyoferiny, které mohou mit
kromé transportni funkce do jadra 1 funkci chaperonti. DNA kompetuje s karyoferiny o

pentamery VP1 a VPI pentamery s navazanymi karyoferiny nejsou schopny in-vitro tvorit
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castice. Predpoklada se, ze diky této interakci mohou karyoferiny ve funkci chaperonti in-vivo

regulovat skladani viriont (Bird et al., 2008).

2.3.3.2  Minoritni kapsidové proteiny VP2 a \/P3

Minoritni proteiny VP2 a VP3 jsou translatovany ze stejného cteciho ramce, to
znamena, ze sekvence krat§itho VP3 (23 kDa) je cela obsazena v C-koncové ¢asti VP2 (35 kDa).
Minoritni proteiny interaguji s VP1, ¢imz ovliviiuji jeho postranslacni modifikace (viz kap.
Hlavni kapsidovy protein VP1). Minoritni proteiny nejsou ptistupné z povrchu kapsidy, nachazi
se v centralni dutiné¢ pentameru VPI1. Pfesna pozice minoritnich proteinii uvniti dutiny
pentameru neni zcela objasnéna — predpoklada se, ze jejich C-konec sméfuje do dutiny
pentameru, kde je ukotven hydrofobnim helixem. Zbyla ¢ast minoritnich proteint je znacné
flexibilni, patrné tvoifi smycku v dutin€ pentameru a N-konec minoritnich proteini smétuje zp&t

smérem k nukleocore, (obr. 8), (Barouch a Harrison, 1994; Chen et al., 1998).

\ Y

o

VP2

0
T T—

Obrdzek 8: Schematické zndzornéni pozice VP2 v dutiné pentameru VP1.
Zobrazeny jsou dvé molekuly VP1 v pentameru. Upraveno podle Chen et al., 1998.

Protein VP2 je na svém N-konci myristylovan (Krauzewicz et al., 1990; Streuli a Griffin,
1987). Tato modifikace je patrné dulezita pro zachovani spravné konformace virionu a reinfekci
(Mannova et al., 2002). Funkce minoritnich proteinli neni pfili§ jasna. Jejich absence
v mutantnich vironech se projevi ztratou infektivity jiz v Casnych fazich Zivotniho cyklu
(Mannova et al., 2002). U minoritnich proteint byly nalezeny hydrofobni transmembranové
domény, dvé u VP3 a treti v unikatni ¢asti VP2 (Rainey-Barger et al., 2007). Diky témto
hydrofobnim doméndm mohou mit minoritni proteiny funkci viroporinii a uplatiiovat se
v procesech uvoliiovani virového potomstva nebo pii dopravé virového genomu do jadra

hostitelské buiiky (Huerfano et al., 2010; Huérfano et al., 2017).
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2.4 Chimérické VLPs polyomavirl a jejich vyuziti (s ddrazem na VLPs MPyV)

Hlavni kapsidovy protein VP1 MPyV je schopen se velmi u¢inn€é samouspotadavat do
struktur VLPs pfi produkci v hmyzich nebo kvasinkovych buiikach, nebo in-vitro, z pentamer
VP1 po produkei v bakteriich E. coli (Forstova et al., 1993; Montross et al., 1991; Salunke et
al., 1986). V poslednich letech vznikla tada praci zabyvajicich se vyuzitim VLPs MPyV a
struktur od nich odvozenych. Krom¢ dopravy 1éciv a diagnostickych latek do bunék a tkani a
nize zminéné¢ dopravy DNA do bun¢k, je zde Sirokd moznost modifikace téchto VLPs pro
pouziti v imunoterapii. Jednou z moznosti je vkladani cizich epitopti do povrchovych smycek
proteinu VP1. Druhou moznosti je vkladani pomérné velkych epitopti a celych proteinti, fadove
desitky kDa, dovniti kapsidy. Dalsi moznosti je fizovat cizi epitopy s C-koncem proteinu VP1.
Protoze je vSak C-koncové ¢ast proteinu VP1 zodpovédnéd za vazbu mezi kapsomerami, je
tvorba VLPs vazn¢ narusena, nebo znemoznéna. Dochézi pak pouze ke skladani pentamert z

proteinu VP1.

2.4.1.1 VyuZiti VLPs odvozenych od polyomavir( pro prenos DNA

Diky unikatnim vlastnostem VP1 polyomavirli, jako je pfitomnost NLS, schopnost
samousporadavat se do VLPs, rozpoznavat receptory na povrchu bunék nebo nespecificky
vazat DNA, byla zkoumana schopnost VLPs dopravit cizorodou DNA do bun¢k a slouzit tak
jako nastroj pro genovou terapii. Oproti jinym virovym vektorim, které se pouzivaji pro
genovou terapii maji VLPs tu vyhodu, Ze nezanaseji do genomu cilovych bun€k virovou
genetickou informaci (Krauzewicz a Griffin, 2002), navic jsou schopné vstoupit efektivné do
bunck receptorem zprostfedkovanou endocytézou. Jako slibné se pro tento ucel jevi VLPs
odvozené od MPyV, a to diky absenci preexistujici imunity v lidské populaci. Proveditelnost
genového prenosu pomoci infekce provedené VLPs polyomavird byla prokazéna v praci
Forstova et al., 1995. VLPs MPyV jsou schopné vstoupit do celé fady bunécnych typt, véetne
lidskych a zajistit expresi vnesené¢ho genu (Forstova et al., 1993; Heidari et al., 2002;
Krauzewicz et al., 2000a; Soeda et al., 1998; Stokrova et al., 1999). Velikost nahé DNA, kterou
jsou VLPs MPyV schopné pojmout je cca 3 kbp (Forstova et al., 1995). V pfipad¢, Ze je DNA
v komplexu s histony, zvysi se kapacita Castice na Skbp, coz odpovida velikosti genomu
polyomavirti (Gillock et al., 1997; Palkova et al., 2000a). Bylo ukazano, Ze pokusné¢ VLPs
MPyV nesouci cizorodou DNA jsou schopné vstoupit do Sirokého spektra tkani a organu zvitat,
vcetné mozku (Krauzewicz et al., 2000a). Zarovei bylo také pozorovano, Ze ti¢innost dopravy
DNA enkapsidované uvniti VLPs je velmi nizkd, zvlasté pak u synchronizovanych buné¢k.

Avsak 1 pfi infekci bunék MPyV je pouze mala ¢ast buiikou internalizovanych ¢astic schopna
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dopravit virové genomy do jadra (Mannova a Forstova, 2003; Richterova et al., 2001). Byly
popsany dvé¢ hlavni mozné cesty k jadru pouzivané jak viriony MPyV, tak VLPs MPyV. Jedna
je zavislda na mikrotubulech, druhd na aktinovych vldknech. Pouze draha vyuZzivajici
mikrotubuly vedla k t¢innému pienosu virovych genomt. Transport zprostiedkovany aktinem
se ukazal jako neproduktivni drdha (Krauzewicz et al., 2000b). Zatimco ucinnost adsorpce a
internalizace se mezi VLPs MPyV a viriony infekénitho viru podle pozorovani
mikroskopickymi metodami (Richterova et al., 2001) v nicem nelisi, efekt uspéSného dopraveni
DNA do jadra je rozdilny. Molekuly DNA neseny VLPs MPyV, dosahnou jadra patrné béhem
bunécného déleni. Je to zfejme zplisobeno absenci minoritnich proteintt VP2 a VP3, které hraji

zasadni roli v infektivité viru (Huérfano et al., 2017; Mannova et al., 2002).

VLPs MPyV jsou vysoce imunogenni, coZ zplsobuje problémy pii opakovaném
prenosu cizorodé DNA (Clark et al., 2001). Schopnost vazat a prendSet DNA do bunék byla
testovana i u jinych zastupcti polyomavirti, napt. VLPs odvozené od virit BKV (Touz¢ et al.,
2001), JCV (Goldmann et al., 1999; Ou et al., 1999), SV40 (Kimchi-Sarfaty a Gottesman,
2004), &i kie¢éiho polyomaviru (HaPyV) (Voronkova et al., 2007). Uginnost exprese vnesenych
gend vSak byla podobné nizké jako u VLPs MPyV.

2.4.1.2  VyuZiti VLPs odvozenych od polyomavirt v imunoterapii
2.4.1.2.1 Epitopy cizorodych proteind vlozené na povrch VLPs

Jednou z moznosti je vkladani cizich epitopt do povrchovych smycek proteinu VP1,
cozZ zajisti expozici ciziho epitopu na povrchu kapsidy a jeho dobrou pfistupnost slozkam
imunitniho systému. Flexibilita téchto smycek umoznuje vlozenému epitopu zaujmout nativni
konformaci. Tento pfistup ma sva omezeni ve velikosti vkladaného epitopu na 20 az 40
aminokyselin, véts$i inzerce maji negativni dopad na stabilitu kapsidy (Gleiter et al., 1999;
Gleiter a Lilie, 2001; Stubenrauch et al., 2001). Neugebauer et al., 2006 vloZzili do povrchové
smycky BC a postranni smycky FG proteinu VP1 dva epitopy proteinu hemocyaninu (12 a 14
aminokyselin), u kterého je zndmo, Ze vzbuzuje silnou imunitni odpovéd’ u prasat. U nékterych
konstrukti fizovali k C-konci proteinu VP1 jesté streptavidin pro snazsi izolaci. Tim ovSem
porusili schopnost VP1 skladat se do kapsid a obdrzeli pouze pentamery. Schopnost VLPs a
pentamer vyvolat imunitni odpovéd’ proti nesenym epitopiim pak testovali na zvifatech. U
vSech zvitat doslo k vyvoldni specifické protilatkové odpovédi, siln€jsi u VLPs a slabsi u
pentamer. Také se ukdzalo, Ze silngj$i imunitni odpoveédi se docili vlozenim epitopi do
povrchové smycky BC nez do postranni smycky FG proteinu VP1. Skrastina et al., 2008, ve

snaze piipravit alternativu k vakciné€ proti HBV, vloZili epitop obalového proteinu S1 o velikosti
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75 aminokyselin do HI smycky VP1 MPyV. Tento epitop proteinu S1 je pfimo zodpovédny za
vazbu na lidské hepatocyty a neni ptitomen v jiz registrované vakcin€ proti HBV zalozené na
VLPs, coz nabizi moznost vyvoje viceslozkové vakciny. Pii pokusech na mysich bylo dosazeno
nejen silné protilatkové odpoveédi proti vlozenému epitopu, ale i1 stimulace produkce
interleukinu 12 (IL-12) a IFN-y. V podobném pokusu, kdy byly vlozeny epitopy odvozené od
proteinu S1 HBV do povrchovych smycek VP1 kiec¢iho polyomaviru (HaPyV) (Gedvilaite et
al., 2000), bylo dosazeno silné protilatkové odpovédi proti vlozenému epitopu, ne vsak zvySené
produkce IL-12 a IFN-y. Pokusy s vkladanim epitopt cizich proteinit do povrchovych smycek
proteinu VP1 HaPyV provadéla jeste Ulrichova skupina (Dorn et al., 2008; Gedvilaite et al.,
2004; Lawatscheck et al., 2007). Ve snaze vyvinout alternativni vakcinu proti chfipce typu A
byly zkonstruovany chimerické VLPs odvozené od viru SV40 vloZenim epitopu CTL HLA-A
o délce 8 aminokyselin do povrchovych smycek DE a HI (Kawano et al., 2014). Tyto
chimerické VLPs efektivné vyvolaly odpovéd” CTL proti viru chiipky typu A.
2.4.1.2.2 Epitopy, Ci celé peptidy vlozené dovnitr VLPs

Druhou moznosti je vkladani pomémné velkych epitopii a celych proteinti, fadové
desitky kDa, dovnitt kapsidy. Cizi protein je fixovan uvniti VLPs fizi s minoritnim kapsidovym
proteinem (VP2, nebo VP3), nebo s jeho C-koncovou ¢asti, kterd je odpovédna za interakci s
dutinou VP1 pentameru. Vkladani epitopti nebo celych proteinti dovnitt kapsidy mize byt
spojeno s nizkou hladinou protilatkové imunitni odpovédi. Nicméné bylo ukézédno, Ze pro
ucinnou odpovéd’ CTL neni potieba, aby epitop byl pfistupny na povrchu chimerickych VLPs.
Prikladem muze byt prace Bickert et al., 2007a, kde tento typ VLPs zaloZeny na polyomavirech,
které uvnité obsahovaly CD8" imunodominatni epitop odvozeny z ovalbuminu, indukovaly
CD8" a CD4" specifickou odpovéd proti ovalbuminu a byly schopny zajistit ochranu mysi pied
nadory exprimujicimi ovalbumin (Brinkman et al., 2004). Vkladani cizich epitopt, nebo celych
proteint dovnitf kapsidy bylo demonstrovéno 1 v nasi laboratoti (Boura et al., 2005; Fric et al.,
2008), kdy byla molekula EGFP (,,Enhanced Green Fluorescent Protein*) pfipojena k N-konci
zkraceného proteinu VP3 (tVP3) a fuzovany protein byl spolu s proteinem VP1 produkovan
v bakulovirovém expresnim systému. Chimérické kapsidy indukovaly po intranasélni aplikaci
produkci IL-12 a IFN-y (Fric et al., 2008). Hruskova et al., 2009 vlozili na podobném principu
do VLPs fragment fuzniho proteinu BCR-ABL vyskytujiciho se u pacientll s chronickou
myeloidni leukémii. Tyto chimérické VLPs vSak nevykazaly specifickou odpovéd” CTL proti
BCR-ABL. Abbing et al., 2004 fuzovali zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) s N-koncem celého
minoritniho kapsidového proteinu VP2. Takto fizovany GFP byl zabalen dovnitt VLPs in-vitro
po produkci proteintt VP1 a fzniho proteinu GFP-VP2 v bakteriich E. coli. Tegerstedt et al.,
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2005 fazovali 683 aminokyselin dlouhy fragment lidského proteinu Her2/neu k N-konci
proteinu VP2. V takto ptipravenych VLPs byly pfichyceny v priméru jeden az tfi fuzni proteiny
na castici. I pfes nizky pocet epitopt v Casticich, vyvolaly tyto VLPs protektivni imunitu u
mysi. Podobné vysledky byly publikovany 1 v praci Andreasson et al., 2010, ktera byla ovSem
zalozend na Casticich odvozenych od mysiho pneumotropniho viru (MPtV), ktery mlize byt
pouzit v kombinaci, ¢i jako alternativa k MPyV diky neexistujici kiizové reaktivité protilatek

proti témto viram.

2.4.1.2.3 Nosice peptidl, Ci celych proteint zaloZzené na pentamerech VP1

Dalsi moznosti je fuzovat cizi epitopy s C-koncem proteinu VPI. Protoze je vSak
C-koncova ¢ast proteinu VP1 zodpovédna za vazbu mezi pentamery VP1, je tvorba VLPs vazné
naruSena, nebo znemoznéna. Dochdzi pak pouze ke sklddani jednotlivych pentamert
(kapsomer) z proteinu VP1. Ve spole¢né publikaci nasi a Svédské laboratote, byla na C-konec
proteinu VP1 pfipojena gluthation-S-transferaza (Vlastos et al., 2003). Bylo ukéazéano, ze
vzniklé pentamery tohoto flizniho proteinu vstupovaly G¢inn¢ do buné¢k a indukovaly v mySich
protilatkovou odpovéd’, i kdyZ na rozdil od VP1VLPs nechranily mysi pied polyomavirovou
infekci. Brinkman et al., 2004 navézali kratky epitop ovalbuminu na C-konec proteinu VP1.
Zde jesté dochazelo k tvorbé VLPs. Bickert et al., 2007b ukazali, Ze tyto chimerické kapsidy
indukovaly CD8" a CD4" T bun&nou odpovéd’ specifickou pro neseny antigen. Nicméng, kdyz
stejna védeckd skupina zkonstruovala rekombinantni protein VP1 na C-konci fuzovany s
epitopem proteinu TRP2 (,tyrosinase-related protein 2°), dochdzelo jiz pouze k tvorbé
pentamerd, které se do VLPs neskladaly (Brinkman et al., 2005). V praci Neugebauer et al.,
2006 vyuzili autofi VP1 MPyV pentamery jako nosice riznych B-lymcytarnich epitopt, které
vSak v tomto piipad€ nefuzovali s C-koncem proteinu VP1, ale vkladali je do povrchové BC
smycky. Prokdzali, Ze chimérické pentamery indukovaly silnou, dlouho trvajici protilatkovou
odpovéd’ srovnatelnou s dosud standartnim nosi¢em imunogennich peptidl, jako je KLH

(keyhole limpet hemocyanin).

2.5 Cirkoviry - obecna charakteristika
Prvnim popsanym cirkovirem byl praseci cirkovirus typu 1 (PCV1), ktery byl objeven
jako kontaminanta prasecich ledvinovych bunék PK15 v roce 1974 a je morfologicky podobny
picornaviram. Pozd¢ji, v roce 1982, byl tento virus identifikovan jako samostatny druh a
zatazen do rodu Circovirus, Celedi Circoviridae (Tischer et al., 1982). Posléze se zjistilo, ze
PCV1 je celosvétové rozsifeny, neni vSak spojen s zaddnym typem onemocnéni prasat.

Postupem c¢asu byl objeven u nemocnych prasat dalsi praseci cirkovirus. Na DNA urovni

33



vykazoval 68 % homologii s jiz zminénym PCV1 (Hamel et al., 1998) a bylo jej mozné zachytit
pomoci DNA sond urcenych pro PCVI1. Nicméné pfi pouziti monoklonélnich protilatek
piipravenych proti PCV1 se zjistilo, Ze novy typ viru je po antigenni strance odlisSny (Allan et
al., 1998). Nejasnosti ohledn¢ tohoto neznamého viru byly vyfeSeny porovnanim s genomy virti
izolovanych z nemocnych prasat z Evropy a Severni Ameriky, kde byla zjiSténa az 96 %
homologie na irovni DNA a tento virus byl pojmenovéan jako praseci cirkovirus typu 2 (PCV2)
(Meehan et al., 1998). Pozd¢ji bylo fylogenetickymi studiemi zjiSténo, ze oba viry pochazi ze
spolecného piedka (Olvera et al., 2007).

V roce 2016 byl v USA objeven zatim posledni patogenni zastupce prasecich cirkovirt,
praseci cirkovirus 3 (PCV3) (Palinski et al., 2017). Vyskyt PCV3 byl dale zaznamenan na
farmach v Ciné (Ku et al., 2017) a Polsku (Stadejek et al., 2017).

Krom¢ jiz zminénych prasecich cirkovirt tato ¢eled’ zahrnuje z dalSich zastupct napft.
virus onemocnéni zobaku a pefi papouski (,,Psittacine Beak and Feather Disease®, PBFD),
holubi cirkovirus (,,Pigeon circovirus®, PiCV), kanar¢i cirkovirus (,,Canary circovirus®, CaV)
a husi cirkovirus (,,Goose circovirus®, GoCV) (Finsterbusch a Mankertz, 2009). V této Celedi
jsou zastoupeny, kromé rostlinnych virt, také patogeny clovéka jako jsou TTV virus
(,,transfusion-transmitted virus®), SEN virus a TTV-like minivirus (McKeown et al., 2004;

Nishizawa et al., 1997; Umemura et al., 2001).

2.5.1 Praseci cirkovirus 2

Virus PCV2 se vyskytuje v n€kolika genotypech - PCV2a, PCV2b, PCV2c, PCV2d
(Franzo et al., 2015) a PCV2e (F. Wang et al., 2009). Zatimco PCV2a byl dominantnim
genotypem v Evropé¢ do roku 2000, pozdéji se stal dominantnim genotypem PCV2b (Cortey et
al.,2011). Vzhledem k tomu, Ze genom PCV?2 je jednovlaknova DNA s muta¢nim potencialem,
a k evoluénimu tlaku, ktery pfedstavuje vakcinace v chovech prasat, se da ocekdvat vznik
dalSich genotypli. Varianta PCV2c byla identifikovana v archivnich vzorcich tkani
pochézejicich z Danska (Dupont et al., 2008) a v zarodcich prasat v Brazilii. Genotypy PCV2d
a PCV2e byly identifikovan v chovech prasat v Ciné & USA (Guo et al., 2010; F. Wang et al.,
2009; Xiao et al., 2015)

2.5.1.1 Organizace genomu PCV2
Genom PCV?2 je tvofen jednovlaknovou kruhovou DNA o velikosti cca 1,8 kb, kterd je
uzaviena v kapsid€ s ikosahedralni symetri T=1 a priméru 16-18 nm. V genomu PCV2 bylo

objeveno az 11 otevienych ¢tecich rdmct (ORF), (obr. 9).
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Obrdazek 9: Schéma polohy otevienych ¢tecich ramcii v genomu PCV2.
Pouze u ORF1-4 byly experimentdlné ovéreny genové produkty, které jsou studovdny jako funkcni
proteiny. Pfevzato a upraveno z Ren et al., 2016.

Pouze ctyfi ORF byly dosud experimentalné potvrzené. V genomu PCV2, se nachézi
dvé intergenové oblasti odd€lujici dva hlavni ORF. Nachazi se zde nukleotidovy motiv
konzervovany mezi PCV1 a PCV2 (Hamel et al., 1998), ktery ma vyznamnou ulohu pfi

replikaci genomu (Mankertz et al., 2003), (obr. 10).
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Obrazek 10: Uspoidddni genomu PCV1 a PCV2.

Konzervovand intergenovd oblast obsahuje vidsenkovou strukturu s osmi-nukleotidovou sekvenci
oznacenou Sipkou a repetitivni sekvence H1-4. Tyto sekvence hraji dileZitou ulohu pri replikaci
genomu. I-lll — konzervované oblasti v sekvenci REP proteinu dileZité pro amplifikaci DNA metodou
valivé kruznice; P — DNA vazebnd doména. Prevzato z Finsterbusch a Mankertz, 2009.

2.5.1.2 Virové proteiny PCV2

Z ORFI jsou po alternativnim sestfihu produkovany vysoce konzervované proteiny
nezbytné pro virovou replikaci (Mankertz et al., 2003). V promotorové oblasti byl identifikovan
virovy ISRE prvek (,,interferon-stimulated response element®), ktery ma dileZitou tlohu ve
klicové pro replikaci. Obsahuji DNA vazebnou doménu, maji endonukledzovou aktivitu a
nukleotidyl transferazovou aktivitu (Vega-Rocha et al., 2007). Rep proteiny maji 3 potencidlni
N-glykosylaéni motivy, prvni dva usnadiiuji replikaci virové DNA, zatimco u tfettho motivu
byl prokézan vliv na inhibici replikace v prasecich ledvinovych bunkach PK15 (Shi et al.,
2015). Dale byly detekovany pouze RNA produkty, ke kterym nebyly nalezeny proteiny -
oznacované jako Rep3a Rep3b, Rep3c, NS515, NS672 a NSO (Cheung, 2003a; Lv et al., 2014),
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u kterych bylo cilenou mutagenezi prokazano, ze nejsou nutné pro uspésnou replikaci virového

genomu, ale mohou mit vliv na patogenitu viru (Cheung, 2003b).

Druhy otevieny Cteci ramec (ORF2) kéduje kapsidovy protein Cap o velikosti 30 kDa
(233 aminokyselin), ktery je hlavnim imunogenem viru (Finsterbusch a Mankertz, 2009; Lv et
al., 2014; Nawagitgul et al., 2000). Pfi heterologni produkci proteinu Cap bylo zjisténo, zZe je
schopen se nepfili§ ucinné skladat do VLPs o priméru 17-20 nm, coz odpovida i velikosti
infek¢ni virové castice. Kapsida je tvofena 60 molekulami kapsidového proteinu Cap
uspotadanych do 12 pentamer (Crowther et al., 2003). Na N-konci proteinu Cap se nachazi
sekvencné nespecifickd DNA vazebna doména s vysokym obsahem bazickych aminokyselin
(Finsterbusch et al., 2009), které vytvareji NLS umoziujici transport proteinu Cap do jadra,
zatimco Cap zkraceny o 41 aminokyselin na N-konci je lokalizovan v cytoplasmé (Qiang Liu
et al., 2001). Cap je multifunk¢éni protein s dal§imi funkcemi. Ptikladem mize byt interakce
s virovym proteinem Rep, ktera je klicova pro virovou replikaci (Timmusk et al., 2006). Tato
interakce by mohla byt diivodem rozdilné virulence subtypli PCV2 (Cheung a Greenlee, 2011;
Krakowka et al., 2012).

Genovy produkt ORF3 neni nezbytny pro replikaci viru, ale hraje vyznamnou roli
v patogenezi viru (Chaiyakul et al., 2010). Interaguje s fadou bun&cnych proteini a podili se na
indukeci apoptozy infikovanych bunék (Liu et al., 2007, 2006, 2005). Protein ORF3 umoziuje
rychlé Sifeni virioni diky jejich rychlému uvoliiovani z infikovanych bunék. PCV2 postradajici

ORF3 vykazuji snizenou patogenitu (Karuppannan a Kwang, 2011).
Protein nazvany ORF4 neni stejné jako ORF3 nezbytny pro replikaci viru. ORF4

ovliviiuje funkci ORF3, nebot’ virus s deletovanym ORF4 vykazuje mnohem vyssi podil

apoptozy u infikovanych bunék (Gao et al., 2014; Lv et al., 2016).

2.5.2 Patologie PCV2

PCV2 je patogenni virus pisobici velké ekonomické ztraty v chovu prasat. Infekce
PCV2 je spojena s multifaktoridlnim onemocnénim ,,PCV2-systemic disease* (PCV2-SD),
diive oznacovaného jako syndrom chiadnuti selat po odstavu (Postweaning Multisystemic

Wasting Syndrome, PMWS), (obr. 11). Toto onemocnéni se poprvé objevilo v roce 1991 v

severni Americe (Clark et al., 1997) a poté se rozsifilo do celého svéta. Souhrnné lze fici, ze
PCV2-SD je heterogenni skupina onemocnéni (Grau-Roma et al., 2011). Za variabilitou
jednotlivych onemocnéni stoji schopnost viru napadat bunky imunitniho systému (Mandrioli
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et al., 2004) nebo ovliviiovat imunitni systém hostitele (Kekarainen et al., 2008). PCV2-SD
postihuje prasata nejcastéji ve véku 5 az 18 tydnii. Mezi uvadénymi klinickymi ptiznaky jsou
vahovy ubytek, horecka, dychaci potize, zvétSené lymfatické uzliny, v nékterych ptipadech
zloutenka. U postizenych prasat dochéazi k t¢zké imunodeficienci v disledku zmén prakticky
ve vSech lymfoidnich tkanich tzn. v miznich uzlinach, tonzilach, thymu, Peyerovych placich a
slezin€. Dochézi k depleci lymfocytli v lymfoidnich folikulech i parafolikularnich zénach.
(Clark et al., 1997, Madec et al., 2000). DalSimi pfiznaky jsou prase¢i dermatitida a nefropatie
oznacované jako PDNS (,,Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome*) (Allan et al., 2000;
C et al,, 2000). Morbidita v akutné¢ infikovanych chovech prasat dosahuje 4-30 % a mortalita
70-80 %. Piehled o vyskytu PCV2-SD v Ceské republice je uveden v publikaci Ficek et al.,
2010.

L

Obrdzek 11: Prase postizené PCV2-SD.
Prevzato z http://www.flockandherd.net.au.

Hlavnim faktorem pro vznik PCV2-SD je pfitomnost viru PCV2, neni v§ak podminkou

jedinou. Zna¢ny vyznam pii rozvoji PCV2-SD hraje aktudlni stav imunitniho systému zvifete.

Ke vzniku PCV2-SD doslo napiiklad aplikaci cyklosporinu A, ktery pUsobi imunosupresivné.

Tim byla potvrzena role adaptivni imunity v kontrole PCV2 infekce (Meerts et al., 2005a).
Vznik nemoci také vyznamné souvisi s koinfekci s dal$imi patogeny. NejcastéjSimi
koinfikujicimi patogeny jsou praseci respiratorni virus (,,Porcine Respiratory Syndrome Virus®,
PRRSV), virus praseci chiipky (,,Swine Influenza Virus®, SIV), praseci parvovirus (,,Porcine
Parvovirus®, PPV) a bakterie Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae,

Streptococcus suis a Mycoplasma hyopneumoniae (Kixmoller et al., 2008). Dal§im virem, ktery
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muze pusobit jako kofaktor vzniku PMWS je TTV (,,Torque teno virus*) — ssDNA virus pattici
do celedi Circoviridae (Ellis et al., 2008).

Nutna pfitomnost dalSiho infekéniho agens byla potvrzena pomoci experimentalnich
koinfekei prasat dalSimi patogeny, napt. PPV (Kennedy et al., 2000), PRRSV (Rovira et al.,
2002) a Mycoplasma hyopneuimonie (Opriessnig et al., 2004). Podrobn¢ je patologie PCV2
shrnuta v praci Segalés, 2012.

PCV2 izolované z prasat s rozlicnymi klinickymi projevy vykazuji v laboratornich
podminkach rozdily v kinetice replikace (Meerts et al., 2005b). Fylogenetické studie provadéné
v n¢kolika zemich seskupily PCV2 do ,,genotypil/genoskupin® v potadi, které muize byt

vztazeno k roku izolace (viz. kapitola Praseci cirkovirus 2).

2.5.2.1.1 Soucasné, komercné dostupné vakciny

I ptes velkou snahu je stale velmi obtizné redukovat miru infekce v chovech prasat.
V soucasné dobé se jako prevence vzniku PCV2-SD vyuZivaji vakciny, které jsou dostupné na
komerénim trhu. Existuje n¢kolik vakcin, které prokazaly v klinickych studiich schopnost
efektivné branit pred infekci PCV2. Tyto vakciny jsou zalozeny na nékolika principech. Prvnim
typem vakciny byla vakcina Circovac (Merial), zalozena na inaktivovaném viru PCV2.
Vakciny od firmy Pfizer Animal Health Suvaxyn PCV2 One Dose a Fostera PCV jsou zaloZené
na inaktivovaném a atenuovaném chimérickém viru PCV1-2 (jedné se o vakciny zalozené na
nepatogennim viru PCV1, kde je gen pro protein Cap nahrazen genem pro Cap z patogenniho
PCV2). Vakcina Fostera navic obsahuje slozku chranici proti infekci patogenem Mycoplasma
hyopneumoniae. Nésledujici tfi subjednotkové vakciny jsou zaloZeny na proteinu Cap z viru
PCV2 produkovaném v bakulovirovém expresnim systému. Jednd se o vakciny Ingelvac
CircoFLEX (Boehringer Ingelheim Vetmedica), Circumvent (Intervet/Merck), a Porcilis PCV
(Schering-Plough/Merck). U vakciny Porcilis PCV se uvadi, Zze ¢ast proteinu Cap je forme
VLPs (Beach a Meng, 2012; Meng, 2013). VSechny zde uvedené vakciny jsou zaloZeny na
kmenu PCV2a.

2.5.3 Pokusy o vyvoj novych kandidatnich vakcin proti PCV2

I pfes existenci komer¢nich vakcin je stale patrnd velka snaha vyvinout dal$i u¢inné
vakciny zalozené na jiném, ¢ podobném principu, které by byly levnéjsi. Rada zemi (véetné
CR) miize z ekonomickych diivodii ockovat komerénimi vakcinami pouze plemenné kusy,
nikoliv jateni prasata. O snaze vyvinout nové vakciny sv&€d¢i pomémé velka publikacni

¢innost na tomto poli.
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2.5.3.1 Identifikace imunogennich protektivnich epitop(

Mnozstvi publikovanych praci se zabyva hledanim imunogennich epitopt proteinu Cap
(Gu et al., 2012; Guo et al., 2011; L. P. Huang et al., 2011, Lekcharoensuk et al., 2004, Mahé
et al., 2000; Shang et al., 2009), které by byly vhodné k produkci vakcin. Souhrn oblasti, které

jsou vysledkem vySe zminénych studii jsou patrné na obr. 12.

a7 8BS 165 200 230
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Obrdzek 12: Schéma aminokyselinové sekvence PCV2 Cap.
Oblasti, proti kterym je zamérena nejsilnéjsi protildtkovd odpovéd' jsou vyznaleny Cerné. Prevzato z
Lekcharoensuk et al., 2004.

V dalsich studiich bylo zjisténo, ze aminokyseliny na pozicich 59 a 60 proteinu Cap se

zfejmé vyznamné podileji na konformaci dulezitého neutralizaCniho epitopu (J. Liu et al.,
2013). Pro konformaci neutralizaCnich epitopU jsou dale dilezité aminokyseliny lokalizované

na pozicich 131,151,190 a také posledni tfi C-koncové aminokyseliny (Saha et al., 2012; Shang
et al., 2009).

Publikovana krystalograficka 3D struktura PCV2 usnadnila vyhodnocovéni polohy
vytipovanych epitopi proteinu Cap v rdmci kapsidy a tedy jejich pfistupnosti slozkam

imunitnimu systému (Khayat et al., 2011).

Srovnanim profilu protilatkové odpovédi prasat postizenych PCV2-SD s infikovanymi
prasaty nevykazujicimi symptomy onemocnéni se zjistilo, Ze prasata postizena PCV2-SD
vytvarela ve velkém mnozstvi protilatky zamétené proti epitopu na pozici 169-180. Tento
epitop, ktery se nachazi uvnitt kapsidy slouzi patrné€ jako navnada pro imunitni systém (,,decoy
epitope®). Jedna se patrné o Unikovou strategii viru pfed protilatkovou imunitni odpovédi,
nebot intaktni ¢astice jsou pro tyto protilatky neviditelné (obr. 13). To je 1 mozné vysvétleni,

pro¢€ vakcinace monomernim proteinem je malo uc¢innd (Tribe a Rowland, 2012).
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Obrdzek 13: DiileZitost formy uspordadadni proteinu Cap pro ucinnost vakcinace.
Prevzato a upraveno z Trible a Rowland, 2012.

2.5.3.2  DNA vakciny a vakciny zaloZené na virovych vektorech

Pro prevenci infekce prasat virem PCV2 jsou rovnéz vyvijeny DNA vakciny. Kamstrup
et al., 2004 vlozili gen kodujici protein Cap PCV2 do sav¢iho expresniho vektoru. Produkce
kapsidového proteinu Cap byla potvrzena jak v tkanovych kulturach, tak in-vivo, v mySich
imunizovanych pomoci genové pistole. V imunizovanych mysich byly detekovany protilatky
proti proteinu Cap. Jako hlavni vyhody DNA vakcinace autor uvadi vysokou ¢istotu antigenu
(plazmid) a jeho snadnou a levnou ptipravu. BohuZel, imunitni odpovéd’ mysi na DNA vakcinu

byla pomérné pomala, protilatky byly detekovatelné azZ po tfeti imunizaci, po 52 dnech.

Vyvojem a testovanim mechanismu pisobeni DNA vakciny na mySich se v své praci
zabyva také Shen et al., 2008. Autofi ziskali kandidatni vakcinu, kterd kromé proteinu Cap
produkovala v cilovych bunkéach i protein Rep, nebo ORF3. Tato ko-imunizace vedla k
produkci protilatek proti proteinu Cap a byla schopna vyvolat v mySich proliferaci Cap
specifickych CD8" bunék a produkei specifickych neutralizaénich protilatek typu IgG2a proti
PCV2. Dalsi pokusy zlepSit vlastnosti DNA vakcin spocivaly ve vyuziti koexprese s
imunostimula¢nimi molekulami jako IL-15 (Dong et al., 2013), IL-2, nebo ubiquitin a chaperon

Hsp70 (Fu et al., 2013a, 2013b).

Protein Cap zkraceny o 41 N-koncovych aminokyselin, tedy zbaveny NLS a DNA
vazebné domény a fuzovany se signalni sekvenci, kterd sméfuje tento protein na sekrecni drahu

pouzili autofi prace (Fan et al., 2008). Tento protein byl produkovan expresi z rekombinantniho
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bakuloviru, ktery slouzil jako virovy vektor. Vysledkem byla pomérné vysokd produkce

protilatek, véetné neutralizacnich.

Dalsim z pfistupii byla snaha vyvinout uc¢innou vakcinu vyuzitim adenovirovych
vektord, konkrétné adenoviru typu 5. Tento virus ma pomérné velky klonovaci prostor a je ¢asto
vyuzivan v oblasti genové terapie. Rekombinantni adenovirus 5 s deletovanymi geny pro
proteiny E1 a E3 nesouci gen pro protein Cap PCV2 pouzili k produkci vakciny autoti (Wang
et al., 2006). Rekombinantni adenovirus, ze kterého byl syntetizovan protein Cap PCV2, byl
schopen po imunizaci vyvolat silnou imunitni odpovéd’ u mysi i prasat (Wang et al., 2007). Pan
et al., 2008 vyuzili adenovirovy vektor k produkei chimerickych VLPs PPV nesoucich epitopy
proteinu Cap PCV2. Wang et al., 2009 zkonstruovali rekombinantni adenovirus typu 5 nesouci
geny dalSich dvou virdi — gen pro protein Cap viru PCV2 a gen pro obalovy protein GP5 viru
PRRSV. Adenovirovy vektor nesouci gen pro protein Cap PCV2 a praseéi IFN-y byl
zkonstruovan autory Genmei et al., 2011. Specifickd imunitni odpoveéd proti PCV2 u mysi byla
v tomto ptipadé€ siln€jsi nez pti samostatné produkci Cap PCV2 pomoci adenovirového vektoru.
Recentnim ¢lankem vyuZivajicim adenovirovy vektor pro produkci PCV2 vakciny je prace Li

et al., 2016, kde se autofi snazi zvysit expresi proteinu Cap v bunkéch.

K pfipravé vakcin proti PCV2 byl pouzit také herpesvirovy vektor pfipraveny z
praseciho herpes viru (PRV). Nekteré geny v genomu PRV nejsou esencidlni pro replikaci viru
a mohou byt nahrazeny geny cizimi. Ju et al., 2005 produkovali z PRV vektoru fuzni protein,
ORFI1-ORF2 PCV2 (Rep-Cap PCV2). Imunitni odpovéd’ byla uspésné detekovana u mysi, ne
vSak u imunizovanych prasat. Song et al, 2007 ukézali, ze u selat imunizovanych
rekombinatnim PRV produkujicim protein Cap PCV2 dochéazi k vyvolani protilatkové a

bunécéné imunitni odpovédi.

Autofi Gamage et al.,, 2009; Hayes et al., 2010 vlozili epitopy proteinu Cap do
trimerizujictho proteinu D, nachdzejicitho se v hlavickach bakteriofaga Lambda. Ve studii
Gamage et al., 2009 byly epitopy proteinu Cap fuzovany s C-koncem D-proteinu. Celkem autofi
ptipravili 4 typy bakteriofagl, kazdy s jinym epitopem. Testy na prasatech prokazaly indukci
specifickych bunéénych odpovédi.

V praci Lin et al., 2012 se autofi pokouseli vytvofit vakcinu proti PCV2 na zdklad¢
rekombinantniho praseciho poxviru (SPV). Jako hlavni vyhody tohoto systému uvadéji
snadnou produkci v zafizenich BSLI1 (,,Biosafety level 1¢), lehky pribéh infekce divokym

typem viru, kterd pfirozen¢ vymizi a vysokou produkci antigenu rekombinantnim virem, ktery
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se mnozi v cytoplazmé infikovanych bun¢k. U experimentalné inokulovanych prasat zjistili
vysokou produkei neutralizacnich protilatek a zmirnéni projevu PCV2-SD. V praci Lin et al.,
2014 tento koncept autofi jest¢ vylepsili vlozenim, kromé genu pro protein Cap, geni pro
IL-18 a ,,M-like* protein z bakterie Streptococcus equi, ktery je vaznym patogenem prasat.
Vysledky studie prokazaly signifikantni ochranu prasat proti koinfekci PCV2 a Streptococcus

equi.

V nedavné dobé byla publikovana préace, kde autofi vyuzivaji k vyvoji kandidatni
vakciny chimerické VLPs odvozené od ,,Papaya Ringspot Virus“ (Aguilera et al., 2017). Tyto
VLPs nesouci celkem tfi protektivni epitopy z proteinu Cap byly produkovany v bakterialnim

expresnim sytému a byly schopné vyvolat protilatkovou odpovéd’ proti PCV2.

Jako nejjednodussi se pii vyvoji vakeiny proti PCV2 zdanlivé jevi vyuziti schopnosti
proteinu Cap se samouspotadavat do VLPs. Rada laboratofi se pokusila produkovat protein Cap
v bakteriich s nad¢ji, ze se purifikovany protein in-vitro slozi do VLPs. Ukézalo se vSak, Ze
produkce proteinu Cap v E. coli je obtizna. Jednim z divodua je pravdépodobné piitomnost
bazickych aminokyselin na N-konci proteinu Cap (MTYPRRRYRRRRHRPR), které jsou
soucasti NLS (Marcekova et al., 2009; Wu et al., 2008). Autofi se tedy pokusili produkovat Cap
zkrdceny o bazické aminokyseliny. Navic provedli optimalizaci kodonii pro expresi v
bakteriich. Produkci proteinu Cap v E. coli zlepsili, avSak protein se do VLPs neslozil. Ukazalo
se, ze NLS sekvence hraje dtlezitou roli v procesu skladani Cap VLPs a ma i antigenni funkci
(Zhou et al., 2005). Jini autofi fuzovali Cap z jeho N-konce s jinym proteinovym partnerem, s
maltézu vazajicim proteinem (Qiang Liu et al., 2001). To umoznilo zvySeni produkce proteinu
Cap, ale znemoznilo tvorbu VLPs. Autofi studie Yin et al., 2010 navézali na N-konec proteinu
Cap znacku SUMO (,,Small Ubiquitin-like Modifier*). Po izolaci tohoto fuzniho proteinu z
E. coli odstépili SUMO pomoci specifické protedzy. Protein se sice skladal in-vitro do VLPs,
avsak jejich vytézek byl nizky. Ve studii Bucarey et al., 2009 se autoii pokusili vyvinout oralni
vakcinu proti PCV2 zaloZenou na extraktu Saccharomyces cerevisiae produkujicich protein
Cap. Pii pokusech s origindlni sekvenci genu Cap neuspéli. Az s uméle syntetizovanym genem
s kodonovou optimalizaci pro kvasinky ziskali pomérné vysoké vytézky proteinu Cap, ktery se
vSak uspofadaval do VLPs netcinné. Nicméné mysSi ordlné imunizované extraktem téchto

kvasinek vykazovaly tvorbu specifickych protilatek proti PCV2.

Rada laboratoii se pokusila pfipravit VLPs PCV2 v hmyzich buiikich s vyuZitim

bakulovirového expresniho systému, nebo produkci v larvach Trichoplusia ni infikovanych
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rekombinantnim bakulovirem (Fan et al., 2007; Kekarainen et al., 2010, 2010; Kim et al., 2002;
Liu et al., 2008; Misinzo et al., 2005; P. Nawagitgul et al., 2000). Mezi vyhody bakulovirového
systému oproti bakteridlnimu, patii efektivni produkce proteinii, postranslacni modifikace a
spravna konformace produkovanych proteinti. Z vétSiny praci vyplyva, ze ackoliv v lyzatech
infikovanych hmyzich bun¢k byly VLPs detekovény, jejich tvorba byla neefektivni a vétSina

proteinu Cap ziistala neuspofadéna.

2.6 Bovinni papilomaviry

V soucasné dobé je s jistotou zndmo celkem 13 bovinnich papilomavira (BPV-1 — 13),

klasifikovanych do celkem tfech rodi (Bocaneti et al., 2016):

e Deltapapilomaviry, kam fadime BPV-1, BPV-2 a BPV-13 zpiisobuji benigni nadory
epitelt u skotu (Lunardi et al., 2013b; Rector a Van Ranst, 2013).

e Xipapilomaviry, kam patii BPV-3, BPV-4, BPV-6, BPV-9, BPV-10, BPV-11
a BPV-12 a byly izolovany z papilomt kiiZze, vemene, strukil, jazyka, Gistni dutiny a
jicnu (Campo, 2002; Tomita et al., 2007).

e Epsilonpapilomaviry zahrnuji typy BPV-5 a BPV-8, BPV-5 zplisobuji fibropapilomy

na vemeni a BPV-8 na vemeni a kiizi (Rector a Van Ranst, 2013).

BPV-7 byl zatazen do rodu Dyoxipapilomavirus, jako jediny zastupce tohoto rodu a byl
identifikovan v nadorech strukt a kiize (Ogawa et al., 2007; Tomita et al., 2007). V praci
Munday et al., 2015 objevili autofi v kocCi¢ich nadorech asociovanych se skupinou

Deltapaiplomavirt papilomavirus, pro ktery navrhuji oznaceni BPV-14.

2.6.1 Organizace genomu a stavba virionu

I kdyZ jsou papilomaviry druhové a tkanové specifické, je organizace jejich genomu
zalozena na stejném principu. Genom papilomavirl tvofeny dvouvldknovou DNA je dlouhy
ptiblizn€é 7-8 kbp. Genom mutizeme rozdélit z hlediska Zivotniho cyklu do tfech oblasti na
asnou, pozdni a nekodujici regulaéni oblast (obr. 14). Casna oblast genomu obsahuje az 8 ORF
oznacovanych jako E1-E8. Pozdni oblast genomu obsahuje dvé ORF kodujici strukturni
proteiny kapsidy, L1 a L2. Regula¢ni oblast genomu (LCR) obsahuje pocatek replikace a dalsi

regulacni sekvence. VSechny ORF se nachéazi na jednom vldknu virové DNA.
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Obrdzek 14: Organizace genomu BPV1.

Casnd oblast genomu — zelené, pozdni oblast genomu — Zluté, requlacni oblast genomu — riiZovd,
Prevzato z Lunardi et al., 2013a.

Kapsida papilomavirti (obr. 15) ma ikosahedrdlni symetrii o priméru 55-60 nm a je
sloZzena ze strukturnich proteind L1 a L2. Hlavni kapsidovy protein L1 je usporadan do 72

pentamera (Baker et al., 1991).

Obrazek 15: Kapsida BPV-1.
Prevzato z Trus et al., 1997.

Protein L1 je schopen se samovoln¢ skladat do VLPs (Kirnbauer et al., 1992). Kapsida
je stabilizovand cysteinovymi mustky mezi C-konci proteintt L1 (Wolf et al., 2010). Vedlejsi
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kapsidovy protein L2 neni nutny pro tvorbu VLPs. V kapsid¢ je zanofen do dutiny pentameru
L1 svym C-koncem, ktery je hydrofobni povahy (Finnen et al., 2003). N-koncova ¢ast proteinu
L2 je vystavena na povrchu kapsidy (Liu et al., 1997). Virova kapsida pti kontaktu s bazalni
membranou epitelu prochazi konformacni zmeénou, kterd vede k jest€ veétSimu obnazeni
N-konce proteinu L2. Tento proces a procesy navazujici (napft. Stépeni protedzou furinem) jsou
nutné ke vstupu virionu papilomaviru do buniky. Dusledkem tohoto procesu je i pfitomnost
protilatek proti N-konci proteinu L2 v krevnich sérech (Richards et al., 2006). Kapsidovy
protein L2 se uplatiiuje 1 v dalSich procesech, jako je tinik z endozomu (Kdmper et al., 2006) a
doprava viru do jadra pomoci interakci s dyneinem (Schneider et al., 2011). Pfesny
mechanismus a role L2 proteinu pii vstupu viru do jadra stile jesté neni pfesné objasnén.
V literatute se diskutuji i dal$i moZznosti, jako je vstup do jaddra pomoci L2 a jaderné
domény 10 (ND-10) (Day et al., 2004), nebo vstup pomoci jadernych poértt umoznénych
interakci NLS L2 s buné¢nymi karyoferiny (Darshan et al., 2004). V praci Pyeon et al., 2009

autori diskutuji cestu vstupu virového genomu do jadra bun¢k v pribéhu mitdzy.

Hlavnimi antigennimi determinanty pro imunitni systém, jsou strukturni proteiny L1 a
L2, které jsou i hlavnim cilem pti konstrukci vakcin. V soucasné dobé jsou registrované vakciny
pouze proti lidskym papilomavirim zalozenych na hlavnich kapsidovém proteinu L1, viz.

kapitola Vyuziti VLPs vakcin v humanni medicing.

2.6.2  Bovinni papilomavirus typu 1, BPV1

BPV-1 je nejlépe prozkoumanym a prvnim zcela osekvenovanym papilomavirem, ktery
slouzil jako model pfi studiu transformacnich G€inkt i1 u lidskych papilomavir (Chen et al.,
1982). BPV-1 zptsobuje u hovéziho skotu a koni kozni fibropapilomy, papilomatdzou penisu,
strukll a vemene typickych véjitkovitych tvart, které jsou odlisné od tvarti zptisobenych jinymi

typy bovinnich papilomavirii (Campo, 2002).

I ptesto, ze vyskyt papilomatdéz u hovéziho skotu a koni ma stile se zvySujici
ekonomicky dopad zejména srozvojem volného chovu na pastvinach, stidle neni na trhu
dostupné registrovanad vakcina. Hlavnim divodem, pro¢ neni dostupna klasickd vakcina
zaloZena na atenuovaném nebo usmrceném viru, je nemoznost pomnozit virus v podminkach
in-vitro. Tento nedostatek je ¢asto nahrazovan vyrobou tzv. autovakcin, coz jsou homogenizaty
pfipravené z papilomi odebranych z jiz nakaZenych zvifat a po Upravé podany jako oralni
preventivni vakcina zdravim kustim. Vyhodou je vysoka specifita téchto vakcin, nebot’ jsou

pfipraveny z nemocnych zvitat pochdzejicich ze stejného stdda nebo oblasti. Nevyhoda spociva

46



zejména v nemoznosti masové vyroby z divodu omezeného mnozstvi vstupniho materialu.
V odborné literatuie 1ze nalézt publikace, ve kterych se autofi zamétuji na vyvoj vakciny
rekombinantni technologii. Fakt, ze hlavni antigenni determinanta BPV-1, protein L1 je
schopen spontanné tvofit VLPs pii produkci v expresnich systémech a uspéch registrovanych
vakcin proti lidskym papilomavirim zalozenych na stejném principu, davaji témto pokustim
jasny smér. V praci Jesus et al., 2012 autofi pouzili kvasinkovy expresni systém k produkci
VLPs z L1 proteinu papilomavirii typu BPV-1, BPV-2 a BPV-4. Dals$i moznosti, jak levné a ve
velkém mnozZstvi produkovat VLPs tvofené proteinem L1 BPV-1 je pouziti rostlinného
expresniho systému zalozeného na rostlin€ Nicotiana benthamiana. Vytézek v tomto piipade
¢inil az 183mg VLPs /kg cerstvych listd. VLPs byly schopné vyvolat silnou a specifickou
imunitni odpoveéd’ v mysich (Love et al., 2012). Zatim posledni pokus pfipravit VLPs odvozené
od L1 BPV-1 je popséan v praci Modolo et al., 2017. K produkei proteinu L1 zde byl pouzit
bakterialni expresni systém. Pfi produkci v E. coli vSak dochdzi pouze k produkci kapsomer

slozenych z L1, ze kterych je nutné po vyc¢isténi slozit in-vitro VLPs.

Pti vyvoji vakein proti papilomavirim (lidskym i bovinnim), se autofi zaméfuji 1 na
vyuziti vedlejsiho kapsidového proteinu L2. Ptiklademe miize byt pouziti N-konce proteinu .2
pti vyvoji vakciny proti HPV-16 (Gambhira et al., 2007). L2, na rozdil od L1, mé potencial
aktivovat svymi specifickymi epitopy T-lymfocyty a skytd tedy potencidl pro vyvoj
terapeutické vakciny, jak demonstrovali na BPV-2 ve své publikaci Jarrett et al., 1991.
Profylaktickymi vakcinami proti bovinnim papilomavirim se ve svych pracech zabyvaji i dalsi
autofi. V publikaci (Lima et al., 2014) se autofi zabyvaji mySlenkou vytvoftit profylaktickou
DNA vakcinu zaloZenou na kombinaci proteinu L2 a ES proti BPV-1 a BPV-2. Pro terapeutické
ucely se naptiklad u BPV-4 uvazuje i o vyuziti proteinu E7 (Campo et al., 1993; McGarvie et
al., 1995). V piipadé¢ BPV-1 Ashrafi et al., 2008 zkonstruovali chimérické VLPs zaloZené na
proteinu L1 a E7 BPV-1.

Nespornou vyhodou proteinu L2 je pak vyvolat imunitni odpovéd’ proti vice typlim
papilomavirt — kiizova imunitni reakce, jak ve své praci na piikladech bovinnich papilomavirt

popsali Jagu et al., 2011; Pastrana et al., 2005.
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3. Cile prace:
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1. Vyvinout veterinarni vakciny proti prase¢imu cirkoviru 2 a bovinnimu papilomaviru 1

>

Zkonstruovat univerzalnich vektory pro produkci nanocastic na bdzi hlavniho
kapsidového proteinu VP1 MPyV — i) VLPs nesoucich na svém povrchu, nebo uvnitt
sekvence cizich proteinti nebo jejich ¢asti i1) chimerickych pentamer VP1 fizovanych se

sekvencemi cizich proteint.

Ptipravit rekombinantni bakuloviry pro produkei nanostruktur nesoucich rizné epitopy,

nebo celou sekvenci kapsidového proteinu PCV2.

Ptipravit rekombinantni bakuloviry pro produkci VLPs sloZzenych z hlavniho
kapsidového proteinu L1 BPV-1 nebo chimérickych pentamer slozenych z fuzniho
proteinu VP1 MPyV a imunogenniho epitopu vedlejsiho kapsidového proteinu

L2 BPV-1.
Charakterizovat purifikované nanostruktury z hlediska stability.

Otestovat indukci protilatkové a bunééné imunitni odpovedi po imunizaci mysi

jednotlivymi nanostrukturami.

Ovéftit schopnost indukovat produkei protilatek, véetné protilatek neutralizujicich virus,

po imunizaci cilovych zvifat.

2. Vyvinout diagnostickou metodu pro detekci protilatek proti PCV2 v sérech prasat

zaloZenou na principu ,,blocking ELISA*.

3. Prokazat vazbu VP1 MPyV na mikrotubuly a jeho schopnost ovlinit bunéény cyklus.

4. Identifikovat enkapsida¢nim signil v genomu MPyV Fidici enkapsidaci virové DNA.
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4. Material a metody
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4.1 Bakteriadlni kmeny

Escherichia coli DH10Bac — [F- mcrA (mrr-hsdRSM-mcrBC) f80lacZDM15 lacX74 deo R
recAl endA1 araD139 (ara, leu)7697 ga/U ga/K — rpsL
nupG/bMON14272/pMON7124]

Escherichia coli XL-1 Blue - [recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac F’
proAB laclqgZAM15 Tn10 (Tetr)]

4.2 Eukaryotické bunécné linie
WOP — bunééna linie mySich fibroblasti 3T3 stabilné exprimujici LT MPyV (Dailey a
Basilico, 1985)

PK15 — bunéc¢na linie odvozena z prase¢ich ledvinovych epitelidlnich bun¢k (ATCC; CCL-
33)

293TT - lidské ledvinové embryondlni buiiky stabilné¢ exprimujici LT SV40 (Buck a
Thompson, 2007)

Sf9 — buné&na linie odvozena z vaje€nikll motyla Spodoptera frugiperda (Thermo Fisher

Scientific)

4.3 Viry
PCV2b - identifikovano v Ceské republice — vzorek L14181 (Marcekova et al., 2009)

BPV-1 - ziskano z koznich papilomi od klinicky nemocnych byki v odchovné BeneSov u

Boskovic.

4.4  Zvirata

Balb/C (Charles River) — albino mysi samice — pofizeny ve véku 8 tydnti z chovné stanice

Ustavu molekularni genetiky AV CR, v. v. i., Praha nebo firmy Velaz, s. r. 0., Praha

MeLiM —miniprasata s dédi¢nymi melanomy — potizeny ve véku 6 tydnti z Ustavu Zivocisné

fyziologie a genetiky AV CR, v. v. i., Libéchov

Prasata raznych plemen - (Ceské bilé uslechtilé, Ceské landrasa, Duroc, Pietrain) — chovni

kanci ve stafi 1-4 let, pochéazejici ze Slechtitelské stanice ISK Brna

Byci riiznych plemen — byci ve véku 3-4 mésice z odchovny plemennych byc¢kti OPB Osik
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4.5 Plazmidy
pFastBacl — Transferovy vektor ureny pro systém Bac-to-Bac. Umoziuje vlozeni genu
proteinu zajmu pod polyhedrinovy promotor a naslednou expresi v hmyzich bunikach (Thermo

Fisher Scientific).

pFastBacDual — Transferovy vektor urceny pro systém Bac-to-Bac. Umoziiuje vloZeni dvou
genll proteinit zajmu pod dvojici promotort (polyhedrinovy promotor a promotor pl0) a

naslednou expresi obou proteinii v hmyzich bunkach (Thermo Fisher Scientific).

pFastBacDual-VP1/tVP3 — univerzalni vektor obsahujici gen pro VP1 MPyV a N-koncové
zkracenou variantou proteinu VP3 MPyV (tVP3, AK 105-204), (Hruskova et al., 2009).

pMJG — plasmid pMJ1 obsahujici kompletni genom MPyV (Krauzewicz et al., 1990).

pET28b-Cap-His —plasmid obsahujici gen pro protein Cap PCV2b pro expresi v bakteriich
(Marcekova et al., 2009).

pSheLL — plasmid obsahujici geny L1 a L2 BPV-1 pro expresi pseudovirioni v sav¢ich
buiikdch (Addgene plasmid # 37319).

pCLucf — plasmid obsahujici geny pro Luciferdzu a GFP pro expresi v sav€ich buitkdch
(Addgene plasmid # 37328).

p#988 — plasmid obsahujici geny L1 a L2 HPV-16 pro expresi pseudovirionti v sav¢ich
buiikach, poskytnuto Martinem Miillerem (Deutsches Krebsforschungzentrum Heidelberg).

pwP — plasmid pro expresi proteinu VP1 pod kontrolou eukaryotického promotoru Ela.
Kodony genu pro protein VP1 byly optimalizovany pro expresi proteinu v sav€ich bunkach.
Dale plasmid obsahuje sekvence stabilizujici RNA a sekvenci proteinu GFP pod kontrolou

¢asného promotoru viru SV40 (Addgene plasmid 22519).

pCont — plasmid odvozeny od plasmidu pwP obsahujici polylinker misto genu pro protein VP1,

poskytnuto RNDr. Lenkou Hornikovou, PhD.

pVP1 — plasmid exprimujici VP1 MPyV v sav¢ich buiikach (Hornikova et al., 2011)
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4.6 Primery

Primery (57-3")

VPla EcoRI GATGATGAATTCATGGCCCCCAAAAGAAAAAGCGGC

VPla BamHI GATGATGGATCCTGAGCCGCTACCGGGTTTGTTGAACCCATG

VP1b BamHI GATGATGGATCCGGGTCTGGCTCTGGAATTTCCACTCCAGTG

VP1b Kpnl GCTGCTGGTACCTTAATTTCCAGGAAATACAGTCTITTG

FLAGCap Smal CTCGTACCCGGGATGGATTACAAGGACGATGACGACAAGACGTATCCAAGGAGGC
Cap Sacl CTCGTAGAGCTCTGAGGTTAAGTGGGGGGTC

VP1 Bglll BamHI

CTCGTAAGATCTGGATCCATGGCCCCCAAAAGAAAAAG

VP1 Sall

GAAGTTGTCGACATTTCCAGGAAATACAGTCTTTG

Cap BamHI GAAGTTGGATCCATGACGTATCCAAGGAGGC

CapHis Kpnl CTCGTAGGTACCTCAGTGGTGGTGGTGGTG

L1 EcoRI CTTGATGAATTCATGGCGTTGTGGCAACAAGGCCAG

L1 Pstl CTTGATCTGCAGTTATTTTTTTTTTTTTTTTGCAGGCTTACTGG

L2 1188 BamHI

CTTGATGGATCCAGCGCCTACGACCTGTAC

L2 1188His Xhol

CTTGATCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGGATGGAGGCCAGGGAG

Cervené §tépnd mista. Syntéza zajisténa firmou KRD.

4.7 Syntetické oligonukleotidy

Fosforylované oligonukleotidy (5°-3")

VarAl FW GATCCTCCCGCACCTTCGGATATACTGTCAAGCGAACCACAGTCAGAACGCCCTCCG
VarAl Rev GATCCGGAGGGCGTTCTGACTGTGGTTCGCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAG
VarA2 FW GATCCGTGGACATGATGAGATTCAATATTAATGACTTTCTTCCCCCAG

VarA2 Rev GATCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACG

VarA3 FW GATCCCTGAGACTACAAACTGCTGGAAATGTAGACCACGTAGGCCTCGGCACTGCGTTCG
VarA3 Rev GATCCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTCCAGCAGTTTGTAGTCTCAGG
VarA4 (AS5) FW GATCCGGTTCTGGTTCTTTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAACCCTGGTTCTGGTTCTG
VarA4 (AS) Rev | GATCCAGAACCAGAACCAGGGTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAAAGAACCAGAACCG
VarA6 FW GATCCACCATGTATGTACAATTCAGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAACCCTG
VarA6 REV GATCCAGGGTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTG
VarA7 FW GATCCTCCACTATTGATTACTTCCAACCAAACAAAAGAAACCAGCTGG

VarA7 Rev GATCCCAGCTGGTTTCTTTTGTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAG

VarA8 FW GATCCGTGGACATGATGAGATTCAATATTAATGACTTTCTTCCCCCAGGAGGGGGCTCAG
VarA8 Rev GATCCTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACG

Cervené BamHI Stépné misto.

53




4.8 Protilatky

4.8.1 Primarni

a-MPyV VP1 — mysi monoklonalni protilatka proti proteinu VP1 MPyV (Forstova et al.,
1993)

a-MPyV VP1 (Rabbit) — krali¢i polyklonalnim protilatka proti VP1 MPyV pfipravend v nasi

laboratofi

a-FLAG — mysi monoklondlni protilatka proti FLAG sekvenci (Sigma)

a-PCV2 Cap — mysi monoklondlni protilatka proti Cap PCV2 (Median Diagnostics)
a-PCV2 Cap B9 — mysi monoklonalni protilatka proti Cap PCV2 (Dyntec)
a-PCV2 Cap H9 — mysi monoklonélni protilatka proti Cap PCV2 (Dyntec)
a-Penta His — mySi monoklonélni protilatka proti kotvé His (Sigma)

antiHPV antibody [BPV-1/1H8 + CAMVIR] (ab2417) — mysi monoklonalni protilatka
proti L1 BPV-1 (Abcam)

4.8.2  Sekundarni
GaM HRP - kozi protilatka proti my$im imunoglobulinim konjugovana s kienovou

peroxidazou (HRP) (Bio-Rad)

GaM AF488 — kozi protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor488
(Thermo Fisher Scientific)

DaS HRP — osli protilatka proti prase¢im imunoglobulinlim konjugovana s kienovou

peroxidazou (HRP) (Santa Cruz Biotechnology)

GoR 5 nm Gold — kozi protilatka proti kralicim imunoglobuliniim konjugovana se zlatymi
¢asticemi o priméru 5 nm (BBI)
GaM 10 nm Gold — kozi protilatka proti mySim imunoglobuliniim konjugovana se zlatymi

¢asticemi o priuméru 10 nm (BBI)

4.9 Kultivace bunek
Bunky sf9 byly kultivovany pii 27 °C v TNM-FH médiu (Sigma) obsahujicim 10 %

fetalniho bovinniho séra a 5 % Glutamin (Gibco). Jednalo se o adheretni kulturu.
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Buiiky PK15 byly kultivovany pfi teploté¢ 37 °C v 5% atmosféfe CO2 v Dulbecco’s
modified Eagle’s mediu (DMEM; Sigma) obohaceného 5% bovinnim sérem (Gibco). Jednalo

se o adherentni kulturu.

Buiiky WOP byly kultivovany pfi teploté 37 °C v 5% atmosféte CO2 v Dulbecco’s
modified Eagle’s mediu (DMEM; Sigma) obohacené¢ho o 10 % bovinniho séra (Gibco) a o

2mM glutamax (ThermoFisher scientific). Jednalo se o adherentni kulturu.

4.10 Konstrukce univerzalnich vektord pro inzerci sekvenci gen( pro cizorodé
proteiny, Ci peptidy.
4.10.1 VLP-A
Univerzalni vektor pro produkci nanostruktur VLP-A (cizorodé epitopy jsou vystaveny
na povrchu VP1 VLPs MPyV) je zalozen na plasmidu pFastBacl (Thermo Fisher Scientific).
Nejprve bylo z klonovaciho mista (,,multiple cloning site®, MCS) tohoto plasmidu odstranéno
restrikéni misto pro restrikéni endonukleazu BamHI. Plasmid byl §tépen restrikénim enzymem
BamHI (Fermentas) a kohezni konce byly zatupeny pomoci Klenowova fragmentu DNA
polymerazy I (Thermo Fisher Scientific), plasmid byl cirkularizovan pomoci T4 DNA ligazy

(Thermo Fisher Scientific) a nésledné linearizovan restricnimi enzymy EcoRI a Kpnl.

Pomoci PCR byly amplifikovany dv¢ ¢asti genu pro protein VP1 MPyV (VPlaa VP1b),
jako zdroj genu pro VP1 MPyV byl pouzit plasmid pMJG obsahujici kompletni genom MPyV.
Primery pro amplifikaci byly navrZeny tak, aby bylo celkem 7 aminokyselin DE smycky
proteinu VPl nahrazeno restrikénim mistem pro endonukledzu BamHI obklopenym

flexibilnimi glycin-serinovymi(G-S); linkery (obr. 16)

VP1pear
Primer 1 Primer 2 Primer 3 Frimer 4
— f— — —
'
EcoRl Kpnl

Delece 7 aminokyselin

Obrdzek 16: Schématické zndzornéni cilené delece 21 nukleotidii (7 AK) v sekvenci genu pro VP1
MPyV pomoci PCR.

Manipulace v ramci DE smycky nemaji efekt na stabilitu proteinu VP1(Garcia et al.,
2000). Na 5’ konec genu pro protein VP1 bylo také pfiddno pomoci primert restrikéni misto

pro endonukleazu EcoRI a na 3¢ konec pro Kpnl. Modifikované fragmenty genu pro protein
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VP1 byly spojeny pomoci restrikéniho mista BamHI a vloZeny do plasmidu pFastBacl ptes
restrikéni mista EcoRI a Kpnl. Vysledny konstrukt VLP-A (pFastBacl-VP1pga7) slouzi jako
univerzalni klonovaci vektor pro inzerci sekvenci raznych cizorodych imunogennich epitopti

(ptes BamHI misto) do DE smyc¢ky proteinu VP1 (obr. 17).

BamHI

Obrazek 17: Schématické zndzornéni nékolikakrokové pripravy univerzalniho vektoru VLP-A v
donorovém plazmidu pFastBacl.

Nejprve bylo v polylinkeru MCS deletovdno restrikcéni misto pro BamHI (Cervend ¢dra). Poté byly pres
restrikéni mista EcoRl, BamHI a Kpnl vloZeny obé &dsti proteinu VP1 (VP1a a VP1b), ¢imZ vznikl VP1peaz
(Cervené) s flexibilnim linkerem a BamH| stépnym mistem v DE smycce (oranZové). Do linkeru je
mozZno pres restrikcni misto BamH| vkladat sekvence kodujici zvoleny epitop (Zluté).

4.10.2 VLP-B

Transferovy vektor pro produkci nanostruktur VLP-B (cizorodé epitopy nebo jejich
¢asti jsou uzavieny uvnitt VP1 VLPs) zalozeny na transferovém vektoru pFastBacDual
(Thermo Fisher Scientific), ktery umoznuje expresi dvou genti ze dvou bakulovirovych
promotort, byl v minulosti vytvotfen v nasi laboratoti (Hruskova et al., 2009). Proto jen kratce
— gen pro protein VP1 byl vloZzen do plasmidu pomoci EcoRI a Xmal restrikénich mist pod
kontrolu polyhedrinového promotoru. Zkracena verze genu pro protein VP3 MPyV (tVP3, AK
105-204) byla amplifikovana a vlozena pod kontrolu bakulovirového p10 promotoru pies Smal
a Nhel restrikéni mista. Oba geny MPyV byly amplifikovany z plasmidu pMJG. Vysledny
konstrukt VLP-B (pFastBacDual-VP1/tVP3) miiZe slouzit jako univerzalni klonovaci vektor
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pro fuzi sekvenci cizorodych proteind s 3° koncem genu pro protein tVP3. VLPs produkované
rekombinantnim bakulovirem pfipravenym pomoci tohoto transferového vektoru obsahuji ve
svém nitru cizorody protein propojeny pies sekvenci proteinu VP3 s centralnimi dutinami

pentamernich kapsomer proteinu VP1.

4.10.3 Kapsomera-C

Za ucelem konstrukce univerzalniho vektoru pro nanostruktury Kapsomera-C byl
amplifikovan gen pro protein VP1 MPyV z plasmidu pMJG pomoci primeri, které byly
navrzeny tak, aby byl odstranén stop kodon a aby bylo na 5 konec genu pro protein VP1
vloZeno restrikéni misto pro endonukledzu BglIl a na 3¢ konec mista pro BamHI a Sall. Tyto
sekvence proteinu VP1 byly poté vlozeny do vektoru pFastBacl otevieného pomoci
endonukledz BamHI a Sall (obr. 18).

Obrdzek 18. Schématické zndzornéni pripravy univerzdlniho vektoru Kapsomera-C v donorovém
plazmidu pFastBacl.

Gen pro VP1 MPyV byl amplifikovdn s pomoci primert obsahujicich sekvence stépnych mist pro Bglll,
BamHI a Sall a odstranénym stop kodonem. To umoZnuje vloZeni cizich genovych sekvenci za vyuZiti
zbyvajicich stépnych mist v polylinkeru.

Sekvence gend pro cizi proteiny, ¢i peptidy mohou byt vloZzeny ve stejném ¢tecim radmci
do nékolika restrikénich mist (napt. BamHI, Xbal, Pstl, Kpnl nebo HindIIl) umoziiujici jejich
fzi s flexibilnim C-koncem VP1. Vysledny kostrukt Kapsomera-C (pFastBacl-VP1stop) miize

slouzit jako univerzalni klonovaci vektor pro fuzi sekvenci cizorodych proteinli nebo peptidii.
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Rekombinatni bakuloviry odvozené od tohoto konstruktu exprimuji rekombinantni fazni

protein ve formé obrovskych pentamer nebo jejich vyssich struktur.

4.11 Konstrukce bakulovirovych transferovych vektor( BPV-1

Byly vytvofeny celkem dva konstrukty transferovych bakulovirovych vektorii. Jeden
pro produkci L1 VLPs, druhy zalozeny na univerzalnim vektoru Kapsomera—C pro produkci
pentamer VP1 MPyV s epitopem prroteinu L2 BPV-1 (aminokyselinova pozice 11-88), tzn.

pro produkci pentamer z fznich proteinit VP1-L211ss-His.

Z tkanového homogenatu byla izolovéana celkovd DNA, kterd byla pouzita jako zdroj
gent pro kapsidovy protein L1. Gen byl amplifikovan metodou PCR. Pomoci primert byly

zavedeny na konce genu pro L1 $tépna mista pro restrikéni enzymi EcoRI a Pstl.

Amplifikovany gen pro L1 byl po §té€peni piisluSnymi restrikénimi enzymy vlozen do
vektoru pFastBacDual otevieného pfisluSnymi restrikénimu enzymy a defosforylovaného

alkalickou fosfatdzou (Frementas) (obr. 19)

BPV1 L1 sekvence

£
2
3
&
=

Obrdzek 19: Ndvrh konstrukce transferového bakulovirového vektoru pro pripravu
rekombinantniho bakuloviru produkujicich protein L1 z polyhedrinového promotoru (pPh).

Gen pro kapsidovy protein L1 byl vloZen pod polyhedrinovy promotor do vektoru pFastBacDual pres
Stépnd mista restrikcnich enzymu EcoRl a Pstl.
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Pro konstrukei transferového vektoru pro produkci pentamer VP1 MPyV s epitopem
prroteinu L2j1ss jsme s vyhodou vyuzili univerzalni vektor Kapsomera-C. Cést genu L2
(aminokyselinova pozice 11-88) byla amplifikovana, podobné¢ jako geny pro L1 a L2 z celkové
DNA izolované z tkanového homogenatu papilomu postizeného zvirete. Pomoci primert bylo
na 5" konec sekvence L2113 zavedeno Stepné misto pro restriktdizu BamHI a na 3’konec
sekvence pro His kotvu a Stepné misto pro restriktdzu Xhol. Amplifikovana sekvence pro L211ss
byla, po Stépeni pfisluSnymi restrikénimi enzymy, vlozena do univerzdlniho vektoru
Kapsomera-C oteviené¢ho pfislusnymi restrikénimu enzymy a defosforylovaného alkalickou
fosfatdzou (Fermentas) (obr.20).

) BPV-1L2usHis

|
3

Obrdzek 20: Ndvrh konstrukce transferového bakulovirového vektoru pro pripravu
rekombinantniho bakuloviru produkujiciho fuzni protein VP1-L2;1ss-His.

Gen pro fuzni protein VP1-L21158-His byl vloZen do univerzdlniho vektoru Kapsomera-C pres stépnd
mista restrikcnich enzymi BamHI a Xhol.

4.1 Inzerce sekvenci kapsidového proteinu PCV2b do univerzalnich transferovych

vektor(
Za ucelem ptipravy nanostruktur VarA1-A8 byly fosforylované syntetické nukloetidy
kodujici vybrané epitopy proteinu Cap PCV2 vloZeny pfes BamHI restrikéni misto do

univerzalniho vektoru VLP-A. Ovéfeny plazmid byl linearizovén restrikénim enzymem BamHI
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a konce molekuly byly defosforylovany alkalickou fosfatdzou (Thermo Fisher Scientific).
Ptislusné epitopy odvozené od proteinu Cap PCV2 byly pripraveny hybridizaci syntetickych
oligonukleotidl. Tyto smési byly nasledné elektroporovany do kompetentnich bakterii E. coli
XL1-Blue. Od kazdé varianty bylo vybrano celkem 10 monokolonii, ze kterych byly metodou
»colony” PCR s néslednou agarézovou elektroforézou vytipovany pozitivni monokolonie a

jejich sekvenaci ovéiena pritomnost vlozeného epitopu.

Nanostruktura VarB byla pfipravena tak, ze byl cely gen pro protein Cap PCV2b
amplifikovan pomoci PCR z bakteridlniho plasmidu pET28b-Cap-His. Pomoci PCR primert
byla na 5 konec sekvence proteinu Cap vlozena sekvence pro FLAG tag. Sekvence FLAG-Cap
byla poté fizovana ve stejném ctecim ramci s tVP3 pies restrikéni mista Smal a Sacl do
univerzalniho konstruktu VLP-B a byl ziskan transferovy vektor pFastBacDual-VP1/FLAG-
Cap-tVP3.

Pro pfipravu nanostruktury VarC byla celd sekvence proteinu Cap PCV2b
amplifikovana z plasmidu pET28b-Cap-His, ktery slouzil jako templat. Pomoci PCR primert
bylo na 5° konec Cap genu vloZeno restrikéni misto pro endonukledzu BamHI a na 3° konec
sekvence pro His tag (6 x His) a Kpnl restrik¢éni misto. Univerzalni plasmid Kapsomera-C byl
otevien restriktdzami BamHI a Kpnl, defosforylovan alkalickou fosfatdzou (Fermentas) a

vysledny transferovy vektor byl oznacen jako pFastBacl-VP1-Cap-His.

4.2 Priprava rekombinantnich bakulovir(

Ptiprava rekombinantnich bakuloviri byla provedena dle manualu vyrobce (Thermo
Fisher Scientific). Pfipravené transferové vektory byly transformovany do bakterii E. coli
DH10Bac ve kterych doslo k transpozici a vytvotreni rekombinantnich bakulovirovych genomi
(bakmid). Nékolik pozitivnich (Lac-) monokolonii obsahujici rekombinantni bakulovirovy
genom bylo zakonzervovano a déle rozpéstovano v LB médiu s antibiotiky, (50 pg/ml
kanamycin, 7 pg/ml gentamicin, 10 pg/ml tetracyclin). Rekombinantni bakmidy byly izolovany
pomoci komer¢ni soupravy PureLink™ HiPure Plasmid DNA Miniprep Kit (Thermo Fisher
Scientific) za ucelem purifikace rekombinantni bakulovirové DNA. Takto ziskané
bakulovirové genemomy byly lipofekci (Cellfectin II reagent, Thermo Fisher Scientific)
transfekovany do hmyzich bun¢k sf9 a rekombinantni bakuloviry uvolnéné do média byly 72
hodin po transfekci sklizeny a pouZity pro dal§i pomnoZeni infekci hmyzich bunék za ucelem

ziskani virového inokula o vysokém titru. Cely postup je znazornén graficky na obr. 21.
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Obrdzek 21: Schéma pripravy rekombinantnich bakulovirii z donorového (transferového) plasmidu.
Prevzato a upraveno z Thermo Fisher Scientific.

4.3 Purifikace pfipravenych nanostruktur
Buiiky sf9 byly infikovany pfisluSnymi rekombinantnimi bakuloviry o multiplicité 5
PFU na bunku. Bunky byly sklizeny, podle prib¢hu infekce, 72 az 94 hodin po infekci.
Infikované buiiky byly sklizeny seskrabanim a centrifugovany (200 x g, RT, 7 minut). Buné¢ny
sediment byl resuspendovan v pufru B a sonikovan na ledu po dobu 3 x 30s (sonikator Soniprep
150, Schoeller Pharmacia Praha). Z takto pfipravené¢ho nativniho lyzatu byly nanostruktury
purifikovany ultracentrifugaci v gradientu CsCl zptisobem popsanym v publikaci Forstova et

al., 1993.

4.1 Elektronova mikroskopie

Elektronmikroskopické fotografie byly pofizeny elektronovym mikroskopem JEM-
1011 (JEOL), operujicim pii napéti 80 kV.

4.1.1 Negativni barveni

Elektronmikroskopické sitky (Cu, 200 mesh, SPI) potazené membranou z Parlodionu
(SPI) a vrstvou grafitu byly polozeny na 5yl kapku vzorku v riznych fedénich. Absorpce
vzorku na Parlodion/grafitovou membranu probihala po dobu 5 minut. Poté byly sitky
oplachnuty dvakrat v kapce filtrované destilované H>O po dobu 30 sekund a kontrastovany
dvakrat minutovou inkubaci na kapce 2 % kyseliny fosfowolframové (PTA, pH 7,3, Sigma-
Aldrich). Prebytecna PTA byla opatrné odstranéna kouskem filtra¢niho papiru. Poté byly sitky

ponechany schnout po dobu 1 minuty.
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4.1.2 Imunoelektronova mikroskopie (,,Flat embedding”)

WOP bunky narostlé na podloznich sklickach byly transfekovany lipofekci plasmidem
pVP1. Po 24 hodinach byla provedena in-situ frakcionace (provedeno RNDr. Lenkou
Hornikovou, PhD.). Nerozpustné ¢asti, které zbyly po této proceduie na podloznich sklickach,
byly fixovany smési 3% formaldehydu a 0,01% glutaraldehydu (SPI) v 0,2 M pufru HEPES
(Sigma Aldrich) o pH = 7,4 po dobu 30 minut. Nasledovalo promyti pufrem HEPES, pH = 7,4
s 0,02 M glycine (Serva) po dobu 2 x 10 minut.

Poté bylo pfikro¢eno ke znaCeni proteinii specifickymi protilatkami. Vzorky byly
blokovany 30 minut v roztoku 1 % normadlniho koziho séra (NGS, Sigma Aldrich) v 0,2 M
pufru HEPES, pH = 7,4. Znaceni primarnimi protilatkami probihalo po dobu 1 hodiny pii
pokojové teploté. Po nasledném promyti 0,2 M pufrem HEPES, pH = 7,4 (5 x 5 minut) bylo
prikroc¢eno ke znaceni sekundarnimi protilatkami konjugovanymi se zlatymi ¢asticemi, které

trvalo 30 minut s ndslednym promytim 3 x 10 minut 0,2 M pufrem HEPES, pH = 7.4.

Takto oznacené vzorky byly dehydratovany v koncentracni fad€ roztoku etanolu (30,
50, 70, 96 %, kazdy 15 minut). Dehydratované buiiky byly infiltrovany stoupajici koncentraci
pryskyfice LR-White (London Resin Company) v ethanolu po dobu 20 minut (100 % etanol:
LR White — 2:1; 1:2). Nasledovalo zavérecné prosyceni 100 % pryskytici po dobu 1 hodiny,
pies noc a 2 hodiny vzdy s vyménou pryskyfice za Cerstvou. Cely proces dehydratace a
infiltrace probihal pfti teploté 4 °C. Po dikladném prosyceni bylo ptikrocneo k polymeraci UV
svétlem po dobu 48 hodin pfi teploté 4 °C.

Vzorky byly nakrajeny na ultratenké tezy (ultramikrotom Leica EM UC7)
diamantovym nozem (Diatome) o tlustce 70 nm. Poté pieneseny na nahé niklové
elektronmikroskopické sitky (200 Mesh, SPI), kontrastovany nasycenym roztokem uranyl

acetatu (SPI) po dobu 5 minut a extenzivné promyty v demineralizované H>O.

4.1.3 Ultrastrukturni analyza

Bunky 293TT produkujici pseudoviriony byly sklizeny 48 hodin po transfekci, dvakrat
promyty ptredehfatym PBS a fixovany 3% glutaraldehydem (SPI) v 0,1 M kakodylatovém
pufru, pH = 7,5 (SPI) na ledu po dobu 1 hodiny, s vyménou fixativa po 30 minutach. Fixované
bunky byly dvakrat oplachnuty kakodylatovym pufrem, pH = 7,5, seSkrabany a postfixovany
1 % oxidem osmicelym po dobu 1 hodiny, 4 °C. Nasledovalo promyti kakodylatovym pufrem,

pH = 7,5 2 x 5 minut. Fixovana suspenze bun¢k byla pfevedena do 3 %, na 42 °C piedehraté
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nizkotajici agarozy, kratce peletovana a ponechdna ztuhnout na ledu po dobu 15 minut. Pelet

obsahujici buiiky byl nakrajen na kosticky o velikost cca 1 mm.

Nasledovala dehydratace v etanolové koncentracni fadé (30 %, 50 %, 70 %, 90 %,
96 %, 100 %, 100 %, kazdy 15 minut). Poté byly kousky agar6zy obsahujici bunky inkubovany
v propylenoxidu (Serva) 2 x 10 minut. Takto pfipravené vzorky byly pfipraveny na prosyceni
pryskytici AGAR 100 (SPI) ve stoupajici koncentrac¢ni fadé (AGAR 100 : propylenoxid — 1:2
(15 minut), 1:1 (30 minut), 2:1 (30 minut). Inkubace v koncentrované pryskyiici AGAR 100
trvala pti 4 °C pies noc a poté jest¢ 3 hodiny pfi laboratorni teploté. Vzorky byly vlozeny do
zelatinovych kapsli ¢islo 2 (SPI), zality ¢estvou pryskyfici a polymerovany pii teploté 60 °C po
dobu 72 hodin.

Vzorky byly nakrijeny na ultratenké fezy (ultramikrotom Leica EM UC7)
diamantovym nozem (Diatome) o tluStce 70 nm. Poté pfeneseny na nahé médéné
elektronmikroskopické sitky (200 Mesh, SPI), kontrastovany nasycenym roztokem uranyl
acetatu (SPI) a Reynoldsovym roztokem (citrat olovnaty, SPI) po dobu 5 minut a extenzivné

promyty v demineralizované H>O.

4.1.4 Imunoelektronova mikroskopie ,High-pressure freezing” a mrazova substituce
Transfekované bunky Wop produkujici VP1 MPyV byly vysety do misek s vlozenymi
safirovymi sklicky o priméru 1,4 mm (Leica). Po 24 hodinach byla skli¢ka vyjmuta a ponofena
do roztoku kryoprotektantu, 20 % bovinniho sérového albuminu (BSA, Sigma) v DMEM
médiu. Sklicka s buiikami pokryta kryoprotektantem byla pfemisténa do drzdku pro rychlé

mraZeni pod tlakem (,,High-pressure freezing*) systému Leica EM Pact2 (Leica).

Po rychlém zmrazeni byly vzorky pfeneseny do mrazové substituce (Leica EM ASF2)
vybavené automatickym procesorem (Leica EM FSP). Vzorky byly mrazove substituovany
acetonem pii teplot€ -90 °C po dobu 48 hodin. Poté byla teplota postupné zvySovana (5 °C/min)
na -50 °C a vzorky byly pfi této teploté ponechany 24 hodin. Po mrazové substituci ndsledovala
postupnd infiltrace pryskytici Lowicryl HM20 (EMS) ve smési s acetonem ve vzrlstajici
koncentracni fad¢ (2 h v 25 % HM20, 3 h v 50 % HM20, 3 h v 75 % HM20, 4 h ve 100 %
HM?20, 8 h ve 100 % HM20). Polymerizace UV svétlem zacala pfi teploté -50 °C po dobu 26
hodin a pokrafovala postupnym zvySovanim teploty na 20 °C po dobu dalSich 14 hodin.
Konec¢né vytvrzeni pryskytice bylo provedeno pfi teploté 20 °C po dobu 24 hodin.

Vzorky byly nakrdjeny, imunoznaceny a kontrastovany stejnym postupem, jak je

uvedeno v kapitole Imunoelektronova mikroskopie (,,Flat embedding®).
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4.2 SDS proteinova elektroforéza (SDS-PAGE) a Western blot s naslednou
imunodetekci
Purifikované chimérni VLPs a chimérické nanostruktury byly povafeny 5 minut

v Laemmliho pufru a rozdéleny na 10% (w/V) SDS-polyakrylamidovém gelu (Laemmli, 1970).

Separované proteiny byly obarveny Coomassie Brilliant Blue (Serva).

V nékterych piipadech byl provadén Western blot s naslednou imunodetekci proteinti
pomoci specifickych protilatek. Proteiny byly pomoci -elektrotransferu pfeneseny na
nitrocelul6zovou membranu (Serva) ve vychlazeném (4 °C) blotovacim pufru (0,3% (w/V)
Tris, 1,44% (w/V) glycin, 20% (V/V) metanol) pfi napéti 2,5 mA/cm2 po dobu 3 hodin.
Membrany byly nasledné blokovany inkubaci v 5% (w/V) odtuénéném mléce fedéném v PBS
po dobu 1 hodiny. Znac¢eni membran primérni protilatkou probihalo 1 hodinu a sekundarni
protilatkou 40 minut, po kazdé¢ inkubaci nasledovalo promyvani 3 x 10 minut v PBS. Membrany
byly vyvolany pomoci komer¢niho roztoku Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific) a zobrazeny na radiograficky film (Agfa).

4.3 Modra nativni polyakrylamidova elektroforéza (BN-PAGE)

Pro separaci proteinti byly pouzity gely a roztoky od firmy Thermo Fisher Scientific dle
instrukci vyrobce. Postup metody byl upraven podle Hornikova et al., 2011. K purifikovanym
nanostrukturdm VarC byl pfidan NativePage SampleBuffer v poméru 4:1 (z vysledného
objemu vzorku) a ,,NativePAGE 5 % G-250 Sample Additive* v poméru 9:1 (z vysledného
objemu vzorku). Vzorky byly inkubovany pét min na ledu a poté separovany v nativnim 3-12%
(w/V) gradientovém gelu. Separované komplexy byly nasledné vizualizovany pomoci barvy

»SimplyBlue™ SafeStain® (Thermo Fisher Scientific) dle instrukci vyrobce.

4.4 Hmotnostni spektrometrie

Identifikace a potvrzeni pfitomnosti imunogennich epitoptt Cap PCV2 u nanostruktur
VarAl — VarA5 pomoci hmotnostni spektrometrie byla provedena Mgr. Karlem Harantem z

Laboratofe hmotnostni spektrometrie, Biocev, Vestec u Prahy.

4.1 Stanoveni akutni virémie u pokusnych prasat metodou RT-PCR

Tato metoda byla provedena v akreditované laboratofi RNDr. Ivanem PSikalem CSc.,

z firmy Dyntec spol. s r.0. Podrobnéjsi postup 1ze najit v pfiloZzené publikaci.
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4.1 Imunizace mysi, prasat a skotu
Mysi byly rozdéleny do skupin o 5 mysich a zvifata v kazdé skupiné byla imunizovana
do podkozi tfemi davkami ve dvoutydennich odstupech jednou z pifipravenych nanostruktur.
Pro imunizaci bylo pouZito 50 pg proteinu na davku. Ctrnact dni po posledni imunizaci byla
zvitata uvedena do kompletni anestézie pomoci Halothenu (Sigma-Aldrich), odkrvena a

usmrcena.

Prasata byla rozdélena do tfi skupin. Prvni skupina prasat byla imunizovéna
nanostrukturami VarC, druha skupina byla imunizovdna komeréni vakcinou Circoflex
(Boehringer-Ingelheim) a kontrolni skupina prasat byla imunizovéna 30% adjuvans Polygen
(MVP Technologies) v PBS. Imunizace byly provedeny dvakrat ve tfitydennich odstupech do
kréniho svalu. Jedna davka o objemu 1 ml obsahovala 100 pug antigenu a 30% adjuvans
Polygen. Imunizace komeréni vakcinou Circoflex byla provedena podle instrukci vyrobce. Pied
imunizaci prasat byla kandidatni vakcina VarC inaktivovana, kvuli pfipadné piitomnost

rekombinantniho bakuloviru bindrnim ethyleniminem podle Rueda et al., 2000.

Imunizovano bylo celkem 12 kusii bykt ve véku tfech az ¢tyfech mésict rozdélenych
do dvou skupin. V prvni skupin¢ bylo 10 zvifat imunizovano kandidatni vakcinou L1 VLPs
BPV-1 3x v odstupu 21 dnti. Ve druhé skupiné byla dvé zvifata vakcinovéana 3x ,,slepou
vakcinou v odstupu 21 dni, obsahujici pouze adjuvantni latky bez imunogenu. Testovana
kandidatni vakcina byla aplikovana do glutedlniho svalu v objemu 1 ml (100 ug L1 VLPs
BPV-1 v jedné davce).

4.2 Caste¢na purifikace a koncentrace viru PCV2
Virus PCV2b byl pomnozen v kultufe bunék PK 15. Po¢ate¢ni inokulum (TCIDso = 10°)
bylo poskytnuto firmou Dyntec. Buiikky byly infikovany multiplicitou infekce (MOI) 0,01
infekénich virovych &astic na buiiku. Sest dni po infekci byly buiiky véetné média sklizeny a
tiikrat zmraZeny a rozmraZeny. Bunécéné lyzaty byly centrifugovany pii 15000%g a 4 °C po
dobu 10 minut a virus byl zakoncentrovan ultracentrifugaci (25000 rpm, 4 °C, 3 hodiny, rotor
SW28, Ultracentrifuga Optima L-90K — Beckman). Sediment byl resuspendovan ve

vychlazeném pufru PBS a uchovén pfi teploté -20 °C.

4.3 Stanoveni protilatek v krevnich sérech metodou ELISA
ELISA desticky (Nunc) byly inkubovany pies noc pii 4 °C s 25 pg virové suspenze
PCV2 v 50 ul PBS, v ptipadé BPV-1 bylo pouzito 50 pg virové suspenze ziskané z preciténého
homogenatu z odebranych papilomi. Po prob¢hlé inkubaci byly ELISA desti¢ky proplachnuty
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pétkrat v PBS obsahujicim 0,05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich) a blokovany po dobu 2 hodin
v 2% (W/V) odtuénéném mléce v PBS. Poté bylo naneseno do kazdé jamky 100 pl séra
kontrolnich nebo imunizovanych mysi v riznych fedénich a desticky byly inkubovany po dobu
1 hodiny. Jako pozitivni kontrola slouzila monoklonalni protilatka proti proteinu Cap PCV2,
nebo monoklonélni protilatka proti L1 BPV-1. Po promyti jamek PBS s 0,05% Tween-20 bylo
na 1 hodinu pfiddino 50 pl nafedéné sekundérni protilatky konjugované s kienovou
peroxiddzou. Jamky byly promyty PBS s 0,05% Tween-20 a ptevrstveny 100 pl substratového
roztoku ABTS (Sigma-Aldrich). Absorbance v kazdé jamce byla zméifena pii 415 nm pomoci

¢teciho zatizeni Epoch (BioTec Instruments).

Pro detekci tvorby protilatek proti PCV2 imunizovanymi prasaty byla pouzita komercni

souprava INgezim CIRCO IgG (Ingenasa) podle instrukei vyrobce.

4.4 Stanoveni bunécné imunitni odpovédi in-vitro
Tato cast pokusti byla zcela provedena RNDr. Magdalenou Krulovou PhD. a Mgr.
Michaelou Hajkovou. Metody a materidl pouzity pii stanoveni bunééné imunitni odpovédi

in-vitro u vybranych nanostruktur VarA4, VarB a VarC lze nalézt v ptilozené publikaci.

4.5 Nepfima imunofluorescence

Buniky PK15 narostlé na sklickdch ve 24jamkové desticce byly fixovany 3% (w/V)
formaldehydem po dobu 30 minut. Poté byly permeabilizovany inkubaci v 0,1% (V/V) Tritonu
X-100 v PBS, oplachnuty 3 x 10 minut v PBS a nasledn¢ blokovany inkubaci v 1 % (w/V) BSA
v PBS po dobu 1 hodiny. Buiiky byly poté znaceny primarni protildtkou po dobu 1 hodiny,
nasledné promyty 3 x 10 minut v PBS a inkubovany po dobu 30 minut v sekundarni protilatce.
Po promyti 3 x 10 minut v PBS byla sklicka oplachnuta v deionizované H>O, vysuSena a
montovana do roztoku DAPI Gold Solution (Thermo Fisher Scientific). Preparaty byly
prohliZzeny fluorescencnim mikroskopem BX-60 (Olympus).

4.6 Sérum neutralizacni test (PCV2)
Neutralizacni protilatky proti PCV2 byly detekovany pomoci sérum neutralizacniho
testu upraveného podle Lefebvre et al., 2008 a Meerts et al., 2006. Praseci ledvinné buiiky PK 15
byly vysety na podlozni sklicka do jamek 24jamkové desticky v hustoté 1,5x10°/jamku. Séra
pochézejici od skupin zvifat (prasat, nebo mysi) imunizované stejnymi nanostrukturami byly
smichana ve stejnych objemech a inaktivovana pii 56 °C po dobu 1 hodiny. Poté byla smésna
séra smichana v rliznych pomérech s 1 ml virové suspenze PCV2 (TCIDsy = 10°) fedéné

v DMEM s 5% sérem a tato smés byla inkubovana ve 37 °C po dobu 1 hodiny, kvili u¢inné
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vazb¢ protilatek na PCV2 viriony. Tyto smési byly nasledné pouzity k infekci bunék PK15
rostoucich na sklickach ve 24jamkovych destickach. Po 1 hodin€ inkubace ve 37 °C byly smési
odebrany, bunky byly opldchnuty bezsérovym médiem a poté inkubovany v DMEM s 5%
sérem po dobu 36 hodin, pti 37 °C v 5% atmosféte CO>. Po fixaci byla detekovéana pfitomnost
proteinu Cap PCV2 metodou nepiimé imunofluorescence za pouziti primarni protilatky proti
proteinu Cap PCV?2 a sekundarni protilatky konjugované s fluoroforem Alexa Fluor-488. Byl
stanoven pocet infikovanych bunék ve vzorcich porovnan s poctem infikovanych bunék u

kontrol (bunky infikované virem inkubovanym se sérem kontrolnich zvifat).

4.7 Sérum neutralizacni test (BPV-1)

Test piitomnosti neutralizacnich protilatek (,,neutralization assay*“ — NA) se sklada

z nasledujici krok:

e produkce BPV-1 pseudovirioni pro vlastni testovani pfitomnosti anti-BPV-1
neutralizacnich protilatek a produkce HPV-16 pseudoviriont pro vylouceni zkiizené
reaktivity protilatek

e stanoveni infek¢niho titru pseudoviriond pro urceni optimalniho titru pro NA

e vlastni NA zalozena na detekci luciferazy

K testovani byla pouzita séra dvanacti bykil odebrana pted vakcinaci a po tteti imunizaci
kandidéatni vakcinou obsahujici L1 VLPs BPV-1 (63. den experimentu). Nejnizs§i fedéni
testovanych sér bylo v poméru 1:40, abychom ptedesli nespecifické neutralizaci zptisobené

vysokou koncentraci séra.

Test byl proveden dle protokolu z laboratofe Dr. Christophera Bucka uvedeného na

https://home.ccr.cancer.gov/lco/neutralizationassay.htm,  ktery  vychazi z odborné

publikace stejnych autorti (Pastrana et al., 2004). Stru¢né — k citlivym buikdm (293TT) jsou
pfidany pseudoviriony preinkubovanés testovanym nebo kontrolnim sérem v rizném fedéni a
72 hodin po (pseudo)infekci se hodnoti exprese reportérového genu. Pseudoviriony obsahuji
dva reportérové geny: gen pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) a gen pro luciferazu. Pro
vyhodnoceni NA a kvantifikaci mnoZstvi neutralizac¢nich protilatek bylo vyuzito detekce
aktivity luciferdzy pomoci komeréni soupravy ,,Bright-Glo™ Luciferase Assay System

(Promega). Pti (pseudo)infekci byly v experimentu pouZity nésledujici kontroly:
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¢ infekce pseudoviriony v médiu bez testovaného nebokontrolniho séra,
¢ “mock” infekce bez pseudoviriontl a séra
¢ infekce pseudovirony inkubované s heparinem. Heparin slouZzi jako pozitivni kontrola,

je o ném znamo, Ze interferuje s infekci (lidskymi) papilomaviry.

4.8 Produkce BPV-1a HPV-16 pseudoviriond
Tato &ast pokustl byla zcela provedena RNDr. Hanou Spanielovou, PhD. Stru¢né —
Bunécna linie 293TT byla kotransfekovana plasmidy pSheLLL a pCLucf pro produkci L1/L2
BPV-1 pseudovirionti, nebo plasmidem p#988 a pCLucf pro produkci HPV-16 L1/L2
pseudoviriontl. Transfekované buiiky byly sklizeny 48 hodin po transfekci a izolace a maturace
pseudovirionti probihala podle protokolu uvedeného na

http://home.ccr.cancer.gov/lco/pseudovirusproduction.htm.  Stanoveni  infekéniho  titru

pseudovirionii bylo stanoveno na zéklade protokolu uvedeného na

http://home.ccr.cancer.gov/Ico/neutralizationassay.htm.

4.1 Transfekce bunék WOP

Transfekce bunék WOP byla provedena elektroporaci piistrojem Nucleofector™
pomoci komeréni soupravy Amaxa™ Cell Line Nucleofector™ Kit V (Lonza) podle pokyni
vyrobce. Bunky byly vysety 24 hodin pted transfekci a nasledujici den byly sklizeny
trypsinizaci. K mnozstvi 4x10° peletovanych bunék bylo piidano 100 ul roztoku
Nucleofector V a 6 ng plasmidové DNA (izolované ,,EndoFree Plasmid Maxi kitem* (Qiagen),
dle manualu vyrobce) a buiiky byly elektroporovany za pouziti program U-030. Buiiky byly po
transfekci inkubovany v piedehfatém RPMI médiu (Sigma-Aldrich) po dobu 15 minut a
nasledn¢ vysety do kompletniho DMEM média (Sigma, 10% fetdlni bovinni sérum, 2mM

glutamax).

4.2 Efekt VP1 MPyV na bunécny cyklus, pritokova cytometrie
Buitkky WOP byly elektroporovany plasmidy pwP, pCont, nebo bez piitomnosti
plasmidu (kontrola vlivu transfekce) pomoci piistroje AMAXA a vysety na misky v klesajici
koncentracich tak, aby v nasledujicich osmi dnech po dobu trvani experimentu nedosahly
konfluence (mnozstvi bun¢k na misku o priméru 10 cm: 1,6x10% 1,2x10% 3.2x10°; 6x10°;
4x10°%; 2,2x10° a 1,2x10°). Od nasledujiciho dne po transfekei (den 1) byly plovouci i ptisedlé
buiiky kazdy den sklizeny. Bylo stanoveno mnozstvi mrtvych, apoptickych a EGFP pozitivnich

bunék pro kazdy den experimentu metodou pritokové cytometrie.
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Pro analyzu bun&ného cyklu bylo pouzito 1,9x10° bungk, které byly resuspendovany
v 0,5 ml DMEM obsahujiciho barvivo HOECHST 33342 (Thermo Fisher Scientific) o
koncentraci 8 pg/ml a inkubovany 40 minut ve tmé pii 37 °C, 5% CO..

Ke stanoveni mnozstvi apoptickych bunék ve vzorcich byla pouzita komercni sada
Annexin V-Cy3 (BioVision). Celkem 5x10° bunék zkazdého vzorku bylo znageno dle
protokolu vyrobce.

Mrtvé (nekrotické) buiiky byly barveny roztokem DAPI ptidanéym tésné pied méfenim

na prutokovém cytometru. Finalni koncentrace DAPI ve vzorku byla 900 ng/ml.

Vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru LSR FORTESSA (BD Bioscences) a
data byla vyhodnocena pomoci programu FLOWJO (Treestar). Pro vyhodnoceni dat bunééného

cyklu byl aplikovan model Dean—Jett—Fox, ktery je soucasti zminéného programu.

4.3 Statisticka analyza
Vsechny vysledky jsou vyjadieny jako primér £ smérodatnd odchylka (SD) nebo
sttedni chyba priméru (SEM). Statistickd vyznamnost rozdili mezi priméry jednotlivych
skupin byla stanovena pouzitim analyzy rozptylu (ANOVA). Hladina statistické vyznamnosti

byla stanovena na P=0,05.
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5. Vysledky
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5.1 Vyvoj kandidatnich vakcin proti PCV2

5.1.1 Navrh a konstrukce univerzélnich vektor( pro vyvoj vakcin
Na zékladé struktur odvozenych od kapsidovych proteintt MPyV byly navrzeny celkem
ti typy chimerickych struktur, VLP-A, VLP-B a Kapsomera-C (obr 22).

Obrdzek 22: Ndavrhy chimérickych nanostruktur zaloZenych na kapsidovych proteinech MPyV.

(A) VLPs MPyV tvofené hlavnim kapsidovym proteinem, VP1, ktery nese na svém povrchu cizi epitopy
(VLP-A), (B) MPyV VLPs nesouci cizi peptidy, Ci celé proteiny uvnitr VLP (VLP-B) (C) Kapsomera MPyV
sloZend z pentameru VP1 fuzovanym na svém C-konci s cizim proteinem (Kapsomera-C).

Univerzalni vektor pFastBacl VP1pga7, ktery slouzi k pfipravé nanostruktur nesoucich
epitopy cizich proteinti vlozené v povrchové DE smycce (VLP-A) byl zkonstruovan na zaklade
plasmidu pFastBacl, do kterého byl vlozen gen pro VP1 MPyV, zkraceny v oblasti DE smycky
o sedm aminokyselin a s vloZzenym klonovacim mistem obklopenym glycin-serinovymi

spojovniky. Na konstrukei tohoto vektoru jsem spolupracoval s Mgr. Martinou Kojzarovou.

Univerzalni vektor, zaloZeny na dualnim plasmidu pFastBacDual, uréeny pro ptipravu
nanostruktur typu VLP-B byl v nasi laboratofi pfipraven jiz diive (Hruskova et al., 2009).
Obsahuje gen pro protein VP1 MPyV vlozeny pod kontrolou polyhedrinového promotoru (pPh)
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a gen pro C-koncovou ¢ast proteinu VP3 MPyV (tVP3) pod kontrolou promotoru p10, ktera je
zodpovédna za vazbu proteinu VP3 do dutiny kapsomery. Klonovaci misto pied tVP3
umoziuje fizi sekvence genu pro cizi peptid, ¢i cely protein. Tento univerzalni vektor
pFastBacDual VP1/tVP3 tedy umoziuje, po piipravé rekombinantniho bakuloviru, expresi

proteinu VP1 pro tvorbu VLPs a fizniho proteinu, ktery je situovan uvniti VLP.

Univerzalni vektor pFastBacl VP1aswop slouzici k pfipravé nanostruktur Kapsomera-C je
zalozen na plasmidu pFastBacl, do kterého byl vlozen gen pro protein VP1 MPyV
s odstranénym stop kodonem a s nékolika restrikénimi misty pro snadnou fuzi s 5'-koncem
genu pro cizi protein. Toto uspofadani znemoziuje, po ptipravé rekombinantniho bakuloviru,
tvorbu VLPs, ale tvorba pentamerickych kapsomer zlstane zachovana. Tento univerzalni

vektor jsme pouzili také pii vyvoji kandidatni vakciny proti BPV-1.
Podrobna konstrukce viz. kapitola Materidl a metody.

5.1.2 Vybérizolatu a identifikace imunogennich epitopl proteinu Cap PCV2

Kmen PCV2 oznaceny jako Klon5, ze kterého byl ziskdn gen pro Cap protein, byl
puvodné identifikovan kvantitativni PCR ve vzorku z inquinalni mizni uzliny (L14181) prasete
z ¢eského chovu s klinickymi projevy PCV2-SD (Marcekova et al., 2009). Kostra planovanych
rekombinantnich vakcin je tvofena hlavnim kapsidovym proteinem VP1 mysiho polyomaviru

(MPyV), ktery pochazi z kmene BG (Velka Britanie).

Imunogenni epitopy kapsidového proteinu Cap PCV2, vhodné pro piipravu vakciny,
byly vybrany na zéklad€ publikované literatury, viz. kapitola Literarni ptehled. Nedavno byla
publikovana 3D struktura proteinu Cap PCV2, ktera umoZnila vyhodnotit polohu vytipovanych

epitopt v ramci kapsidy a tedy jejich pfistupnost slozkam imunitnimu systému.

5.1.3 Pfiprava a charakterizace nanostruktur odvozenych od MPyV nesoucich protein Cap
PCV2, nebo jeho imunogenni epitopy
Celkem 7 imunogennich epitopil, nachazejicich se na povrchu kapsidy bylo pouZito pro
konstrukei transferovych vektorti, zalozenych na univerzalnim vektoru VLP-A, pro pozdéjsi

produkci kandidatnich vakcin typu VarA:
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5 E T F G Y T ¥ K R T T v R T P 5
TCC CGC ACC TTC GGA TAT ACT GTC AAG ©GA ACC ACA GTC AGA ACG CCC TCC

v o M M R F N I N D F. L F P
GTG GAC ATG ATG AGA TTC AAT ATT AAT GAC TTT CTT CCC CCA

Varh3 (18AE) L R L Q T A G W v D H v G L G T A F
CTG AGA CTA CAR ACT GCT GGA AAT GTA GAC CAC GTA GGC CTC GGC ACT GCG TTC

G 5 G 5 F N L K D P 3 L N P G 5 G 5
TIT AAT CTIT AAA GAC CCC CCRA CTT AAC CCT

T M Y v Q F R E F N L K D P P L N P
ACC ATG TAT GTA CAA TTC AGA GAR TTT RAT CIT AAA GAC CCC CCA CTT ARC CCT

VarA7 (14AK) s T I D Y F @ P W W K R N @
TCC ACT ATT GAT TAC TTC CAA CCA AAC AAR AGA AAC CAG CTG

v D M M R F N I N D F L P P G G G 5
GTG GAC ATG ATG AGA TTC AAT ATT AAT GAC TIT CTT CCC CCA GGA GGG GGC TCA

Poloha epitopt v nukleotidové a aminokyselinové sekvenci Cap PCV2:

ATGRCGTATCCAAGERGECGTTACCGGRAGAAGRNGACACCGCOCCCGCRAGCCATCTTGECCAGATCCTCOGOCGOCGCCCCTGEETC
GTCCRCCCCCECCACCETTACCEC TEERGAAGEGRARMATEECATCTTCRACRCCCGECCT

3557 “GTGGACATGATGAGAT TCARTAT TAATGACT TP CTTCCCCCAGGAGEGEGCTCA:

CCCCGCTCTGTGCCCTTTEAA TACTACAGRATRAGARAGET TAAGETTEAATTCTGECCCTECTCCCCGATCACCCAGEGTGRACAGE
GERGTGEECTCAAGT GCTGTTATT CTAGATGATARCT TTGT ARCARAGGCCACAGCCCTCACCTATGACCOCTATGTARRCTACTCC
TCCCGCCATACCATAPLCCGEGCDSTTCTECTECCACTCCCGETACTTTRECDCCMRCCTGECTRGATT{XE.CTATTGATI‘MTTC

-mmmcsmmimmmm_

BR
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PRSVEFEYYRIRKVEVEFWECSEI TQGDRG".I'GEEAU ILDDNFVTKATALTY DEYVNYSSRHTI TQPFSYHSRY FTPKEVLDSTIDYF

NS T YDQE YN TR VENYVQEREENIKDRELNG

VarA4 a VarAS5S obsahuji stejny epitop, u varianty VarAS je pouze zdvojeny. Ke
zkracené VarA4(5) byly pfidany z obou stran dalsi flexibilni spojniky stiidajicich se
aminokyselin glycin, serin. Oligonukleotidové fetézce, fosforylované na 5’koncich, CiSténé
elektroforeticky, byly syntetizovany komer¢né a vloZeny do univerzalniho vektoru pfes BamHI
St€pné misto.

Univerzalni vektory VLP-B a Kapsomera-C byly pouzity pro piipravu dvou
transferovych vektort pro produkci kandidatnich vakcin. VarB obsahuje celé sekvence proteinu
Cap opatfené¢ FLAG tagem na 5” konci genu pro protein Cap pro pozd¢jsi snazsi ovéreni
produkce imunochemickymi metodami. VarC je tvofena fuznim genem VPI1-Cap-His (His

kotva byla vloZzena na 3° konec genu pro protein Cap pro snazs$i ovéfeni produkce

imunochemickymi metodami a purifikaci) uspotadaného do obtich pentamernich struktur.

Vsechny vyse zminéné transferové vektory byly ovéieny sekvenaci a pouzity pro tvorbu

pfislusnych rekombinantnich bakulovirt pro produkci kandidatnich vakcin. Lyzaty bunék sf9
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infikovanych pfisluSnymi rekombinantnimi bakuloviry byly pouzity pro purifikaci a
charakterizaci produkovanych chimérickych struktur. V pfipadé kandidatnich vakcin typu
VarA byla pouzita metoda hmotnostni spektrometrie k ovétreni pfitomnosti vlozenych epitopt
Cap PCV2 v rekombinantnich proteinech. Analyza byla provedena servisni laboratoti a Cap

epitopy byly pfitomné ve vSech testovanych variantach.

5.1.3.1 Oveéreni stability chimérickych struktur elektronovou mikroskopii

Elektronmikroskopické snimky ukézaly, ze ne vSechny navrzené struktury vykazovaly
potfebnou stabilitu a vytézek. Nanostruktury VarAl, VarA3 a VarA4 se efektivné a
v dostatecném mnozstvi skladaly do VLPs, podobné jako VPlpea7 (kontrolni VLPs bez
vlozeného epitopu v povrchové DE smycce), (obr. 23 A). Exprese nanostruktur VarA2 nevedla
k produkci stabilnich VLPs. Z elektronmikroskopické fotografie je vSak patrné, ze dochézi k
tvorbé nepravidelnych vysokomolekularnich komplexi slozenych z rozvolnénych
pentamernich struktur pfipominajici tvar VLP. VarAS5 se krom¢ tvorby VLPs z velké casti
skladé do tubularnich struktur riznych primért. VarB, nesouci protein Cap uvnitt ¢astice, tvori
VLPs o¢ekavaného tvaru a velikosti. VarC tvoii proteinové komplexy pravidelnych tvart, které

pfipominaji svou centralni dutinou pentamery VP1 a tvoii velké agregaty.

Produkce nanostruktur VarA6, VarA7 a VarAS8 se ukazala byt neefektivni (obr. 23 B).
Jejich produkce byla doprovéazena vznikem malého mnozstvi VLPs a z dalSich pokusii byly tyto

varianty vyfazeny.
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Obrdzek 23: Elektronova mikroskopie izolovanych chimerickych struktur.
(A) Nanostruktury sklddajici se dostatecné efektivné do VLPs. (B) Nanostruktury s nizkym vytézkem
VLPs. Negativni barveni 2 % PTA. Méfitko — 100 nm.

5.1.3.2  Charakterizace chimérickych struktur metodami SDS PAGE a Western blot

Purifikované struktury byly dale charakterizovany denaturujici proteinovou
elektroforézou (SDS-PAGE), nativni elektroforézou (Blue-Native PAGE, BN-PAGE) a
Western blot analyzou (obr. 24).
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Obrdzek 24: SDS PAGE a Western blot analyza purifikovanych nanostruktur.

Lyzaty purifikovanych nanostruktur analyzovanych pomoci SDS-PAGE, barveno Coomassie blue (a),
Western blot analyza, znaceno specifickymi protilatkami (b, c), BN-PAGE nativniho lyzdtu
nanostruktury VarC, barveno Coomassie blue (d).

(A) VLP-A (VarA1 — VarA5) a kontrolni VP1pea7. (B) VLP-B (VarB). (C) Kapsomera-C (VarC).

Pouzité protildtky — proti VP1 MPyV (Ab, Bb, Cb), proti FLAG (Bc) a protildtka proti His tag (Cc).

* Cap-tVP3, x prouZek odpovidajici dimeru pentameru VarC.

Varianty proteinil s vlozenym epitopem proteinu Cap v DE smycce VP1 se na SDS-
PAGE s naslednym Coomassie blue barvenim ukazaly jako stabilni, velikosti odpovidaly
priblizné proteinu VP1 MPyV (45 kDa) (obr. 24 Aa). Na provedené¢ Western blot analyze
s detekci VP1 MPyV pomoci protilatky nebyly pozorovany zadné degradaty, nebo jen ve velmi
malém mnozstvi (obr.24 Ab). Na obrazku 24B je zndzornén vysledek SDS-PAGE (a) a Western
blot analyzy (b, ¢) lyzatu purifikované nanostruktury nesouci protein Cap PCV2 uvniti VLPs
MPyV. Na SDS-PAGE jsou patrné prouzky odpovidajici velikosti VP1 a fuznimu proteinu
FLAG-Cap-tVP3 (37 kDa), coz je potvrzeno Western blot analyzou s naslednym zna¢enim
protilatkami proti VP1 MPyV (obr. 24 Bb) a FLAG sekvenci (obr. 24Bc). Teoreticky mtze
jedna VLP obsahovat ve své dutiné aZ 72 molekul fuzniho proteinu. Abychom alespon hrubé
odhadli skute¢ny poc€et molekul fuzniho proteinu na jednu VLP, provedli jsme opakované
denzitometrické méteni mnozstvi proteinu na SDS-PAGE purifikovanych ¢astic barvenych
Coomassie blue. Vypoctem jsme dospé€li k zadvéru, ze jedna VLP obsahuje v priiméru cca 12

molekul fuzniho proteinu FLAG-Cap-tVP3 (obr. 25).
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Ex. 1 Ex.2 Ex.3

VP1

FLAG-Cap-tVP3 | il [Sa] |

Obrazek 25: SDS PAGE purifikované nanostruktury VarB, denzitometrické méreni.
Cervené rémecky oznacuji oblasti méreni denzit proteini VP1 a FLAG-Cap-tVP3. Ex.1, Ex. 2 a Ex.3 —
meéreni ze tfech nezdvislych experimenti a trech nezavislych purifikaci.

Na obrazku 24 C je zobrazena analyza nanostruktury VarC, coz je fuzni protein VP1-
Cap-His. SDS PAGE (obr 24Ca) potvrdila ocekdvanou velikost tohoto fuzniho proteinu (cca
71 kDa). Identifikace fizniho proteinu byla potvrzena analyzou Western blot s ndslednou
detekci protilatkami proti proteinu VP1 MPyV (obr. 24Cb) a His kotvé (obr. 24 Cc). BN-PAGE
pak potvrdila skute¢nost pozorovanou na zaklad¢ elektronmikroskopické analyzy, ze VarC
tvoti vysokomolekuldrni komplexy, vyssi, nez by odpovidalo teoretické velikosti pentamer
tvofenych fiznim proteinem, tzn. cca 356 kDa. ProuZzek detekovany na gelu BN-PAGE
odpovida velikosti dekameru (2x pentamer). Z intenzity zbarveni tohoto prouzku a
nahromadéného materidlu na vstupu do gelu, je patrné, Ze podstatné mnozstvi materialu nebylo

schopno do gelu vstoupit.

5.1.4 Charakterizace imunitni odpovédi chimérickych nanostruktur v mysim modelu

Po ptedchozim posouzeni vlastnosti nanostruktur metodami elektronové mikroskopie a
imunochemickymi metodami jsme se rozhodli nékteré kandidatni nanostruktury vyloucit
z dalSich pokusti na mysich. Nanostruktury, které jsme se rozhodli testovat na mySim modelu,

jsou piehledné zobrazeny na obrazku 26:
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VLP-A

Jmeéno

PCW2 Cap sekvence,
aminokyselinova pozice

50-66

69-82

183-202

| 224-233

1]224-233 (2x)

VLP-B

VarB

1-233 (cely protein)

Kapsomera-C |\/arC

1-233 (cely protein)

Obrazek 26: 3D model kapsidy PCV2.

(A) Pozice vybranych imunogennich epitopt(barevné) na povrchu PCV2 kapsidy — vlevo a na Cap

monomeru — vpravo.

(B) Tabulka sekvenci proteinu Cap vybranych pro produkci nanostruktur, které byly ddle testovdny na

mysich.

Vybranymi nanostrukturami byly podkozné imunizovany mysi Balb/C, viz kapitola

Materidl a metody. V kazdé skupiné bylo celkem pét mysi. Pritomnost protilatek proti viru

PCV2 v krevnich sérech mysi, odebranych ¢trnact dni po posledni imunizaci, byla testovana

metodou ELISA ve spolupraci s Mgr. Martinou Kojzarovou. VSechny testované nanostruktury

Cv v

odpovéd’ proti PCV2, jak jsme piedpokladali, vyvolala nanostruktura VarB, s proteinem Cap

ukrytym uvnitt VLP (obr. 27 A).

Podle naseho ocekavani vyvolaly vSechny nanostruktury vysokou protilatkovou

odpovéd’ proti proteinu VP1 MPyV, (obr. 27 B)
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Obrdzek 27: Protilatkovd odpovéd’ proti proteiniim Cap PCV2 a VP1 MPyV vyvoland imunizaci mysi
kandiddatnimi vakcinami.

Skupiny mysi Balb/C byly celkem tfikrdat imunizovdny kandiddtnimi vakcinami (50 ug/ ddvka).
Kontrolni skupiny mysi byly imunizovdny PBS nebo VLPs odvozenymi od VP1pea; ve stejném
imunizaénim schématu. Pritomnost specifickych protildtek v mysich sérech proti PCV2 (A), nebo proti
proteinu VP1 MPyV (B) byla stanovena metodou ELISA. Jako cilovy antigen byl na ELISA desky
navdzdn koncentrovany lyzdat bunék PK15 infikovanych PCV2, v pripadé detekce protildtek proti
proteinu VP1 MPyV pak purifikované VP1 VLPs MPyV.
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Vybrani zéstupci od vSech typt struktur kandidatnich vakcin (VarA4, VarB a VarC)
byly také testovany na schopnost indukovat bunécnou slozku imunitni odpovédi in-vitro. Tyto
experimenty byly zcela provedeny spoluautory publikace RNDr. Magdalénou Krulovou PhD.,
a Mgr. Michaelou Hajkovou. Navrh experimentu a vysledky jsou uvedeny ve spolecné

publikaci, viz. kapitola Ptilohy.

Po zjisténi, ze vSechny testované nanostruktury jsou schopné vyvolat protilatkovou
odpoveéd proti PCV2, jsme se zaméfili na testovani pfitomnosti virus neutralizacnich protilatek
v krevnich sérech mysi, coz je klicova vlastnost kandidatnich vakcin pro kontrolu virové
infekce. Virové inokulum PCV2 bylo smichano s inaktivovanymi séry pochazejicimi z mysi
imunizovanych riaznymi nanostrukturami. Smeési byly inkubovany jednu hodinu pfi teploté 37
°C, pro efektivnimu navazani protilatek na castice viru. Takto vytvofené smési byly pouZity
pro infekci bunék PK15. Infekce probihala celkem 36 hodin. Poté byly buiikky PK15 fixovany,
oznaceny specifickou protildtkou proti proteinu Cap, a Cap pozitivni bunky byly spocitany.
Séra pochazejici z mySi imunizovanych nanostrukturami VarA, vykazovala, pii fedéni 1:50,
ptiblizn¢ 50 % sniZeni infekce oproti kontrole infikované smési viru a kontrolniho séra. VloZeni
zdvojeného epitopu u VarA5 nemélo zadny statisticky vyznamny vliv na mnozstvi virus
neutralizacnich protilatek. Nejlepsi vysledek ve schopnosti neutralizovat PCV2 dosédhla

nanostruktura VarC. Mira redukce infekce ve srovnani s kontrolou doséhla cca 85 %, (obr. 28).
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Obrdzek 28: Neutralizace PCV2 protilatkami obsaZenych v sérech imunizovanych mysi.

Buriky PK15 byl infikovany smési padesdt krdt fedéného séra a virového inokula PCV2 (vyslednd
koncentrace TCIDso = 10°). Kontrolni buriky byly infikovdny smési o stejné koncentraci viru a séra,
které vsak pochdzelo z mysiimunizovanych PBS. Infikované buriky byly detekovdny 36 hodin po infekci
pomoci imunofluorescence s pouZzitim specifické protildtky proti Cap PCV2. PCV2 pozitivni buriky
(zelené) byl spocitdny. Vysledek neutralizace viru je vyjadien jako procento infikovanych bunék
vztazZenych ke kontrole.

(A) — Sloupcovy graf vyjadrujici schopnost mysich sér neutralizovat PCV2 infekci.

(B) — Reprezentativni fotografie imunofluorescencné znacenych kontrolnich bunék (NK) a bunék
infikovanych smési viru a séra pochdzejicich z mysi imunizovanych VarcC.

Chyboveé usecky predstavuji smérodatnou odchylku tii nezavislych experimentu.

5.1.5 Charakterizace imunologickych vlastnosti nanostruktury VarC po imunizaci prasat

Pro testovani imunitni odpovédi v prasatech byla vybrana kandidatni vakcina VarC,
ktera v testech na mySich dokéazala indukovat nejvice neutraliza¢nich protilatek proti PCV2 a
prokazala schopnost v mySich aktivovat 1 bunéénou sloZzku imunitni odpovédi. Prasata byla
pfed imunizaci zkontrolovana na piitomnost akutné probihajici PCV2 virové infekce detekci
pfitomnosti virové DNA v krevnich sérech prasat metodou RT-PCR. Zadné kopie virové DNA

nebyly nalezeny. Tento experiment byl proveden laboratofi firmy Dyntec spol. s r.o.

Byly provedeny celkem dva imuniza¢ni experimenty podobného formatu. Detailnéji je

postup imunizace prasat popsana v kapitole Material a metody.

V prvnim experimentu bylo tfinact prasat ve véku Sesti tydnti rozdéleno do tfech skupin.
Prvni skupina (sedm kusi) byla imunizovdna kandidatni vakcinou VarC, druha skupina (tfi
kusy) komer¢ni vakcinou Circoflex, ktera byla pouzita jako referen¢ni vakcina a tieti skupina
(tf1 kusy) byla imunizovdna PBS ve smési s adjuvans Polygen pouzitého v kandidatni vakciné
VarC. Protilatkova odpovéd’ prasat po imunizaci byla méfena komercni soupravou ELISA kit
INgezim Circo IgG (Ingenasa). V Case nula (pfed imunizaci) byla namétena lehce zvySena
hladina specifickych protilatek proti PCV2, patrné se jednako o matefské protilatky pfenesené

kojicimi prasnicemi. Ve dvacatém osmém dni po prvni imunizaci byl naméfen signifikantni
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nartst hladin protilatek proti PCV2 u skupin imunizovanych kandidéatni vakcinou VarC a
komer¢ni vakcinou Circoflex, pfi¢emz hladina protilatek u skupiny VarC byla signifikantné
vyssi nez u komercni vakciny. Nicméné Ctyficaty devaty den po imunizaci byl zaznamenan
rychlejsi pokles hladiny protilatek proti PCV2 indukovanych kandidatni vakcinou VarC a rozdil
mezi obéma vakcinami se stal staticky nevyznamnym. Hladina protilatek u kontrolni skupiny
v pribéhu pokusu klesla pod hladinu pozitivity séra. Priibéh vyvoje hladiny protilatek proti
PCV2 je piehledné zobrazen na obr. 29 A.

Do druhého experimentu bylo zafazeno celkem 10 kusi prasat z chovu ISK Brna.
Celkem c¢tyii kusy byly imunizovany kandidatni vakcinou VarC, tfi kusy byly imunizovany
referenéni komercéni vakcinou Circoflex. Posledni tfi kusy byly imunizovany PBS s 30%
podilem adjuvans Polygen pouzitym 1 v ptipad¢ kandidatni vakciny VarC. Trend vyvoje hladin
protilatek byl prakticky shodny s prvnim pokusem. Hladina protilatek proti PCV2 u kusi
imunizovanych kandidéatni vakcinou VarC a kontrolni vakcinou Circoflex prudce vzrostla ve
dvacatém osmém dni po prvni imunizaci, pfiCemZ hladina protilatek proti PCV2 u kusi
imunizovanych kandidatni vakcinou VarC byla opét signifikantné vysSi nez v piipadé
Circoflexu. Potvrdil se i trend rychlejsiho poklesu hladiny protilatek proti PCV2 v piipadé
kandidatni vakciny VarC ve srovnani s komeréni vakcinou Circoflex. V devadesatém prvnim
dni po prvni imunizaci byla hladina protilatek proti PCV2, u skupiny imunizované kandidatni
vakcinou VarC, na hranici pozitivity uddvané pouzitym testem. V Case nula (t€sn¢ pied
imunizaci) byla hladina specifickych protilatek proti PCV2 pod hranici povaZovanou za
pozitivni a u kontrolni skupiny se pod touto hladinou udrZela po celou dobu experimentu.

Prabeh vyvoje hladiny protilatek proti PCV2 je ptehledné zobrazen na obrazku 29 B.
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Obrdzek 29: Srovndni hladin protildtek proti PCV2 v krevnich sérech prasat vyvolanych
imunizacemi kandiddtni vakcinou VarC a komercni vakcinou Circoflex.

Dvé skupiny prasat byly imunizovdny (den 0 a 21) kandiddtni vakcinou VarC a komercni vakcinou
Circoflex. Kontrolni skupina byla imunizovdna PBS s 30 % adjuvans Polygen. Hladina protildtek byla
meérena komercéni soupravou ELISA kit INgezim Circo IgG podle instrukci vyrobce. S/P index vyjadruje
mnoZstvi protildtek proti PCV2 jako pomér mezi absorbanci testovanych vzorki a absorbance
kontrolniho vzorku (OD4;5s nm), ktery je soucdsti komercni sady. Prerusovand linie stanovuje hranici
mezi pozitivnimi a negativnimi vzorky a je stanovena dle manudlu vyrobce.

(A) Prvni experiment (celkem 13 prasat)

(B) Druhy experiment (celkem 10 prasat)

Chybové usecky predstavuji stfedni chybu priiméru (SEM). *P <0,05, ** P <0,005, *** P <0,0005.
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Stejné jako v pfipadé¢ imunizacnich pokust na mySich nas i v pfipadé pokusi na
prasatech zajimalo zastoupeni virus neutralizacnich protilatek v krevnich sérech prasat, a tedy
schopnost kandidatni vakciny VarC1 G¢inné branit infekci PCV2. Virové inokulum PCV?2 bylo
smichano s riznymi koncentracemi smichanych inaktivovanych praseCich sér pochazejicich
z odbéru z dvacatého osmého dne po prvni imunizaci a po jednohodinové inkubaci pii 37 °C
byla touto smési provedena infekce bunék PK15. Infekce probihala celkem 36 hodin. Poté byly
bunky PK15 fixovany, znaeny specifickou protilatkou proti proteinu Cap, a pozitivni buiiky
byly spocitany. Vysledky ziskané z pokusu se stokrat fedénim prase¢im sérem jsou znazornény
na obrazku 30. Schopnost kandidatni vakciny neutralizovat virovou infekci je srovnatelna

s komeréni vakcinou Circoflex.
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Obrazek 30: Neutralizace PCV2 protilatkami obsaZenych v sérech imunizovanych prasat.

Buriky PK15 byl infikovdny smési stokrdt fedéného séra a virového inokula PCV2 (vyslednad
koncentrace TCIDso = 10°). Kontrolni buriky byly infikovdny smési o stejné koncentraci viru a séra,
které vSak pochdzelo z gnotobiotického prasete. Infikované buriky byly detekovdny 36 hodin po infekci
pomoci imunofluorescence s pouZitim specifické protildtky proti proteinu Cap PCV2. Buriky pozitivni
na Cap PCV2 byly spocitany. Vysledek neutralizace viru je vyjddren jako procento infikovanych bunék
vztaZenych ke kontrole.

(A) — Sloupcovy graf vyjadrujici schopnost prasecich sér neutralizovat PCV2 infekci.

(B) — Reprezentativni fotografie imunofluorescencné znacenych kontrolnich bunék (NK) a bunék
infikovanych smési viru a séra pochdzejicich z mysi imunizovanych VarC. DAPI — modfe,

Cap PCV2 — zelené.

Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku tfi nezavislych experimentd. Méritko — 50 um.
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5.2 Stanoveni hladiny protilatek proti PCV2 metodou ,Blocking” ELISA

Na této casti vysledki jsem spolupracoval s Mgr. Vaclavem Janovcem. Tento test bylo
nutné zavést, protoze fada testovanych prasat ma jiz pied imunizaci riiznou miru protilatek proti
PCV2 astandardni ELISA test by vzhledem k vysoké vychozi hodnoté nebyl dostatecné citlivy.
Test, ktery se nyni pouziva ve firmé Dyntec ke stanoveni hladin PVC2 specifickych protilatek
a ktery jsem pouzil i v této praci — ELISA kit INgezim Circo IgG (Ingenasa) je pro rutinni
testovani ptilis ndkladny. Pro zavedeni tohoto testu jsme s vyhodou vyuzili dvé monoklonalni
protilatky (B9, H9) cilené proti proteinu Cap produkované hybridomy, které jsou ve vlastnictvi
firmy Dyntec. Hybridomy byly pfedany firm¢ Exbio s.r.o. za ucelem purifikace protilatek a
jejich konjugace s enzymem kienova peroxiddza. Pouziti testu zalozeném na forméatu
»Blocking“ ELISA neni v pfipad¢ diagnostiky prasat nové (L. Huang et al., 2011), je vSak nutné
ho optimalizovat pro pouziti s naSimi originalnimi protilatkami a antigeny.

Nejprve bylo nutné zjistit optimalni koncentraci cilového antigenu (pentamerni
nanostruktury VarC) a druh monoklonalni protilatek (B9, H9). Jako nejvyhodnéjsi se ukazalo
pouziti protilatky B9 a koncentrace antigenu 10png/ml (data neukazana).

Pilotni test byl proveden s pouzitim dvou sér pozitivnich na specifické protilatky proti
PCV2 a dvou negativnich prasecich sér (pfedem testovanych komerénim setem), v fedéni 1:100

a 1:1000 (tab. 2).

Redéni sér
. PCV2/IgG titr 1:100 1:1000
Cislo vzorku
ELISA OD415 nm % inhibice OD415 nm % inhibice

DSE 23 3820 0,186 85,4 0,832 34,7
MNR 30 4813 0,4335 65,97 0,9945 21,93
PCG 471 Negativni 1,028 19,3 1,138 10,66
CHD 17 Negativni 1,211 495 1,1595 8,99

Tabulka 2: Pilotni test ,,Blocking“ ELISA na dvou pozitivnich a dvou negativnich sérech prasat.
Jako 100 % inhibice byla pocitdna hodnota ziskand mérenim interakce protildtky B9 s antigenem bez
pritomnosti praseciho séra. Tato hodnota byla OD45 = 1,274.

Po uspéSném pilotnim testu, kde se prokazal rozdil v inhibici vazby protilatky B9 na
navazany antigen blokovany protilatkami specifickymi proti PCV2 obsaZenych v krevnich
sérech prasat negativnich a pozitivnich na protilatky proti PCV2, jsme pftistoupili k testovani
na vet§sim souboru celkem deviti prasecich sér, které pochéazely z prasat imunizovanych nasimi
kandidatnimi vakcinami VarC, VarA4 a kontrolni komer¢ni vakcinou Circoflex. Vysledky

pilotni analyzy shrnuje tabulka 3.
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Denodbéru krevnich sér po prvni imunizaci
Den0 | Den28 | Dendo Den O Den 28 Den 49
Pazitienl | Negatieni Séra o fedini fedénl | Fedéni % % % % % %
kontrodni | kontrolni | prasat Prasete | yono | 1100 | 1200 | 1:00 | PROME | gpn | Primir |y no | Primeér
100w 0,159 1.2285 | VarC 1 1,059 0814 0,944 13,80 33,74 213,16
1000 0403 | 12,2185 | varC 2 1,118 0,737 0,905 g99| 1328 4001 | 323 26,33 | 2058
VarC 3 1019 0836 08s7| 1705 11,95 30,24
Varhd 4 1077 17| 1137| 13 1640 8,26
Varad 5 1,241 0963 1,218 10| 653 1161 | 2669 004 853
VarAd 6 1126 om2| 1119 834 42,04 891
Circoflex 7 1148 | 0612|0687 6,55 50,18 45,71
Circoflex | 8 | 1354 1317] o0s6| eo6] I8 sos| M5 | ngel N
Corgaflea 9 1,241 086 | 0909 -1,02 30,00 26,01

Tabulka 3: Analyza protilatkové odpovédi testem ,,Blocking ELISA“ v sérech prasat imunizovanych
kandiddtnimi vakcinami VarC, VarA4 a komeréni vakcinou Circoflex.

Od kaZdé vakciny byly testovdny 3 séra v fedénich 1:100 a 1:1000. Z namérenych absorbanci (OD ;5
nm) byly pro vypocet procenta blokace nejvyhodnéjsi hodnoty namérené pri redéni sér v poméru 1:100.
Z vysledku vyplyvd, Ze v indukci protildtek je kandiddtni vakcina srovnatelnd s komercéni vakcinou
Circoflex. Séra prasat, odebrand 49. den po prvni imunizaci, imunizovanych kandiddtni vakcinou
VarA4 zaznamenala vyrazny pokles ve schopnosti blokace vazby protilatky B9 na cilovy antigen.

V soucasné dob¢ probiha validace tohoto testu na velkych souborech prasecich sér ve

firmé Dyntec a korelace vysledki s vysledky komer¢niho testu.

5.3 Vyvoj kandidatnich vakcin proti BPV-1
K vakcinaci proti bovinnimu papilomaviru lze vyuzit uméle ptipravené kapsidy VLPs
sloZzené bud’ pouze z hlavniho kapsidového proteinu papilomaviru L1, ktery je sam o sob¢
schopen se uspotadat do kapsidovych struktur nebo z obou kapsidovych proteind, hlavniho L1
a vedlejsiho proteinu L2, ktery je ¢asteCné exponovan na povrchu kapsidy a mohl by ptispivat

v owor

imunogenicité ¢astic, viz kapitola literarniho ptehledu Bovinni papilomaviry.

5.3.1 Vybérizolatu a identifikace imunogennich epitopl proteinu BPV-1

V tkanovém homogenatu, vyrobeném z koZznich papilomi od klinicky nemocnych byk
v odchovné¢ BeneSov u Boskovic, byl identifikovan metodou PCR genom bovinniho
papilomaviru, ze kterého byly ziskany geny pro kapsidové proteiny L1 a L2. Dale byl izolovan
BPV-1 ultracentrifugaci v rovnovazném gradientu CsCl. Izolace BPV-1 byla zkontrolovana
elektronovou mikroskopii, metodou negativniho barveni (obr. 31). Identifikaci typu bovinniho
papilomaviru provedla a tkanovou suspenzi dodala firma Dyntec spol. s r.o. Amplifikaci genli

pro L1, L2 a purifikaci BPV-1 jsme provedli v nasi laboratofi.
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Obrdzek 31: Izolace a identifikace BPV-1 z ¢eského chovu.

(A) — Kozni papilomy byka v odchovné Benesov u Boskovic, ze kterych byla pripravena tkdriovd
suspenze.

(B) — BPV1 izolovany ultracentrifugaci v rovnovdzném gradientu CsCl z tkariové suspenze.

5.3.2 Pfiprava a charakterizace nanostruktur

Byly zkonstruovan transferovy vektor a vyprodukovan pfislusny rekombinantni
bakulovirus pro produkci VLPs v hmyzich bunikach slozenych z hlavniho kapsidového proteinu
L1. Pozdéji, byl pfipraven jesté jeden transferovy vektor zalozeny na univerzalnim vektoru
Kapsomera-C (viz. kapitola Navrh a konstrukce univerzalnich vektori pro vyvoj vakcin). Tento
transferovy vektor pVP1-L2;18s-His nese fuzni gen slozeny z VP1 MPyV, imunogenniho
epitopu proteinu L2 (aminokyselinova pozice 11-88) a His kotvy. His kotva byla vlozena na 3"
konec sekvence L2 epitopu pro snazsi ovefeni produkce imunochemickymi metodami a
purifikaci. Také od tohoto transferového vektoru byl vyprodukovan rekombinantni bakulovirus,
ktery po infekci hmyzich bunék =zajistuje produkci fuzniho proteinu VPI1-L2i1gs-His

uspotradaného do pentamerickych kapsomer.

Geny, které byly ziskdny amplifikaci z DNA purifikovanych virionli byly

sekvencovany:
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DNA a aminokyselinova sekvence genu pro L1 BPV-1

ATGGCGTTGTGGCAACAAGGCCAGAAGCTGTATCTCCCTCCAACCCCTGTAAGCAAGGTGCTTTGCAGTGAAACCTATGTGCA
AAGAAAAAACATTTTTTATCATGCAGAAACGGAGCGCCTGCTAACTATAGGACATCCATATTACCCAGTGTCTATCGGGGACA
AAACTGTTCCTAAGGTCTCTGCAAATCAGTATAGGGTATTTAAAATACAACTACCTGATCCCAATCAATTTGCACTACCTGAC
AGGACTGTTCACAACCCAAGTAAAGAGCGGCTGGTGTGGGCAGTCATAGGTGTGCAGGTGTCCAGAGGGCAGCCTCTTGGAGG
TACTGTAACTGGGCACCCCACTTTTAATGCTTTGCTTGATGCAGAAAATGTGAATAGAAAAGTCACCACCCAAACAGCAGATG
ACAGGAAACAAACAGGCCTAGATGCTAAGCAACAACAGATTCTGTTGCTAGGCTGTACCCCTGCTGAAGGGGAATATTGGACA
ACAGCCCGTCCATGTGTTACTGATCGTCCAAATAATGGCGCCTGCCCTCCTCTTGAATTAAAAAACAAGCACATAGAAGATGG
GGATATGATGGAAATTGGGTTTGGTGCAGCCAACTTCAAAGAAATTAATGCAAGTAAATCAGATCTACCTCTTGACATTCAAA
ATGAGATCTGCTTGTACCCAGACTACCTCAAAATGGCTGAGGACGCTGCTGGTAATAGCATGTTCTTTTTTGCAAGGAAAGAA
CAGGTGTATGTTAGACACATCTGGACCAGAGGGGGCTCGGAGAAAGAAGCCCCTAGCACAGATTTTTATTTAAAGAATAATAA
AGGGGATGCCACCCTTAAAATACCCAGTGTGCATTTTGGTAGTCCCAGTGACTCACTAGTCTCAACTGATAATCAAATTTTTA
ATCGGCCCTACTGGCTATTCCGTGCCCAGGGCATGAACAATGGAATTGCATGGAATAATTTACTGTTTTTAACAGTGGGGGAC
AATACACGTGGTACTAATCTTACCATAAGTGTAGCCTCAGATGGAACCCCACTAAAAGAGTATGATACCTCAAAATTCAATGT
ATACCATAGACATATGGAAGAATATAAGCTAGCCTTTATATTAGAGCTATGCTCTGTGGAAATCACAGCTCAAACTGTGTCAC
ATCTGCAAGGACTTATGCCCTCTGTGCTTCAAAATTGGGAAATAGGTGTGCAACCTCCTACCTCATCGATATTAGAGGACACA
TATCGCTATATAGAGTCTCCTGCAACTAAATGTGCAAGCAATGTAATTCCTGCAAAAGAAGACCCTTATGCAGGGTTTAAGTT
TTGGAACATAGATCTTAAAGAAAAGCTTTCTTTGGACTTAGATCAATTTCCCTTGGGAAGAAGATTTTTAGCACAGCAAGGGG
CAGGATGTTCAACTGTGAGAAAACGAAGAATTAGCCAAAAAACTTCCAGTAAGCCTGCAAAAAAAAAAAAAAAATAA

MALWQOGQKLYLPPTPVSKVLCSETYVQRKNIFYHAETERLLTIGHPYYPVSIGDKTVPKVSANQYRVFKIQLPDPNQFALPD
RTVHNPSKERLVWAVIGVQVSRGQPLGGTVTGHPTENALLDAENVNRKVTTQTADDRKQTGLDAKQQQILLLGCTPAEGEYWT
TARPCVTDRPNNGACPPLELKNKHIEDGDMME IGFGAANFKEINASKSDLPLDIQNEICLYPDYLKMAEDAAGNSMEFFFARKE
QVYVRHIWTRGGSEKEAPSTDFYLKNNKGDATLKIPSVHFGSPSDSLVSTDNQIEFNRPYWLFRAQGMNNGIAWNNLLFLTVGD
NTRGTNLTISVASDGTPLKEYDTSKFNVYHRHMEEYKLAFILELCSVEITAQTVSHLOQGLMPSVLONWEIGVQPPTSSILEDT
YRYIESPATKCASNVIPAKEDPYAGFKFWNIDLKEKLSLDLDQFPLGRRFLAQQGAGCSTVRKRRISQKTSSKPAKKKKK*

DNA a aminokyselinova sekvence genu pro L2 BPV-1

ATGAGTGCACGAAAAAGAGTAAAACGTGCCAGTGCCTATGACCTGTACAGGACATGCAAGCAAGCGGGCACATGTCCACCAGA
TGTGATACCAAAGGTAGAAGGAGATACTATAGCAGATAAGATTTTGAAATTTGGGGGTCTTGCAATTTACTTAGGAGGGCTAG
GAATAGGAACATGGTCTACTGGAAAGGTTGCTGCAGGTGGATCACCAAGGTACACACCACTCCGAACAGCAGGGTCCACATCA
TCGCTTGCATCAATAGGATCCAGAGCTGTAACAGCAGGGACCCGCCCCAGTATAGGTGCGGGCATTCCTTTAGACACCCTTGA
AACTCTTGGGGCCTTGCGTCCAGGGGTGTATGAGGACACTGTGCTACCAGAGGCCCCTGCAATAGTCACTCCTGATGCTGTTC
CTGCAGATTCAGGGCTTGATGCCCTGTCCATAGGTACAGACTCGTCCACGGAGACCCTCATTACTCTGTTAGAGCCTGAGGGT
CCCGAGGACATAGCGGTTCTTGAGCTGCAACCCCTGGACCGTCCAACTTGGCAAGTAAGCAATGCTGTTCATCAGTCCTCTGC
ATACCACGCCCCTCTGCAGCTGCAATCGTCCATTGCAGAAACATCTGGTTTAGAAAATATTTTTGTAGGAGGCTCGGGTTTAG
GGGATACAGGAGGAGAAAACATTGAACTGACATACTTCGGGTCCCCACGAACAAGCACGCCCCGCAGTATTGCCTCTAAATCA
CGTGGCATTTTAAACTGGTTCAGTAAACGGTACTACACACAGGTGCCCACGGAAGATCCTGAAGTGTTTTCATCCCAAACATT
TGCAAACCCACTGTATGAAGCAGAACCAGCTGTGCTTAAGGGACCTAGTGGACGTGTTGGACTCAGTCAGGTTTATAAACCTG
ATACACTTACAACACGTAGCGGGACAGAGGTGGGACCACAGCTACATGTCAGGTACTCATTGAGTACTATACATGAAGATGTA
GAAGCAATCCCCTACACAGTTGATGAAAATACTCAGGGACTTGCATTCGTACCCTTGCATGAAGAGCAAGCAGGTTTTGAGGA
GATAGAATTAGATGATTTTAGTGAGACACATAGACTGCTACCTCAGAACACCTCTTCTACACCTGTTGGTAGTGGAGTACGAA
GAAGCCTCATTCCAACTCAGGAATTTAGTGCAACACGGCCTACAGGTGTTGTAACCTATGGCTCACCAGACACTTACTCTGCT
AGCCCAGTGACTGACCCTGATTCTACCTCTCCTAGTCTAGTTATTGATGACACTACTACTACACCAATCATTATAATTGATGG
GCACACAGTTGATTTGTACAGCAGTAACTACACCTTGCATCCCTCCTTGTTGAGGAAACGAAAAAAACGGAAACATGCCTAA

MSARKRVKRASAYDLYRTCKQAGTCPPDVIPKVEGDTIADKILKFGGLAIYLGGLGIGTWSTGKVAAGGSPRYTPLRTAGSTS
SLASIGSRAVTAGTRPSIGAGIPLDTLETLGALRPGVYEDTVLPEAPAIVTPDAVPADSGLDALSIGTDSSTETLITLLEPEG
PEDIAVLELQPLDRPTWQVSNAVHQSSAYHAPLQLQSSIAETSGLENIFVGGSGLGDTGGENIELTYFGSPRTSTPRSIASKS
RGILNWESKRYYTQVPTEDPEVESSQTFANPLYEAEPAVLKGPSGRVGLSQVYKPDTLTTRSGTEVGPQLHVRYSLSTIHEDV

EAIPYTVDENTQGLAFVPLHEEQAGFEEIELDDFSETHRLLPONTSSTPVGSGVRRSLIPTQEFSATRPTGVVTYGSPDTYSA
SPVTDPDSTSPSLVIDDTTTTPIIIIDGHTVDLYSSNYTLHPSLLRKRKKRKHA*

5.3.2.1 Oveéreni stability chimérickych struktur elektronovou mikroskopii, metodami SDS-PAGE a
Western blot
Elektronmikroskopické snimky, SDS-PAGE a Western blot s ndslednou imunodetekci
proteinu L1 (obr. 32) ukdzaly, Ze nanostruktura L1 VLP BPV-1 se v hmyzich bunikach sklada
do VLPs morfologicky podobnym BPV-1 virionim a vykazuje potiebnou stabilitu a vytézek.
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Obrdzek 32: SDS-PAGE, Western blot a elektronmikroskopicka analyza purifikovanych VLPs
odvozenych od L1 VLPs BPV-1.

1) SDS PAGE, barveno Coomassie blue, 2) Western blot s imunodetekci proteinu L1 (Cervend sipka),
3) elektronmikroskopicky snimek L1 VLPs BPV-1, negativni barveni.

Co se tyka konstruktu zalozeného na univerzalnim vektoru Kapsomera-C, ktery nese
imunogenni epitop L2113 opatfeny His kotvou a fuzovany s genem pro protein VP1 MPyV byl,
v ¢ase sepsani této prace, uspeSné dokoncen transferovy vektor pVP1-L2;1ss-His, produkce
virového inokula obsahujici pfisluSny rekombinantni bakulovirus, proces purifikace
pentamernich struktur, analyza pomoci SDS-PAGE a Western blot analyza s naslednou

imunodetekci fuzniho proteinu VP1-L21188-His protilatkou proti His kotvé (obr. 33)
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Obrdzek 33: SDS-PAGE a Western blot analyza lyzdtu purifikovanych pentamer VP1-L2113s-His.
1) SDS PAGE barveno Coomassie blue.

2) Western blot s imunodetekci VP1-L2;1ss-His protildtkou proti His kotveé.

* fuzni protein VP1-L21188-His.
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5.3.3 Imunologicka analyza

5.3.3.1  Stanoveni protildtek v krevnich sérech mysi po imunizaci VLPs BPV1

Mysi Balb/C byly imunizovany nanostrukturami L1 VLPs BPV-1 a PBS (negativni
kontrola) bez pouziti adjuvans. V kazdé skupin€ bylo 5 mysi, detailnéji je imunizace popsana
v kapitole Materidl a metody. Pfitomnost protilatek proti viru BPV-1 v krevnich sérech mysi
odebranych ¢trnact dni po posledni imunizaci, byla testovana metodou ELISA ve spolupraci
s Mgr. Martinou Kojzarovou. L1 VLPs BPV-1 byly schopny vyvolat specifickou protilatkovou
odpovéd proti BPV-1, ktery byl ziskan z tkanového homogenatu postizeného zvitete (obr. 34).
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Obrdzek 34: Protilatkovd odpovéd proti BPV-1 vyvoland imunizaci mysi pomoci L1 VLPs BPV-1 a PBS.

5.3.3.2 Test pritomnosti neutralizacnich protildtek v sérech krav po vakcinaci L1 VLPs BPV-1

Dale jsme pouzili L1 VLPs BPV-1 k imunizaci skotu. K testovani byla pouZita séra
odebrana pfed imunizaci a po tfeti imunizaci (63. den experimentu) kandidatni vakcinou
obsahujici L1 VLPs BPV-1 (12 zvifat). Imunizace byki je podrobné¢ posdna v kapitole Material
a metody. Ve vSech sérech zvifat, kterd podstoupila vakcinaci VLPs doSlo k dramatickému
nartstu neutralizacnich protilatek po treti imunizaci — séra prokazatelné obsahovala protilatky
schopné interferovat s infekci (neutralizovat) BPV-1 pseudoviriony i ve vysokém fedéni (obr.
35 a 36). Séra imunizovanych zvirat neinterferovala s infekci kontrolnich HPV pseudovirioni
(data neukazéana), jedna se tedy o pfitomnost specifickych neutraliza¢nich protilatek. Na ziskani

tdchto dat jsem spolupracoval s RNDr. Hanou Spanielovou, PhD.
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Obrdzek 36: Test neutralizacnich protildatek pro jednotliva zvirata.

Neutralizacni protildatky byly stanoveny pfi riizném redéni v sérech skotu pred vakcinaci a po vakcinaci

L1 VLPs BPV-1. V grafech (a) aZ (I) jsou zobrazena séra téhoZ zvifete: modre jsou znacena séra pred
imunizaci, Cervené po treti imunizaci. Grafy (e) a (f) ukazuji testy u zvifat, kterd byla vakcinovdna

placebo vakcinou.
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5.4  Publikace tykajici se vlastnosti hlavniho kapsidového proteinu VP1 polyomavir(,
které jsou soucasti této prace a na kterych se autor podilel

5.4.1 Hlavni strukturni protein VP1 mysiho polyomaviru vaze mikrotubuly, zvysuje jejich
acetylaci a zastavuje bunécny cyklus hostitelské buriky.

5.4.1.1 Preklad anglického abstraktu ¢lanku

Hlavni strukturni protein VP1 mySiho polyomaviru (MPyV) je hlavni stavebni
jednotkou virové kapsidy. Pentamery proteinu VP1 jsou schopny se samy usporadat do ¢astic
podobnych kapsiddm a nespecificky vazat DNA. Povrchové smycky proteinu interaguji
s kyselinou sialovou na bunécnych gangliosidovych receptorech. I kdyz replikacni cyklus viru
vcetné morfogeneze virioni probihd v jadre, velka cast proteinu VP1 je detekovatelnd
v cytoplazmé bunék v pozdni fazi infekce MPyV. V této praci jsme v savCich bunkach, po
transfekci plasmidem exprimujicim pouze VPI1, detekovali tento protein vétSinou
v cytoplazmé. Zde se VP1 vazal na mikrotubuly, véetné dé€liciho vieténka a tato interakce vedla
k zastavé bunécného cyklu v G2/M fazi. Dale jsme u bun¢k v pozdni fazi infekce MPyV a u
bunck exprimujicich VP1 pozorovali zvySenou acetylaci mikrotubulti. Nasledné jsme chtéli
objasnit, jak protein VP1 interaguje s mikrotubuly. Za interakci proteinu VP1 a mikrotubulii
neni zodpovédny dynein, jelikoZ ani zvySeni exprese p53/dynamitinu ani optisobeni bunck
ciliobrevinem-D (inhibitor aktivity dyneinu) nezabranilo vazbé proteinu VP1 na mikrotubuly.
Vysledky ,,pull-down* analyzy proteinl interagujicich s proteinem VP1 ukazaly na protein
teplotniho Soku 90 (Hsp90) a tento chaperon byl také detekovan v komplexech proteinu VP1
s mikrotubuly. I kdyZ je znamo, Ze Hsp90 asociuje s acetylovanymi mikrotubuly, neni
hlavniho strukturniho proteinu v replika¢nim cyklu MPyV, které naznacuji, Ze protein VP1 ma
celou fadu funkci a Ucastni se regulace progrese bunécného cyklu v buiikach infikovanych

MPyV.

5.4.1.2  Podil autora této dizertacni prdce
V pribéhu projektu jsem analyzoval lokalizaci transientné exprimovaného proteinu VP1
v buiice metodou imunoelektronové mikroskopie. Na obrdzku 37 je patrné, ze protein VP1 se

nachazi pfevazné v cytoplazmé, i kdyz malé procento znaceni 1ze pozorovat i v jadie bunky.
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Obrdzek 37: Lokalizace VP1 MPyV v cytoplasmé bunék WOP

VP1 MPyV je pri samostatné expresi po transfekci z plasmidu lokalizovdn prevdzné v cytoplasmé.
Buriky byly 24 hodin po transfekci seskrabdny, fixovany metodou , high pressure freezing” a zality do
pryskyrice Lowicryl HM20 metodou mrazové substituce (,freeze substituion”) N — bunécné jadro, C —
cytoplasma, bilé Sipky — protein VP1 znaceny pomoci 5 nm ¢&dstic zlata.

Dale jsem potvrdil interakci proteinu VP1 s mikrotubuly. Na obrazku 38 miizeme
pozorovat specifické znaceni proteinu VP1 (zlaté Castice - 5 nm) podél tubularni struktury
specificky oznacené protilatkou proti tubulinu (zlaté ¢astice — 10 nm). Tato pozorovani jsou

v souladu s daty ziskanymi pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a biochemickymi analyzami.

95



DMasae/RMNase

Obrazek 38: Protein VP1 interaguje s mikrotubuly.

A) Buriky produkujici VP1 byly in-situ frakcionovdny. VP1 (Cervené) a tubulin (zelené) byly znaceny
specifickymi protildtkami. Zvétsené detaily predstavuji vybrané konfokdlni rezy. Méritko — 8 um.

B) Imunoelektronovd mikroskopie bunék exprimujicich VP1. Buriky byly inkubovdny v pufru
obsahujicim detergent NP-40, fixovdny a zality do pryskyfice. Tubulin (¢erné Sipky, 5 nm zalté ¢dstice)
a VP1 (sedé Sipky, 10 nm zlaté Cdstice) byly znaceny specifickymi protildtkami.

Déle jsem se zabyval dopadem vazby proteinu VP1 na mikrotubuly na fyziologii buniky.
Nejprve jsem overil, jestli se protein VP1 vaze také na mitotické mikrotubuly. I ptes to, ze bylo
velmi t€zké detekovat mitotické burnky, byla pozorovana afinita proteinu VP1 k délicimu
vieténku (Obr. 39Aa). Pro zvyseni poctu bunék v mitdze, byly bunky oSetfeny taxolem, latkou
stabilizujici mikrotubuly. V takto oSetfenych buiikach vykazoval protein VP1 opét vysokou
afinitu ke struktute déliciho vieténka, ale také byla pozorovéana vlakna pozitivni na protein VP1,
ktera vystupovala z déliciho vieténka (Obr. 39Ab).

Narus$eni stability mikrotubuld mé za nésledek bud’ zastaveni buné¢ného cyklu, nebo
smrt buiiky. Testoval jsem tedy, zda interakce proteinu VP1 s mikrotubuly, vedouci k jejich
petrifikaci, miZe narusit proliferaci bunék. Sledoval jsem mnoZstvi bunc¢k exprimujicich VP1
(a EGFP pod kontrolou jiného promotoru) a kontrolnich bun¢k (produkujicich pouze EGFP)
v ¢ase. Pokud protein VPl nema vliv na pribéh bunétného cyklu, bude pocet bunék

exprimujicich protein VP1 s ¢asem klesat ve stejné mite jako pocet kontrolnich bunck. Avsak,
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mnozstvi bunc¢k exprimujicich protein VP1 klesalo strmé&ji v porovnani s mnozstvim
kontrolnich bunék (Obr. 39 B). Toto pozorovani naznacuje, ze vazba proteinu VP1 na

mikrotubuly narusuje proliferaci bunék.
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Obrazek 39: Protein VP1 ovliviiuje proliferaci bunék.

(A) Buriky WOP byly transfekovdny plazmidem pVP1 a okamZité po transfekci osetfeny DMSO (a)
nebo taxolem (rozpusténym v DMSO) ve findIni koncentraci 10 uM (b). Po 24 h byly buriky fixovdny a
protein VP1, tubulin nebo acetylovany a-tubulin byly oznaceny specifickymi protilatkami. Ukdzdny
jsou maximdlni projekce z 35 sekci; usecka: 8 um.

(B, C) Buriky WOP byly transfekovdny plazmidem pWP (exprimujici VP1 a EGFP) nebo pCont
(exprimujici pouze EGFP). Buriky byly inkubovdny 2 dny a od tohoto bodu bylo pritokovou cytometrii
meéreno relativni zastoupeni bunék pozitivnich na EGFP (B) nebo pocet apoptotickych bunék (C).
Ukdzany jsou vysledky jednoho ze dvou nezadvislych experimenti. Dpt — dny po transfekci.

Dalsi moznosti bylo, ze k ibytku bun¢k exprimujicich VP1 dochézi nasledkem jejich
smrti. Pomoci pritokové cytometrie bylo ukdzano, Ze mnozstvi mrtvych bunék se s Casem
snizuje. Poc¢et mrtvych bunék se pohyboval v rozmezi 6,4 (2 dpt) — 2,2 % (7 dpt) u bunck
kontrolnich a v rozmezi 7,7 — 4,9 % pro buiiky exprimujicich VP1 (Obr. 39 C). VétSina mrtvych
bunék jak u kontrolni populace, tak 1 u bun¢k exprimujicich VP1 zemiela v nasledku apoptozy
(obr. 39 C). Nakonec jsem se zaméfil na studium bunécného cyklu metodou priatokové
cytometrie. Ta prokézala, Ze u bun¢k exprimujicich VP1 dochazelo k akumulaci v G2/M fazi
(obr. 40).

Tato data naznacuji, ze protein VP1 v pozdni fazi infekce podporuje zastavu bunééného
cyklu po prob¢hnuti S-faze a zabranuje bunéénému déleni. Data z pratokové cytometrie jsou

uvedena v pfiloze.
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Obrdzek 40: VP1 narusuje priibéh bunééného cyklu.
Buriky linie WOP byly transfekovdny plazmidem pWP (exprimujici VP1 a EGFP) nebo pCont
(exprimujici pouze GFP). Buriky byly inkubovdny 2 dny a od tohoto bodu bylo FACS analyzou méreno
mnoZstvi bunék v G2/M fdzi bunécéného cyklu. Ukdzdny jsou vysledky jednoho ze dvou nezdvislych
experimentu. Dpt — dny po transfekci.

Experimenty souvisejici s fluorescencni mikroskopii byly provadény ve spolupraci
s RNDr. Lenkou Hornikovou, PhD. Experimenty souvisejici s métenim bunééného cyklu byly

provadény ve spolupraci s Mgr. Vaclavem Janovcem.
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5.4.2 Enkapsidace mysiho polyomaviru neni zavisla na sekvencné specifickém
enkapsidac¢nim signalu.
5.4.2.1 Preklad anglického abstraktu ¢lanku
O mysSim polyomaviru (MPyV) se uvazuje jako o mozném nastroji v genové terapii,
soucasné poznatky o enkapsidaci jeho DNA do virionl jsou vSak nedostatecné. Provedli jsme
fadu experimentl zalozenych na enkapsidaci reportérového vektoru do pseudovirionit MPyV,
abychom identifikovali mozné cis elementy, které se podileji na enkapsidaci DNA. Zadn4 ze
sekvenci, které byly odvozené z genomu MPyV, sama o sobé nezvySovala uc¢innost
enkapsidace reportérového vektoru pouzitého pii experimentech. Frekvence enkapsidace
vyrazné zavisela na celkovém intracelularnim mnozstvi vektoru po transfekci. Ukézalo se, Ze
enkapsidace cilové DNA je nespecificka a dale Ze je balena nereplikovand DNA. Navrhujeme
tedy, ze hlavnim faktorem, ktery urcuje selekci DNA pro enkapsidaci, je koncentrace cilové

DNA v mistech morfogeneze virionl.

5.4.2.2  Podil autora

Pro ucely hledani cis elementt, které by se mohly podilet na enkapsidaci DNA, byl
vyvinut expresni systém pro produkci pseudovirioni v buitkdch 293TT. Pseudoviriony se
pomoci tohoto systému podafilo isp&$né produkovat a purifikovat. Protein VP1 je vSak schopen
samovoln¢ se uspotfaddavat do VLPs. Aby se vyloucila teoretickd mnoZznost, Ze €astice se tvoii
z proteinu VP1 az v priibéhu purifikace skladanim v bunééném lyzatu, provedl jsem strukturni
elektronmikroskopickou analyzu produkujicich 293TT bun¢k na ultratenkych fezech.
Elektronovou mikroskopii bylo potvrzeno, Ze virové cCastice mohou byt purifikovany
z bunécného lyzatu (obr. 41) a zaroven dochazi k jejich formovani v bunéénych jadrech (obr.

42).

Obrdzek 41: Elektronmikroskopicky snimek purifikovanych MPyV cdstic z bunék 293TT.
Negativni barveni purifikovanych virovych ¢dstic, méritko 100 nm.
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Obrdzek 42: Elektronmikroskopické snimky MPyV cdstic produkovanych ve 293TT burikdch.
Ultratenkeé rezy burfikami 293TT fixované 48 hodin po transfekci. Virové Cdstice tvori shluky uvnitr

jadra v blizkosti kondenzovaného chromatinu. Cyt — cytoplasma, Chr — kondenzovany chromatin,
méfitko 200 nm, pokud neni uvedeno jinak.
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6. Diskuze
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6.1 Vyvoj veterindrnich vakcin a diagnostickych komponent

Tématem této Casti dizertacni prace bylo vytvofit nové rekombinantni vakciny proti
PCV2 a BPV-1 a pfipravit univerzalni platformy odvozenych ze struktur MPyV pro piipravu
veterinarnich vakcin proti dals$im patogeniim. Piedstavili jsme celkem tfi univerzalni platformy
(VLP-A, VLP-B a Kapsomera-C) umoziujici rychlé vkladani imunogenich epitopti, ¢i celych
proteinti do MPyV struktur. Tyto univerzalni platformy mohou slouzit nejen k ptipravé novych
vakcin, ale umoznuji i rychlou reakci na antigenni zménu patogenu, pii které se vakcina stava
neucinnou. Piikladem mtize byt praveé vakcina proti PCV2. VSechny komerc¢ni vakciny, které
jsou v soucasné dob¢ dostupné na trhu jsou zalozeny na proteinu Cap pochazejici z kmene
PCV2a, i kdyz v souCasnosti nejrozsitenéjSim kmenem je PCV2b. Soucané vakciny jsou
schopné, diky kiizové reaktivité¢ protilatek dobie chréanit i proti infekci kmenen PCV2b
(Opriessnig et al., 2014b, 2014a). Zatimco protein Rep PCV2 je pomérné konzervativni, hlavni
antigenni determinanta viru, protein Cap, je pomérn¢ variabilni a podléhd imtezivni
imunologické selekci (Olvera et al., 2007). PCV2 patii mezi viry vyznacujici se perzistenci
v hostiteli a imunita navozena vakcinaci neni steriliza¢ni. To miize vést k rekombinacim
s divokymi typy viru kolujicich v ptirodnich rezervoarech a vzniku novych mutant unikajicich
dohledu imunitniho sytému vakcinovanych prasat (Martin et al., 2011). Vliv vakcinace na
genetickou diverzitu PCV2 v chovech je popsan v praci Kekarainen et al., 2014. Nékolik
dalsich publikovanych praci informuje o selhani vakcinace dostupnymi komerénimi vakcinami
proti kmeni PCV2d (Seo et al., 2014; Xiao et al., 2012), zatim minoritnimu kmenu, jehoZ vyskyt
byl hlasen v chovech v Cing a USA. Souvislosti mezi vznikem novych kmenti PCV2
s vakcinaci jsou shrnuty v praci Ssemadaali et al., 2015. Uginek vakcin proti novému
patogenimu PCV3, ktery byl nedavno popsan (Palinski et al., 2017), nelze zatim ani odhadnout.
Tento model vzniku novych kmenti virti je popsan i u dalSich vird, kde imunita navozena
vakcinaci neni sterilizacni. Pfikladem miize byt HBV (Fitzsimons et al., 2005), AMPV (,,Avian
metapneumovirus®) (Cecchinato et al., 2010), Markova choroba ¢i virus infekéni burzitidy

dribeze (IBDV) (Read et al., 2008).

Soucasnym trendem je piechod od klasickych veterinarnich vakcin jako jsou
autovakciny vytvorené z Castecné purifikovanych a inaktivovanych homogenata z tkéani
postizenych zvifat nebo vakciny zalozené na inaktivovaném ¢i atenuovaném patogenu
k rekombinantnim vakcinam. Vhodnost vyuziti struktur MPyV jako kostry pro konstrukci
téchto typl vakcin je dadna jejich vlastnostmi. Vlastnosti, které predurcuji struktury odvozené

od MPyV k vyuziti v ptipravé vakcin, jsou jejich vysoka stabilita, silna efektivita produkce
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v heterolognich systémech, snadnéd purifikace, schopnost proteinu VP1 uspofadavat se do
vy$Sich struktur in-vitro, adjuvantni efekt, znalost 3D struktury, pomérn¢ snadna
manipulovatelnost a moznost vytvofit vice variant nosi¢l s rozdilnou kapacitou pro velikost

vkladaného ciziho epitopu, ¢i proteinu.

I kdyz lze tyto struktury produkovat v riznych expresnich systémech, jako
nejvyhodnéjsi se nam jevi produkce v hmyzich bunkéch, jehoz cena se pfi stale rozsahlejSimu
pouzivanim tohoto expresniho systému snizuje. Podstatnou vyhodou, napiiklad proti
bakteridlnimu expresnimu systému je, ze VLPs jsou sestavovany jiz v hmyzich bunkach,
zatimco z bakterii 1ze izolovat pouze pentamery VP1, ze kterych je nutno skladat VLPs in-vitro.
Dalsimi vyhodami jsou moznost bezantibiotikové produkce, absence endotoxini, ¢i schopnost
zajiSt'ovat fadu postranslacnich modifikaci, které by mohly mit vliv na konformaci i imunitni
odpovéd proti produkovanému antigenu. Napiiklad u proteinu Cap PCV2 bylo identifikovano
velké mnozstvi moznych mist, kterd mohou byt postranslaéné¢ modifikovana glykosylaci (Q.
Liu et al., 2001). Vyznam vétSiny téchto modifikaci neni znam, ale glykosylace proteinu Cap
PCV2 na aminokyselinové pozici 143 pravdépodobné ovlivituje polarizaci imunitni odpovédi.
Pii experimentech s DNA imunizaci proti PCV2 na mysich, vedlo odstranéni tohoto

N-glykosyla¢niho mista k posileni Th1 imunitni odpovédi (Gu et al., 2012)

V této praci jsme na zaklad€ jiz zmiflovanych univerzalnich vektorii vytvofily celkem
deset kandidatnich imunizacnich antigend proti PCV2 (VLP-A — VarA1-AS8, VLP-B — VarB,
Kapsomera-C — VarC) odvozenych od struktur MPyV. Po jejich produkci v hmyzich buiikach
a nasledné prurifikaci jsme ovéfili jejich stabilitu metodou elektronové mikroskopie. VétSina
nanostruktur se ukdazala jako stabilni, pouze nanostruktury VarA6 — VarA8 se skladaly
opakované do chimerickych VLPs velmi neucinné a z dalSich pokusl byly proto vylouceny.
Duivod, pro¢ mély vlozené epitopy VarA6 — 8 negativni vliv na stabilitu ¢i uc¢innost uspotradani
se do VLPs, se ndm nepodafilo zjistit. Podle dostupnych programi modelovani tercialni
struktury (Swiss model, https://swissmodel.expasy.org/), by epitopy vlozené¢ zaroven s
flexibilnimi linkery do povrchové DE smycky nemély interferovat se zbytkem VP1 molekuly.
To vSak neznamend, ze tomu tak musi byt. Z vyhodnoceni bioinformatickych metod
modelovani proteinovych struktur na zakladé homologie s templaty vyplyva, Ze smycky delsi

nez 6 aminokyselinovych zbytkil jsou modelovany nepiesné (Dalton a Jackson, 2007).

Purifikované struktury byly vySetfeny metodami SDS-PAGE a Western blot

s ndslednou imunodetekci pomoci specifickych protilatek. VSechny testované struktury byly
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stabilni a proteiny, ze kterych se skladdaly vykazovaly o¢ekdvanou molekulovou hmotnost. U
VarB (protein Cap PCV2 uvniti VP1 VLP MPyV) jsme na zdkladé seperace proteini pomoci
SDS-PAGE s naslednym denzitometrickym méfenim provedli odhad poctu molekul proteinu
Cap uvnitt VLPs. Primérny vysledek — 12 internalizovanych Cap molekul ptiblizné odpovida
vysledku dosazeného u jinych proteint jiz diive v nasi laborastoii (Hruskova et al., 2009).
Teoreticky by kazda ze 72 pentamer, tvoficich kapsidovou strukturu, mohla obsahovat jeden
fuzni protein zakonceny sekvencvemi tVP3 interagujicimi s centralni dutinou pentameru VP1.
Nicméné pocet internalizovanych molekul mtize byt velmi variabilni v zavislosti na tvaru
vklddaného proteinu, ale i na vzdjemnych pomérech produkce VP1 a fazniho proteinu v
bunkach. Abbing et al., 2004 produkovali VP1 a fuzni protein slozeny z EGFP a zkraceného
proteinu VP2 v E. coli a nechali vytvofit chimerické VLPs sloZzené z obou proteint in-vitro.
Mnozstvi molekul fuzniho proteinu obsazené¢ho v jedné VLP ¢astici odhadli na 64. Naproti
tomu Tegerstedt et al., 2005 odhadl, Zze 683 aminokyselinovy protein Her2/neu fizovany s
celym VP2 je obssazen v chimerickych MPyV VLPs pouze v poctu tii molekul. Pfesto tyto
chimérické VLPs chranily Balb/c mysi pfed progresi Her 2 exprimujiciho tumoru (Tegerstedt

et al., 2005).

U kandidatni vakciny VarC jsme na elektronmikroskopickych snimcich pozorovali
komplexy vétsi, nez by odpovidalo pentamerdm VP1 MPyV. Rozhodli jsme se proto ovéfit toto
pozorovani metodou BN-PAGE. Protoze VP1 MPyV tvofi pentamerni struktury ihned po
translaci, ocekavali jsme velikost pentamerniho fuzniho proteinu cca 356 kDa. Prekvapivé
jediny prouzek, ktery jsme detekovali touto metodu, odpovidal proteinovému komplexu o
velikosti zhruba dvojnasobné (2x pentamer fizniho proteinu), pficemz vétSina materialu vitbec
nevstoupila do gelu. To potvrdilo nasi teorii o formovani vysokomolekuldrnich komplexd.
Jednim z moznych vysvétleni tvorby téchto komplexli je zesitovani pentamernich struktur
pomoci proteinu Cap, ktery pii produkci tvoii dimery spojené disulfidickou vazbou. Oblast
zodpovédna za tvorbu téchto disulfidickych vazeb se nachazi v ¢asti mezi aminokyselinami

¢islo 51-103 (Wu et al., 2012).

Dale jsme se zaméfili na vyhodnoceni schopnosti purifikovanych imunizaénich
antigenll indukovat protilatky proti PCV2 po imunizaci mysi. VSechny testované chimerické
nanostruktury byly schopné vyvolat tvorbu protilatek proti PCV2 v krevnich sérech mysSich.
V ptipadé VarAl-VarAS, kde jsou imunogenni epitopy vlozené do povrchové smycky, se
potvrdila schopnost takto umisténych imunogennich epitopi zaujmout nativni konformaci

odpovidajici virionu PCV2. Podle o¢ekavani nejnizsi titr protilatek proti PCV2 indukovala
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VarB, kterd nese protein Cap ukryty uvnitt VP1 VLP, coz je v souladu s pfedchozimi
publikovanymi vysledky z nasi laboratote (Fric et al., 2008; Hruskova et al., 2009).

Velka ¢ast antivirovych vakcin indukuje protilatkovou odpoveéd’ proti povrchovym
glykoproteinim (u obalenych virtl), u neobalenych virti pak proti kapsidovym proteinim.
Protivirové protilatky funguji nejlépe, pokud maji zroveii i neutralizacni aktivitu a dokazi tedy
zabranit infekci. Neutralizacni efekt je zprostiedkovan v zasad¢ tfemi hlavnimi mechnizmy: 1)
neutralizacni protilatky mohou agregovat virus a tim znemoznit jeho vstup do bunky, ii)
neutralizaéni protilatky se vazou pfimo do mista receptorového mista viru a znemoziuji tak
vazbu viru na bunéény receptor a jeho internalizaci, iii) neutralizace viru mtize probe¢hnout i po
vstupu virové Castice do buiiky, a sice mechanizmem zabranéni rozvolnéni virové Castice — jeji
petrifikaci. Aby toho mohly neutraliza¢ni protilatky doséhnout, je nezbytné, aby byly schopné
rozpoznat povrchové proteiny viru v jejich nativnim stavu. Neutraliza¢ni virové epitopy jsou i
pres existenci linearnich epitopti (Dietzschold et al., 1990; Jagu et al., 2011; Kam et al., 2012)
velmi Casto konformacéni a velmi €asto nejsou pfitomné na monomerni formé kapsidového

proteinu, proto jsou vakcinace monomernim kapsidovym proteinem ¢asto neucinné.

Také v ptipadé¢ infekce PCV2 hraje protilatkova odpovéd’, zejména neutralizacni

vvvvvv

vykazujicimi onemocnéni PCV2-SD a mezi prasaty, ktera prodé€lala subklinickou infekci, se

neli§i (Meerts et al., 2006). Podstanym rozdilem ale je, Ze prasata postizena PCV2-SD maji

nizké titry neutralizaCnich protilatek jejichz mnozstvi koreluje s mnozstvim viru (Fort et al.,

2007). Rozhodli jsme se tedy ovéfit schopnost chimérickych nanostruktur indukovat vznik
neutralizacnich protilatek proti PCV2 neutraliza¢nim testem sér. VSechna séra izolovand z mysi
imunizovanych chimérickymi nanostrukturami VarAl1-5 zplsobila pii fedéni 1:50 pokles
infektivity PCV2 v tkanové kultufe prasecich ledvinovych bun¢k PK 15 pfiblizné o 50 %. Tento
vysledek je pravdépodobné zplsoben faktem, Ze imunogenni epitopy proteinu Cap PCV2
pouzité v chimérickych nanostrukturach, jsou na povrchu virionu v tésném sousedstvi (obr. 26,
kapitola Charakterizace imunitni odpovédi chimérickych nanostruktur v mySim modelu) a
mohou byt tedy soucésti neutraliza¢niho konformac¢niho epitopu. Vazba protilatek do ¢asti
tohoto epitopu by pak svym stérickym uc¢inkem mohla pisobit caste¢nou neutralizaci PCV2.
Zdvojeni imunogenniho epitopu PCV2 v nanostruktute VarAS5 nemélo zadny ucinek na zvySeni
titru neutralizacnich protilatek. Nejvyssi neutralizace PCV2 (85 %) bylo dosaZeno pfi testovani

séra pochazejicitho z mysi imunizovanych nanostrukturou VarC. Porovnani naSich vysledkl
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s literaturou je v tomto piipadé velice obtizné. Rada autorti ve svych pracich zafazuje testy
neutralizace PCV2 (Dong et al., 2013; Lekcharoensuk et al., 2004; Meerts et al., 2006;
Opriessnig et al., 2008a; Pogranichnyy et al., 2000; Wang et al., 2006, 2007). Tyto testy nejsou
ale nijak standardizovany, at’ uz z hlediska fedéni mySich sér, mnozstvi pouzitého viru, ¢i
interpretace vysledkil. Procento blokace virové infekce, pii kterém autoti prohlasuji protilatku,
¢i sérum za PCV2 neutraliza¢ni, stanovuji Casto na zakladé vlastniho tisudku, bez kontextu

s literaturou.

Nanostruktura VarC se v testech neutralizace PCV2 ukdazala jako varianta indukujici
v mySich nejvySsi titr virus neutraliza¢nich protilatek. Navic bylo v pilotnich in-vitro
experimentech detekce bunééné imunitni odpovédi (vysledky viz ptilozena publikace) ukazano,
Ze tato nanostruktura indukuje kromé aktivace CD4" T lymfocytd, také zvyseni frekvence CD8"
bunék a CD19" bunék exprimujicich ¢asny aktivaéni marker CD69. Kromé toho, jako jedina z
testovanych nanostruktur, indukovala produkci IFN-y. Proto byla nanostruktura VarC vybrana
pro dalsi imunologické testy na cilovém organismu — prasatech. Provedli jsme celkem dva
imunizacni pokusy, prvni na laboratornim kmeni prasat MeLiM, druha skupina byla prasata
riznych plemen zkomeréniho chovu, kterd méla simulovat podminky redlného chovu.
Z nanostruktury VarC byla ptipravena kandidatni vakcina, ktera obsahovala 30 % komeréniho
adjuvans Polygen. Pro srovnédni jsme zvolili komerc¢ni vakcinu Circoflex, kterd je vakcinou
pouzivanou v ¢eskych chovech. Jesté pfed pocatkem imunizaci jsme u prasat ovéfili metodou
RT-PCR neptitomnost genomi PCV2 v krevnich sérech, tedy skute¢nost, Ze v chovu neprobiha

aktivni infekce, kterd by mohla zkreslit vysledky imunizaénich pokust.

PCV2 virus je rozsifen po celém svéte prakticky ve vSech chovech (Segalés, 2012). To
znamena, ze v§echna chovana prasata ptisla patrné do styku s timto virem a maji bazalni hladinu
protilatek proti proteinu Cap PCV2 vcetné selat, kde byl prokézan pienos protilatek proti PCV2
z matek laktaci (Opriessnig et al., 2008b). Ke stanoveni hladiny protilatek proti PCV2
v krevnich sérech imunizovanych prasat jsme pouZili komercni sadu ELISA kit INgezim Circo
IgG, kterd obsahuje standard, pomoci kterého 1ze na zaklad¢ hladiny naméfenych protilatek

spolehlivé urcit prasata sérologicky pozitvni.

Oba imunizac¢ni pokusy vykazovaly z hlediska profilu indukce protilatek proti PCV2
podobny pritbéh. Ve 28 dni po imunizaci byl naméten signifikantni nartst protilatek proti PCV2
u skupin prasat imunizovanych kandidatni vakcinou VarC a komerc¢ni vakcinou Circoflex.

Hladina protilatek proti PCV2 prasat imunizovanych VarC byla signifikantné vyssi nez hladina
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protilatek dosazend imunizaci vakcinou Circoflex. Nicméné¢ u VarC jsme zaznemanali rychlejsi
pokles protilatek proti PCV2, nez tomu bylo u komer¢ni vakciny. Ve 49 dni byl rozdil
statisticky nevyznamny. Den 91 byla hladina protilaitek u skupiny imunizované VarC
signifikantn€ niz§i nez u skupiny imunizované vakcinou Circoflex a blizila se hranici testem
stanovené negativity. Predpokladame, Ze tento problém vyieSime zménou adjuvans, nebo

zménou postupu zpracovani smeési adjuvans a imuniza¢niho antigenu.

V prni skuping prasat byla na zac¢atku pokusu namétena zvySena hladina protilatek proti
PCV2. Jedna se zjevné o matefské protilatky (selata byla ve veéku Sesti tydnll) a u kontrolni
skupiny prasat imunizovanych slepou vakcinou postupné vymizely. Ve druhém pokusu, kde

byly imunizovany kusy ve véku 1-4 let, se tyto matefské protilatky jiz nevyskytovaly.

vvvvvv

protilatek, které jsme stanovili stejnym postupem, jako v pfipadé imunizac¢nich pokust
provadénych na mysich. Neutralizace PCV2 séry ziskanych z prasat je pii fedéni sér 1:100
prakticky shodné s neutralizani schopnosti sér prasat ze skupiny imunizované vakcinou
Circoflex. Vysledky testi kandidatni vakciny VarC jsou srovnatelné s ulinky vakciny
Circoflex, a tedy slibné pro komer¢ni vyuziti. Bylo pozadano o patentovou ochranu. V soucasné
dobé se podilime s firmou Dyntec na experimentech, které umozni tuto vakcinu pievést so

vyrobni faze a pfipravit k registraci.

Vlastnost proteinu L1 BPV-1 tvofit VLPs a vyvolat specifickou protilatkovou odpovéd’
véetné tvorby neutralizacnich protilatek byla v odbornych publikacich dokumentovéna jiz
diive. Do dneSni doby neni na trhu dostupné vakcina proti tomuto onemocnéni, ale vzhledem
k Siteni infekce BPV-1 souvisejici patrné se zmeénou zptisobu chovu skotu, se objevuje vyrazna
poptavka po vakcin€é proti BPV-1. To se odrdzi i ve vzniku novych studii zabyvajicich se
vyvojem U¢inné cenové dostupné vakciny, viz Prehled literatury. V této praci jsme pfipravili
rekombinantni bakulovirus pro produkci L1 VLPs BPV-1. Pomoci neutraliza¢niho testu
zaloZzen¢ho na pseudovironech (Pastrana et al., 2004) jsme otestovali schopnost krevnich sér
imunizovaného skotu neutralizovat virus. Ve vSech sérech zvitat, ktera podstoupila vakcinaci
L1 VLPs doslo po tfeti imunizaci k dramatickému nartstu neutraliza¢nich protilatek. Séra
prokazatelné obsahovala protilatky schopné interferovat s infekci BPV-1 pseudoviriony i ve
vysokém fedéni (1:40960). Podobnych vysledkii v neutralizaci BPV-1 krevnimi séry dosahli 1
autofi Hainisch et al., 2012 pfi pokusech provadénych na konich. Ve snaze posilit ochranu

imunizovanych zvifat i proti jinym typtim papilomavirl jsme se zaméfili i na vyuZiti vedlejs$iho
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kapsidového proteinu L2. Schopnost neutraliza¢nich protilatek namifenych proti epitopu na
N-konci L2 kiizove reagovat s jinymi typy papilomavird, véetné lidskych, byla jiz publikovana
(Jagu et al., 2011; Pastrana et al., 2005). I kdyz je mozné ptipravit L1/L2 VLPs, mnozstvi L2
proteinu vzhledem k L1 v kapsidé je nizké a imunitni odpovéd’ proti L2 je slaba. Abychom
zastoupeni zastoupeni epitopu L2 v kandidatni vakcing posilili, rozhodli jsme se vytvofit
smésnou vakcinu slozenou z L1 VLPs a chimérickych pentamernich nanocastic slozenych
z fazniho proteinu VP1-L21183-His. Podobné se i fada jinych autorti snazila ve svych pracich
najit cestu, jak zvysSit nizkou imunogenicitu L2, napf. konstrukci rtiznych peptidovych
konkatemerd, nebo fizi sriznymi imunitu aktivujicimi molekulami, ¢i vyuzitim nosic¢t
odvozenych od bakterii a virli vystavujicich na svém povrchu epitopy L2 proteinu. Piehled

téchto metod je ptehledné popsan v recentnim piehledovém ¢lanku Schellenbacher et al., 2017.

V soucasné dob¢ se podilime s firmou Dyntec na experimentech, které umozni
kandidatni vakcinu L1 VLPs BPV-1 chranénou pfihlaSenym uzitnym vzorem pievést do
vyrobni faze a pfipravit k registraci. Zaroven pracujeme na dokonceni imunologickych testi

kandidétni vakciny VP1-L2,ss-His.
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6.2 Interakce hlavniho kapsidového proteinu VP1 mysiho polyomaviru
s mikrotubuly

Charakteristickou vlastnosti neobalenych virii je kompaktni genom s omezenou kodujici
kapacitou. Jejich genové produkty jsou proto vétSinou multifunkéni. Napiiklad LT antigen
polyomavirti, zajistuje nékolik funkci (vazba pRb a p53, transkripcni faktor a iniciace
replikace) pro které vétsi DNA viry (napf. papilomaviry, ¢i adenoviry) kéduji specializované
proteiny. I kapsidové proteiny, které maji primarné strukturni funkci, mohou mit dalsi funkce
v prub¢hu Zivotniho cyklu viru jako je regulace translace (Boni et al., 2005), bunécného cyklu

(Wang et al., 2012) nebo virové transkripce (Guo et al., 2011).

O vlastnostech kapsidovych proteintt MPyV tykajicich se jejich funkci v Casné fazi virové
infekce a stavby virové Castice je zndmo pomérné velké mnozstvi poznatkl. Jind je situace
v oblasti interakci téchto proteind s proteiny hostitelskych bun¢k v pozdni fazi virové infekce.
Je zde n€kolik dosud nezodpovézenych otdzek, tykajicich se morfogeneze virionu a funkci
bunécnych proteint interagujicich s kapsidovymi proteiny, které se na tomto procesu podileji.
Piedpoklada se také existence dalSich, dosud neobjevenych funkci kapsidovych proteint. V této
praci jsme se zaméfili na hledani novych interakci bunéénych proteint hostitelskych bunék

s hlavnim kapsidovym proteinem VP1 MPyV.

ProtoZe VP1 obsahuje ve své sekvenci NLS, oc¢ekavali jsme jeho lokalizaci v bunééném
jadie. Nicméné pii experimentech s individualni expresi tohoto proteinu v sav¢ich bunkéach
jsme pozorovali VP1 predevsim v cytoplasmé. V souladu s nasim pozorovanim jsou i vysledky
autorti Shishido-Hara et al., 2004, ktefi u pfibuzného polyomaviru JCV pozorovali akumulaci

VP1 v cytoplasmé pii jeho samostatné expresi.

Oproti tomu pfi expresi proteinu VP1 MPyV z rekomnbinantnich virti vakcinie (Stamatos
et al., 1987) a rekombinantniho bakuloviru (Forstova et al., 1993) byl protein VP1 lokalizovan
pfevazné v jadie. Nicméné tyto produkéni systémy jsou zalozeny na DNA virech s velkym
genomem, které kromé VP1 MPyV produkuji celou fadu dalSich vlastnich virovych proteinti.

Lze tedy predokladat, ze néktery z téchto proteinli miize usnad’novat transport VP1 do jadra.

Podobné¢ v ptipad¢ koexprese proteinu VP1 s minoritnimi kapsidovymi proteiny VP2 a
VP3 je protein VP1 UspéSné transportovan do bunééného jadra. Zastupitelnost NLS
polyomavirovych strukturnich proteinti jiz byla popsana (Cai et al., 1994; Ishii et al., 1994),
nicméné nase vysledky ukazuji, Ze ptitomnost NLS proteinli VP2 ¢i VP3 je naprosto nezbytna

pro uspésny transport VP1 do bunééného jadra. V praci Schowalter a Buck, 2013 tykajici se
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MCPyV autofi pozorovali jiny efekt, ale podobného vyznamu. Pfi samostatné expresi proteinu
VP1 MCPyV byl tento kapsidovy protein narozdil od MPyV a JCV lokalizovan vétSinou
v jadre, zatimco pii samostatné produkci VP2 MCPyV pozorovali lokalizaci tohoto minoritniho
proteinu v cytoplasmé. Pti souCasné expresi proteini VP1 a VP2 MCPyV byly oba proteiny
detekovany v bunééném jadfe. V pribcehu infekce polyomavirt totiz dochazi k formovani
komplexu pentamer VP1 s minoritnimi proteiny v cytoplasmé. Tyto komplexy jsou pak
transportovany do jadra, kde dochdzi k formovani virionti. Tento mechanismus patrné zajistuje
pritomnost kapsidovych proteini v jadie ve spravnych stechiometrickych pomérech. Oba
minoritni proteiny VP2 i VP3 jsou také naprosto nezbytné pro infektivitu MPyV (Mannova et
al., 2002). Toto muze byt pravdépodobné zptisob, jakym je branéno zabudovani pentamer VP1
bez inkorporovanych minoritnich proteini do virovych castic, tedy vzniku neinfek¢énich

viriona.

Bunky infikované MPyV maji zastaveny bunéény cyklus v S, nebo G2/M fazi (Lehman
et al., 1994; Schlegel a Benjamin, 1978). Pozd¢jsi studie zivotniho cyklu MPyV ukézaly, Ze
infikované bunky od pocatku infekce projdou minimalné¢ dvéma bunénymi cykly (Chen a
Fluck, 2001). V prvnim cyklu dochézi k prodluzovani S faze bunééného cyklu a zastaveni
prechodu z G do M faze (Dahl et al., 2005). Autofi v praci Dahl et al., 2005 ukazuji, Ze toto
prvni zastaveni bunééného cyklu je spojeno s replikaci virové DNA. V pozdé&jsi praci Pores
Fernando et al., 2015 je prokédzan vliv nadprodukce ST antigenu na zastaveni buné¢ného cyklu

ve fazi mitdzy.

V na$i praci jsme prokazali vazbu proteinu VP1 na systém mikrotubull, coz vede
k zastaveni bunééného cyklu v G2/M féazi. Schopnost VP1 ovliviiovat bunécny cyklus
vyplyvala i z uz diive provedenych pokust v nasi laboratofi. Pti produkeci VP1 v kvasinkovém
expresnim systému jsme pozorovali zastaveni ristu kvasinkovych kolonii, ktery se obnovil az
po n€kolika dnech. Pfi analyze bunck kvasinek metodou neptimé imunofluorescence jsme
pozorovali vazbu proteinu VP1 na mikrotubuly déliciho vieténka, coZ vedlo k jejich petrifikaci
a branilo bunéénému déleni. Po n¢kolika dnech vSak buiky kvasinek vytvofily nové, bocni
delici vieténko a tim obnovily schopnost bunééného déleni (Palkova et al., 2000a). Vazba VP1
na mikrotubuly déliciho vieténka byla také pozorovéana v buiikdch casnych epitelidnich nadorti
mys$i indukovanych infekci MPyV. Toto pozorovani vedlo k teorii, Ze tato vazba mize byt
zodpovédna za poruchy v procesu bunééného déleni a vznik aneuploidie v buitkkach nadoru
(Talmage et al., 1992). V pozd¢jsich fazich vyvoje nadorti vSak byla exprese proteinu VPI

potlacena (Holldnderova et al., 2003). Souvislost mezi expresi VP1 a zastaveni bunééného
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cyklu je také popsdna v praci autori (Spink a Fluck, 2003), ktefi pii experimentech
s mutantnimi viry neschopnych produkce MT a ST antigent a pfi zachovani exprese proteinu

VP1 pozorovali zastaveni infikovanych bun¢k v G2/M fazi bunécného cyklu.

Zatimco tedy Casné virové antigeny, které ovliviuji replikaci virového genomu, jsou
zapojeny v blokaci prvniho bunécného cyklu po infekci, protein VP1 je zapojen v zastaveni

druhého cyklu, coz pravdépodobné umoznuje dokonceni morfogeneze viriont.
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6.3 Studium podminek pro enkapsidaci DNA béhem morfogenese virion(

Enkapsidace nukleové kyseliny do kapsid DNA virii nebo RNA virti byva ¢asto, mimo
jiné, fizena cis elementy — tzv. enkapsidacnimi signaly. Sekvence enkaspidac¢niho signalu byly
napf. popsany napt. u herpesvirti (Stow et al., 1983) nebo adenovirt (Hearing et al., 1987) a
mnohych RNA virti jako napt. u retrovirt (Ali et al., 2016).

Polyomavirové kruhové DNA genomy se nachdzeji v infikovanych bunkach ve formé
minichromosomu v komplexu s bunéénymi histony. Béhem morfogenese virionti dochazi
k vytésnéni histonu H1 patrné¢ kapsidovym proteinem VP1, ktery mé sekvencné nespecifickou
afininitu k DNA a ke kondenzaci minichromosomu. Pfedpoklada se, ze morfogeneze virionii
polyomavirti neprobihd soukanim DNA do preformovanych kapsid, ale kapsomery se patrné
usporadavaji kolem minichromosomu.

U viru SV40 byla pfi studiu enkapsidace riznych delecnich mutant vytipovana kratka
sekvence v regulacni oblasti v mist¢ rozpoznaném jako enhancer transkripce, pobliz
replikacniho pocatku, ktera se ukazala jako nezbytnd pro uc¢innou enkapsidaci SV40
minichromosomu (Oppenheim et al., 1992). Autofi nazvali tuto sekvenci ,,SES* (,,SV40
encapsidation signal®) a postulovali, Ze rozpoznéni ses sekvence a zahajeni morfogenese
viriontl je zprostiedkovano bunéénym transkripénim faktorem Spl, ktery se vaze do regulacni
oblasti SV40 genom (kterd v minichromosomu nebyva pokryta nukleozomy) a zaroven ma také
vazebnou afinitu k minoritnim kapsidovym proteinim VP2 a VP3 a tedy i ke kapsomeram
sloZzenym z péti molekul VP1, obklopujicich jednu molekulu VP2 nebo VP3. Podle uvedené
studie, Spl navadi prvni kapsomery do svého vazebného mista a tak zahajuje morfogenezi
virionil (Gordon-Shaag et al., 2002).

Také genom mysSiho polyomaviru mé v regulacni oblasti vazebna mista pro bunécéné
transkripcni faktory. Kandidatem na funkci podobnou té popsané pro Spl u viru SV40 byl
transkripéni reguldtor a protein véazajici se na jadernou matrix — YY1. Tento faktor ma 3
vazebna mista v regulacni oblasti genomu MPyV a jedno vazebné misto v genu pro hlavni
kapsidovy protein VP1. Ve spolecné studii nasi laboratote a laboratote Univerzita La Sapienza,
Italie, bylo navic ukdzano, ze YY1 interaguje piimo s proteinem VP1 (Palkova et al., 2000b).

Pti expresi kapsidovych proteinlit MPyV v hmyzich bunikach bylo v nasi laboratofi diive
pozorovano, Ze kromé prazdnych VLPs nebo VLPs obsahujicich fragmety ,,nahé*“ DNA byly
tvofeny také tak zvané ,,plné VLPs“. Jejich analyza ukdzala, Ze obsahuji fragmenty DNA
hmyzich bun€k nebo bakulovirového plivodu v komplexu s histony hmyzich bunék. Tyto
fragmenty mély jednotnou délku, odpovidajici velikosti polyomavirovému genomu |(cca Skbp)
(Palkova et al., 2000a). Southern blot analyza ukazala, Ze vybér fragmentl nebyl zcela nahodily
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(vyskyt siln€jsich prouzkl na pozadi ostatnich). Jednim z moznych vysvétleni bylo, Ze se jedna
o useky DNA, které obsahovaly transkripcné regulacni oblasti, piipadné replikacni pocatky.

Pro patrani po enkapsidacnim signalu MPyV jsme v této praci pouzili technologii
pseudovirionii. Tato technologie byla vyvinuta pro papilomaviry i polyomaviry Christopherem
Buckem (Buck et al., 2004) a spociva v kotransfekci pomocného plasmidu exprimujiciho
ptekédované kapsidové proteiny (znevyhodnéného pro enkapsidaci svou velikosti) a
replikujiciho se reportérového vektoru, ktery je v buiikkach enkapsidovan. Pseudoviriony jsou
pak pouzity k ,,pseudoinfekci® jejiz uCinnost miize byt métena expresi reportérového genu. Byla
konstruovana tada reportérovych vektorti o velikosti polyomavirového genomu, z nichz kazdy
nesl jiny fragment polyomavirové DNA. Fragmenty pokryvaly pifekryvnym zptisobem cely
genom. Do reportérovych vektorl byl také vlozen ORI SV40, zajistujici jejich replikaci.
Ocekavalo se, ze fragment obsahujici polyomavirovy enkaspidacni signal ovlivni pozitivné
ucinnost enkaspidace. Vysledky pokust vSak ptekvapivé ukézaly, ze zadny z fragmentd
nezesilil presvédC¢iveé enkapsidaci reportérového vektoru. Mira enkapsidace odrazela spise
mnozstvi vektorové DNA piitomné v buiice po transfekci. Experimenty s pseudoviriony tak
ukézaly, ze vybér DNA pro enkaspsidaci je spiSe fizen jeji dostupnosti a lokalni koncentraci
nez cis elementem na enkapsidované DNA. Studie také prokazala, ze enkapsidovat se miize i
nereplikujici se DNA.

Vzhledem k tomu, Ze VP1 MPyV je schopen se velmi U¢inné skladat do VLPs in-vitro,
byla v praci pouzita elektronova mikroskopie ultratenkych bunéénych fezl k prikazu toho, Ze
jsou pseudoviriony tvofeny uCinné v jadie transfekovanych buné€k, a nikoliv pievazné
nespecificky v bunééném lyzatu béhen izolace.

Je zajimavé, Ze dva relativné Gzce piibuzné viry by mély zcela odliSny mechanismus
enkapsidace. Pfi¢inou mohou byt odlisné vlastnosti kapsidovych proteint. Napf. vSechny tfi
kapsidové proteiny viru SV40 maji afinitu k DNA, zatimco VP2 a VP3 MPyV s DNA
neinteraguji. Také zpusob interakci kapsidovych proteinti s transskripénim faktorem je odlisny.
Nicméné je zajimaveé, Ze mutanta SV40, kterd postradd minoritni proteiny (o kterych se
predpoklada, Ze sprostfedkovavaji vazbu kapsomer k Sp1) enkapsiduje DNA ucinné (Nakanishi
et al., 2007), podobné& jako odpovidajici mutanta MPyV (Mannova et al., 2002).

Pti ovéfovani schopnosti transkripéniho faktoru Spl navadét kapsomery do ,,SES*
sekvence v regulacni oblasti genomu SV40, se ukéazalo, Ze komplexy Spl s kapsomerami
vytvarené v prebytku molekul Spl, se v in-vitro podminkach vazi na izolované genomy (bez

kontextu chromatinovych struktur) nahodile (Roitman-Shemer et al., 2007), (obr. 43).
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Obrdzek 43: Lokalizace proteinovych komplexii SP1 a VP1AC5VP3 na SV40 DNA.
Vzddlenost navdzanych proteinovych komplext je vyjddrena v procentech vztaZenych k celkové délce

molekuly DNA. DNA molekuly jsou zndzornény jako linie, proteinové komplexy kosoctverci. Bilé Sipky —

proteinové komplexy navdzané na molekule DNA. Prevzato a upraveno z (Roitman-Shemer et al.,
2007).

Je mozZné, ze rozpoznani enkapsidacniho signalu vbru SV40 zavisi na kontextu genomu
v buiikdch, je rovnéz mozné Ze selekce genomi MPyV je déna lokalnim uspofddanim a

dostupnosti genomt. V kazdém ptipadé bude zapotiebi dals§iho vyzkumu k pochopeni

mechanismu morfogeneze polyomavirt.
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7. Zavér
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V této praci byly ziskany nasledujici vysledky:

e Byla navrZeny a konstruovany univerzalni vektory pro vkladani cizich epitoptii nebo

celych proteini do nanostruktur odvozenych od strukturnich proteini mysiho

polyomaviru (MPyV) pro tcely produkce chimérickych struktur v hmyzich bunkach.

= Byl pfipraven univerzalni konstrukt pro vkladani cizich epitopti do povrchové
DE smycky hlavniho kapsidového proteinu VP1 MPyV pro piipravu VLPs
MPyV s epitopy cizich proteinti na jejich povrchu.

= Byl pfipraven univerzalni konstrukt umoznujici fuzi cizich peptidii a proteinti s
C-koncem kapsidového proteinu VP1 MPyV pro pfipravu chimerickych

kapsomernich struktur.

e S pouzitim zkonstruovanych univerzalnich vektori byly pFipraveny potencialni

rekombinantni vakciny proti PCV2.

Byly pfipraveny rekombinantni bakuloviry pro pfipravu celkem 8 chimérickych
kandidétnich vakcin odvozenych od VLPs MPyV s riiznymi imunogennimi epitopy
proteinu Cap PCV2 na jejich povrchu.

Byl pfipraven rekombinantni bakulovirus pro produkci chimerické kandidatni
vakciny ve formé VLPs MPyV s proteinem Cap fuzovanym s C-koncem zkraceného
minoritniho kapsidového proteinu VP3 (tVP3) MPyV. Toto uspotfadani zajistuje
lokalizaci proteinu Cap PCV2 v dutiné¢ VLP. Piislusny univerzalni konstrukt byl
pfipraven v nasi laboratofi jiz diive.

Byl ptipraven rekombinantni bakulovirus pro produkci kandidatni vakciny v podobé
kapsomerni struktury sestavajici z pentameru VP1 MPyV s navdzanym proteinem
Cap PCV2 na C — konci VPI.

Od vsech vyse zminénych rekombinantnich bakulovirt byly v hmyzich buikéch
produkovany chimerické nanostruktury, purifikovany a jejich vlastnosti byly
ovéifeny pomoci molekularné biochemickych metod a metodou elektronové
mikroskopie. Celkem sedm chimerickych nanostruktur se ukazalo jako stabilnich a

vhodnych pro dalsi testovani jako kandidatnich vakcin.

e Byly pripraveny kandidatni vakciny proti bovinnimu papilomaviru BPV-1.

Byl ptipraven transferovy vektor a rekombinantni bakulovirus pro produkci VLPs

BPV-1 v hmyzich bunkéch sloZenych z hlavniho strukturniho proteinu L1.
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= Nazdaklad€ univerzalniho vektoru pro pfipravu chimérickych kapsomernich struktur
zalozenych na VP1 MPyV byl pfipraven transferovy vektor a rekombinantni
bakulovirus pro produkci kapsomerni struktury slozené z fuzniho proteinu
tvofeného epitopem odvozenym z N-koncové Casti proteinu L2 BPV-1 a MPyV
VPI.
U vSechny stabilnich rekombinantnich nanostruktur byla prokazina schopnost
vyvolat imunitni odpovéd’ proti cilovym antigeniim v mySich Balb/C.
testech na mySich byly dale testovany na cilovych zvifatech. Byla u nich prokazina
schopnost vyvolat protilitkovou imunitni odpovéd’, véetné tvorby virus
neutraliza¢nich protilatek.
Byla vypracovana diagnosticka metoda pro zjiSovani hladiny protiliatek proti PCV2
v krevnich sérech prasat zaloZena na formatu ,,Blocking* ELISA
» Tato metoda je nyni dale testovana na velkych souborech prasecich sér,
porovnavana s vysledky komer¢nich testli a testovdna na pouziti pro zjistovani
hladiny virus neutraliza¢nich protilatek v prasecich sérech.
Byl podan navrh na patentovou ochranu vakciny proti PCV2 a zaregistrovany dva
uzitné vzory zajiSt'ujici pravni ochranu pro antigeny, které jsou soucéasti kandidatnich
vakcin proti PCV2 a BPV-1.
Kandidatni vakciny proti BPV-1 (zaloZena na L1 VLPs) a proti PCV2 (zaloZena na
kapsomerni struktuie VP1 MPyV) jsou nyni testovany ve vyrobni fazi firmou Dyntec
spol. s r.o.
Byla prokazana interakce proteinu VP1 MPyV s mikrotubuly s diisledkem blokace
bunécného cyklu v G2/M fazi.
Bylo ukazano, Ze vybér DNA pro enkaspsidaci do virioni MPyV je spiSe Fizen jeji
dostupnosti a lokalni koncentraci neZ cis elementem pritomnym na enkapsidované

DNA.
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8. Dalsi odborné publikace, na kterych se autor podilel.
8.1 Seroprevalence polyomavird BKV, JCV a MCPyV v populaci Ceské republiky.

8.1.1 Preklad anglického abstraktu clanku

Polyomaviry JC a BK (JCV a BKYV) infikuji ¢lovéka a mohou zpusobovat zavazna
onemocnéni u imunokompromitovanych pacienti. Polyomavirus Merkelovych bunék
(MCPyV) mize byt pozorovan v koznich nddorech. V této studii jsme zkoumali vyskyt
protilatek proti polyomavirim MCPyV, BKV a JCV v sérech zdravé populace Ceské republiky.
Vzorky sér od 991 zdravych jedincii (ve vékovém rozmezi 6-64 let) byly analyzovany pomoci
ELISA testu pomoci viru podobnych ¢astic (VLPs) zalozenych na hlavnich kapsidovych
proteinech VP1 téchto virti. Celkové byly nalezeny protilatky proti MCPyV, JCV a BKV v po
radé 63 %, 57 % a 69 % sér této populace. Pro vSechny testované viry byly tyto frekvence
zavislé na v&ku; pfitomnost protilatek proti MCPyV a JCV byla nejvyssi u osob starSich 59 let,
zatimco ptitomnost protilatek proti BKV byla nejvyssi u osob ve véku 10-19 let a 20-29 let.
Tato prace je prvni velka studie, kterd zjistovala seroprevalenci polyomaviri BKV, JCV a

MCPyV v populaci Ceské republiky.

8.1.2  Podil autora

V této praci jsem se podilel na ovéfeni kvality purifikace VLPs BKV, JCV a MCPyV,
které byly nasledné pouzivany jako antigen pfi vySetfovani lidskych krevnich sér na ptitomnost
protilatek proti vySe zminénym polyomavirim, a to pomoci elektronové mikroskopie, metodou
negativniho barveni. Soucasti této prace bylo také vySetfovani koZnich stéra lidskych pacientli
na piitomnost MCPyV. KoZni stéry se odebiraly z oblasti ¢ela, podpazi a usSnich boltci.
Ptitomnost viru byla detekovana metodou pfimé imunoelektronové mikroskopie (DIEM)
s detekci hlavniho kapsidového proteinu VP1 MCPyV. Bylo vysetieno celkem 20 pacientt,
avsak pouze u jednoho z nich se podatilo detekovat ptitomnost VP1 MCPyV metodou DIEM.
Shluky detekovaného proteinu svym tvarem implikovaly rozpadlé¢ c¢éstice viru, nicméné
intaktni virovou ¢astici se nalézt nepodafilo, viz obr 44. Z divodu nejednoznaénych vysledkt
a faktu, ze se se VP1 MCPyV podatilo detekovat pouze ve stérech jediného pacienta, nejsou

tyto vysledky soucasti finalni publikace.
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Obrazek 44: Detekce VP1 MCPyV metodou DIEM.

(A) — ovéreni specifity protildtky proti VP1 MCPyV na VLPs MCPyV.

(B) — kozni stéry pacientt vysetrované na pritomnost viru MCPyV. Na fotografiich jsou patrné shluky
proteinu VP1 MCPyV. Sipky oznacuji znaceni VP1 MCPyV 5 nm zlatymi édsticemi.
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8.2 Antibakterialni, antivirové a na kyslik citlivé nanocastice pfipravené
z elektrospradanych materialQ.

8.2.1 Preklad anglického abstraktu

Pouzili jsme jednoduchou nanoprecipitatni metodu pro piipravu stabilnich
fotoaktivnich polystyrenovych ¢astic (NPs) o primeéru 30 = 10 nm, ze sulfonovanych membran,
které byly elektrostaticky zvlaknény do podoby polystyrenovych nanovlaken. Tyto nanovlakna
uvnitf obsahuji 5,10,15,20-tetrafenylporfyrin (TPP), nebo platinum oktaethylporfyrin (Pt-
OEP). NPs obsahujici TPP maji silné antibakterialni a antivirové u¢inky a mohou byt pouzity
k fotooxidaci povrchii zalozené na fotogenerovaném singletovém kysliku. Na rozdil od
nanovlaknovych membran, které maji pouze omezenou fotooxidacni schopnost v blizkosti
povrchti, NPs jsou schopny byt v blizkém kontaktu s cilenou strukturou. NPs s Pt-OEP byly
pouzity pro detekci kysliku ve vodném roztoku. Pozorovali jsme silnou linearni odpoveéd’ na
Sirokou $kdlu koncentraci kysliku. Membrany z nanovldken mohou byt pouzity nejen jako zdroj

NPs ale 1 jako efektivni filtr pro jejich odstranéni z roztoku.

8.2.1.1 Podil autora

Provadél jsem vSechny pokusy tykajici se testovani antivirovych u¢inkd NPs. Jako
model ze skupiny obalenych virti byl zvolen rekombinantni bakulovirus produkujici hlavni
kapsidovy protein VP1 mySiho polyomaviru (MPyV). Ze skupiny neobalenych virit byly
antivirové ucinky testovany na mys$im polyomaviru. Vysledky byly vyhodnoceny jako
statisticky rozdil poc¢tu infikovanych bun€k v nepfitomnost NPs, v pfitomnosti NPs za
nepiistupu svétla a ptitomnosti NPs ozatrenych viditelnym svétlem po dobu 30 minut. V piipadé
infekce rekombinantnim bakulovirem byly pouzZity hmyzi buiiky sf9, v pfipadé mySiho
polyomaviru byly pouzity mysi fibroblasty 3T6. Infikované buiikky byly identifikovany na
zéklad¢ exprese VP1 MPyV metodou imunofluorescence. Vysledky viz. obr. 45
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Pramérny podet infikovarnych bundk vztateny na optické pole
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Obrazek 45: Antivirovy ucinek svétlem aktivovanych NPs.

(a) infekce neobalenym MPyV.

(b) infekce obalenym rekombinantnim bakulovirem produkujicim VP1 MPyV.

Sloupce graft predstavuji primérné pocty infikovanych bunék na jedno optické pole fluorescenc¢niho
mikroskopu se standardni odchylkou od tfi nezadvislych experimenti. Reprezentativni snimky

Z fluorescencniho mikroskopu al-a3, b1-b3.

Infekce bez pritomnosti NPs — Cerny sloupec (a1, b1), infekce v pritomnosti NPs bez pristupu svétla —
modry sloupec (a2, b2), infekce v pfitomnost NPs ozarovanych viditelnym svétlem po dobu 30 minut —
Cerveny sloupec (a3, b3).

Bunécnd jadra jsou barveny DAPI (modre) a infikované buriky jsou barveny protildtkami proti VP1
MPyV (zelené).
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8.3 Role jaderného aktinu a lamind pfi virové infekci.

8.3.1 Preklad anglického abstraktu

Laminy jsou nejlépe popsanou cytoskeletalni slozkou bunééného jadra, které pomahaji
udrzovat jaderny tvar a ucastni se v riznych jadernych procesech véetné replikace nebo
transkripce. Jaderny aktin je dnes povazovan za dalsi klicovou slozku cytoskeletu ptitomnou
v jadre, kterd plni dtlezité funkce v genové expresi. Nékteré viry replikujici se v jadie vyvinuly
schopnost interagovat a pravdépodobné vyuzit jaderny aktin pro svou replikaci, naptiklad pro
morfogenezi a transport jejich kapsid nebo export mRNA. Na druhou stranu laminy mohou hrat
roli v pomnoZeni virli, 1 kdyz jaderna lamina mize piedstavovat pfekazku pro viriony, které
vstupuji nebo vystupuji z jadra. Tato publikace shrnuje soucasné poznani o rolich jaderného

aktinu a laminu ve virové infekci.
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e Patentova piihlaska, Vakcina zalozena na proteinové chimérické nanocastici proti
prase¢imu cirkoviru 2.

e Uzitny vzor €. 29249 BPV1, Vakcina zaloZena na proteinové virové nanocastici
odvozené od bovinniho papilomaviru 1.

e Uzitny vzor €. 29310 PCV2, Vakcina zaloZena na proteinové chimérické nanoc¢astici
proti prase¢imu cirkoviru 2.

e Funk¢ni vzorek, Diagnosticky antigen zalozeny na rekombinantnim proteinu VP1-

Cap.
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