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ABSTRAKT

Hlavni strukturni protein VP1 je produktem pozdnich polyomavirovych genii a jedna
se 0 nejvétsi a zaroven také nejvice zastoupeny protein celé polyomavirové Kkapsidy.
Vzhledem k nizké kdodujici kapacité polyomavirovych genomi se uvazuje, Ze kromé strukturni
role by protein VP1 mohl mit v pozdni fazi infek¢niho cyklu i fadu dalSich funkci. Pravé na jejich
studium je tato diplomova prace zaméiena. V pripadé proteinu VP1 mysiho polyomaviru bylo
pozorovano, Ze je schopen vazat se na strukturu bunéénych mikrotubull. Prvnim cilem této
prace bylo otestovat, jestli jsou pentamery proteinu VP1 schopny této vazby i bez Gcasti dalsich
bunécnych (i virovych) proteind. Na zakladé in vitro experimentu miZeme Fici, Ze se protein
VP1 ke struktuie mikrotubulii vaZe velmi neefektivné. Druhym cilem této prace bylo pripravit
detekeni systém, ktery by umoznil identifikovat potencialni interakéni partnery proteinu VP1
polyomaviru BK. Proto byly pripraveny expresni plazmidy produkujici N a C koncové znaceny
protein VP1, jenz mél tu vlastnost, byt v transfekovanych bunkach biotinylovan. Pomoci
nasledné afinitni chromatografie byly izolovany celé proteinové komplexy, jez tento
modifikovany protein obsahovaly. Hmotnosti spektrometrii byly identifikovany jednotlivé
izolované proteiny a po nasledné analyze a filtraci dat byl sestaven seznam 128 potencialnich

interak¢nich partnert proteinu VP1 polyomaviru BK.

Kli¢ova slova: mysi polyomavirus, BK polyomavirus, protein VP1, VLPs, mikrotubuly,
interaké¢ni partneri



ABSTRACT

The main structural protein VP1 is the product of late polyomaviral genes and it is
the largest and the most abundant protein of the whole polyomaviral capsid. Because of the low
coding capacity of the polyomaviral genomes, it is considered that in addition to its structural
role the VP1 protein might have some additional functions in the late phase of the infectious
cycle. This diploma thesis is exactly on these additional functions. In the case of the VP1 protein
of mouse polyomavirus, it was observed that the protein is capable of binding
to the structure of cellular microtubules. The first objective of this work was to test whether
pentamers of the VP1 protein are able of this binding without the participation of other cellular
(or viral) proteins. Based on an in vitro experiment, we showed that protein VP1 binds
to the structure of microtubules very inefficiently. The second objective of this work was
to prepare a detection system that would allow an identification of potential interaction
partners of BK polyomavirus VP1 protein. Therefore, expression plasmids producing
the N and C-terminally tagged VP1 protein were prepared. These tagged proteins had
the property of being biotinylated whilst being produced in the transfected cells.
By using affinity chromatography, the entire protein complexes containing the modified protein
were isolated. Using mass spectrometry, individual isolated proteins were identified
and after a subsequent analysis and data filtering, a list of 128 potential interaction partners of

BK polyomavirus VP1 protein was compiled.

Keywords: mouse polyomavirus, BK polyomavirus, VP1 protein, VLPs, microtubules,
interactions partners



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

«o-SNAP rozpustny N-ethylmaleimid senzitivni protein zprostiedkujici
vazbu a fuzy vackl

AcNPV virus tvorici polyhedra v jaddrech bunék mola Autographa
californica

AP-1 aktivacni protein 1

APS amonium persulfat

ATM protein mutovany u syndromu Ataxia telangiectasia

BBSome komplex proteinu, jejichz defektu se projevuje jako Bardet-Biedl
syndrom

BKPyV BK polyomavirus

BSA bovinni sérovy albumin

CCCDNA kovalentné uzaviena kruhova forma DNA

CstF faktor stimulujici Stépeni (pii polyadenylaci mRNA)

CT-VP1 C koncové znaceny protein VP1

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

DEAD/DEAH helikazy RNA helikazy s konzervovanym motivem aspartat-glutamat-alanin-
aspatat/histidin

DMEM Eaglovo médium modifikované Dulbeccem

DTT 1,4-dithiotreitol

E2F Casny faktor 2

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA kyselina egtazidova

ERAD degradacni draha asociovana s endoplazmatickym retikulem

ERdj5 protein 5 endoplazmatického retikula obsahujici doménu DNA ]

FBS fetalni bovinni sérum

FEN1 endonukléza 1 Stépici DNA presah (u Okazakiho fragmentu)

GFP zeleny fluorescenéni protein

GTB obecny tubulinovy pufr
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JC polyomavirus

Luria-Bertani médium

mikrotubul asociované proteiny
N,N’-methylenbisakrylamid

mysi polyomavirus

nekédujici kontrolni oblast

jaderny faktor k B

komplex proteinti NAG, RINT1 a ZW10
N koncové fizovany protein VP1
oteviena kruhova forma DNA

opticka denzita

protein 53

poly(ADP-rib6za) polymeraza 1
fosfatovy pufr

jaderny antigen proliferujicich bunék
fosfatidylinositol 3 kinaza
1,4-Piperazindiethansulfonova kyselina
protein fosfataza 2A
retinoblastomovy protein

pocet otacek za minutu

renalni epitelidlni buniky proximalnich tubuli

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym

linie bunék z ovarii miry Spodoptera frugiperda (klon 9)
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siRNA
SoC
SV40
tAg

TAg

TBE pufr
TE pufr
TEMED
TEV
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VLPs
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1. Uvobp



Jsou viry Zivé nebo neZivé? To je otazka, na jejiZ odpovédi se védci ani v roce 2018 stale
nedokazi shodnout. At jiZ ma kdokoliv na tuto otdzku jakoukoliv odpovéd, tak pravdou zlstava,
Ze viry vzdy byly, jsou ale i budou nedilnou soucasti Zivota na Zemi. Existuje jich nepieberné
mnozstvi a ¢asto se od sebe jednotlivé virové rady Ci celedé lisi vice neZ rostliny od zviiat. Jedna
véc je ale spojuje. Vzdy se totiZ jedna o obligatni parazity, ktefi pro svoji tispésnou replikaci
vyZaduji transla¢ni aparat hostitelské buriky. A je jedno, jestli se jedna o bakteriofagy infikujici
bakterie ¢i megaviry napadajici améby. To, jakym zpilsobem viry dokazi infikované buiky
prreprogramovat pro Ucely své vlastni replikace, se ale miiZe znacné lisit. Nékteré viry koduji velké
mnozstvi proteinli, pomoci kterych mohou jemné modulovat prostiedi infikované bunky.
Jiné viry dokazi to samé, a to jen shrstkou proteind. Do této skupiny patfi i polyomaviry,
jejichz studiu je tato prace vénovana.

Polyomaviry jsou malé viry s jen velmi nizkou kddujici kapacitou. V molekularni biologii
polyomaviry donedavna hraly velkou roli vobjasnéni fady Kklicovych procesti ucastnicich
se zpracovani genetické informace a procesu tumorogeneze. S objevem lidskych polyomavirt
BK a JC a nedavno popsaném polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék se studium této
Celedi ale spiSe presouva smérem ke studiu jejich patogennich vlivii na lidsky organismus.
Vzhledem k tomu, Ze polyomaviry koduji vétSinou jen kolem 6 proteint, tak tyto viry vyvinuly
dvé strategie. Jednak béhem svého replikacniho cyklu vyuzivaji co nejvice proteind hostitelské
bunky. Kromé transla¢niho aparatu tedy vyuzivaji i aparat transkrip¢ni ¢i replika¢ni a mimo
jiné reguluji svou genovou expresi podobnym zpiisobem jako jejich hostitelské buiiky.
Druhym typem polyomavirové strategie je kdédovani multifunkénich proteind,
které jsou schopny plnit vicero tloh pfi virové infekci. Tato strategie se v plné mite uplatiiuje
u cCasnych proteind polyomavird a nejlépe je charakterizovana u velkého T antigenu.
Tento protein vbunce plni fadu dloh od zablokovani predCasné apoptézy aZ po iniciaci
replikace virového genomu. V pripadé pozdnich proteinti, jez tvori prevazné kapsidové
proteiny, se o takovychto funkcich rovnéz uvaZuje, ale nejsou prili§ prozkoumané.
Tématem této diplomové prace je studium pravé téchto moznych funkci, a to u dvou

modelovych virti celedi Polyomaviridae, mysiho polyomaviru a lidského BK polyomaviru.



1. LITERARNI PREHLED



2.1 CELED POLYOMAVIRIDAE

Celed’ Polyomaviridae je taxonomické oznac¢eni skupiny malych neobalenych DNA vird,
které maji potencidl vyvolat onkogenni onemocnéni u svych hostiteli. Podle Baltimorova
schématu patii polyomaviry spolu s papilomaviry, adenoviry a dalsimi viry do skupiny ¢islo I,
nebot’ jejich genetickd informace je kddovana kruhovou dvoutetézcovou DNA molekulou.
Na zakladé podobnosti ve struktufe jejich genomu a kapsidy patfily polyomaviry diive spolu
spapilomaviry do jedné Celedi, ktera nesla oznaCeni Papovaviridae. Vroce 1999
vSak Mezinarodni komise pro taxonomii vird (ICTV, International Committee on Taxonomy
of Viruses) taxon Papovaviridae zrusila, a tim byly polyomaviry ustaveny jako samostatna Celed’
(Regenmortel et al, 1999). Vsoucasnosti je celed Polyomaviridae rozdélena do Ctyt rodd,
a to Aflapolyomavirus, Betapolyomavirus, Gamapolyomavirus a Deltapolyomavirus. Mezi tyto Ctyti
rody je podle rozhodnuti ICTV dnes rozdéleno celkem 83 zndmych druhl polyomavirg,
pricemzZ nejvice se jich nachazi v rodech Alfapolyomavirus (38) a Betapolyomavirus (32).
Kromé toho se v Celedi nachazi jesté dalSich pét druhii polyomavirt, které v soucasnosti nejsou
zafazeny do zadného z vySe uvedenych rodu (https://talk.ictvonline.org/taxonomy, 03.08.2018).

Nazev polyomavirus pochdazi zrectiny. Slovo poly se preklddd jako mnoho a oma
znamena nador. Ve volném prekladu je tedy polyomavirus oznaceni viru zptisobujicich mnoho
typl nadord. Tento nazev byl poprvé pouzit vroce 1958 (Stewart et al, 1958) pri studiu
prvniho objeveného polyomaviru, a to mysiho polyomaviru (MPyV). Druhym objevenym
polyomavirem pak byl Opi¢i vakuolizujici virus 40 (SV40, Simian vacuolating virus 40),
ktery byl objeven vroce 1960 jako Kkontaminanta starSich poliovirovych vakcin
(Sweet a Hilleman, 1960). Vzhledem k potencidlni onkogenicité polyomavirQ, ktera byla
prokazana i u viru SV40 (Eddy et al.,, 1962; Girardi et al.,, 1962), toto zjiSténi vyvolalo fadu obav.
Nicméné do dneSka nebyla prokazana Zadna asociace viru SV40 s lidskym rakovinnym
onemocnénim.

Prvni lidské polyomaviry byly objeveny az v roce 1971. V tomto roce byly vyizolovany
hned dva viry, a to polyomavirus BK (Gardner et al, 1971) a polyomavirus JC (Padgett et al,
1971). Poté dlouhou dobu nebyl nalezen zZadny novy lidsky polyomavirus a to az do roku 2007,
kdy byly opét objeveny hned dva nové viry (Allander et al, 2007; Gaynor et al, 2007).
Dalsi rok pak byl objeven polyomavirus karcinomu Merkelovych bunék, ktery okamzité vzbudil
zajem odborné verejnosti, nebot se jedna o pulvodce agresivniho lidského nadorového
onemocnéni (Feng et al, 2008). Nasledné se seznam lidskych polyomavirt velmi rychle
rozristal a k dnesku jich bylo identifikovano jiZ celkem 14. Jejich vycet je shrnut v tabulce

¢islo 1.



Tabulka €. 1 — Seznam popsanych lidskych polyomavirti

Druh Rod Nazev viru Zkratka Publikace
polyéﬁzl\(/?rus 1 Beta- BK polyomavirus BKPyV Gard;g;let al.
polyéﬁzl\(/?rus ) Beta- JC polyomavirus JCPyV Padgf;t;t al.
polycl)-ir:?\(/\i,/rus 3 Beta- Kl polyomavirus KIPyV AIIan;:Ig(r;t al.
polycl)-ir:?\(/\i,/rus 4 Beta- WU polyomavirus WUPYV Gayr;%ror.;t al.
soomanrss AT Cericlonehbunek | Mow TR
poncI)-ir:ZI:/?rus 6 Delta- Lidsky polyomavirus 6 HPyV6 SChOW;(l)thr etal,
poncI)-ir:ZI:/?rus 7 Delta- Lidsky polyomavirus 7 HPyV7 SChOW;(l)thr etal,
oomairss AT enodyepisn oo TPV et 2010
polycl)-ir:j\(/\i,/rus 9 Alfa- Lidsky polyomavirus 9 HPyV9 Scuggle; al.
ponoI;Ldas\fiius 10 Delta- MW polyomavirus MWPyV Siebrazsos;ezet al.
ponoI;;das\l/(iius 11 Delta- STL polyomavirus STLPyV Lirgglt;/.,
polyolaiwdas\ll(iius 12 Alfa- Lidsky polyomavirus 12 HPyV12 Kor;gle; al.
ponoI;Ldas\I/(iius 13 Alfa- New Jersey polyomavirus NJPyV Mishzroalit al.
ponoI;Ldas\I/(iius 14 nei?:;en Lyon IARC polyomavirus LIPYV GheZiI)i;alq

Hostitelské spektrum polyomaviri vSak neni vazano pouze na savce. Dalsi Siroce
infikovanou tridou obratlovci jsou napriklad ptaci. U téchto tvord vsak byva priibéh infekce
pomérné odlisSny. Zatimco u savcl vyvolavaji polyomaviry vétSinou persistentni infekce,

v

které milZou zplsobovat komplikace az po imunosupresi ¢i imunodeficienci,
tak u ptakld polyomaviry vyvolavaji vazné akutni infekce, které velmi casto konci smrti
(prehledné shrnuto v Johne a Muller, 2007). Mimo to byly identifikovany i polyomaviry
infikujici ryby jako napriklad polyomavirus Kytarovce jemenského (Rhynchobatus djiddensis
polyomavirus 1). Na zakladé stdle novych a novych sekvenactnich dat se v soucasnosti

predpoklada, ze kazdy druh obratlovce je hostitelem minimalné jednoho viru z této celedi.



2.2 MYSi POLYOMAVIRUS

Mysi polyomavirus byl prvnim popsanym polyomavirem, jehoz rakovinotvorné
vlastnosti daly nazev celé Celedi. Ztaxonomického hlediska patiti MPyV do rodu
Alfapolyomavirus a jak jiz znazvu vypliva jedna se o zvireci patogen, jenZ se prenasi mezi
hlodavci. Nazev polyomavirus byl sice poprvé pouzit aZ v roce 1958, ale virus samotny virus byl
vlibec poprvé zdokumentovan jiz vroce 1953 doktorem Ludwigem Grossem. Doktor Gross
ptvodné studoval moznost prenosu leukémie u mysi pomoci bezbunécénych extraktd a hledal
infek¢nf agens za to zodpovédné. Kdyz ale inokuloval extrakty do novorozenych mysi, v§imnul
si, ze kromé leukémie ¢ast mysi vyvinula i parové nadory slinnych zZlaz. Zaroven demonstroval,
Ze tento novy infek¢niho agens se oproti tomu leukemickému liSi ve své velikosti a dalSich
fyzikalnich vlastnostech (Gross, 1953). Kromé indukce nadort u mysi byly jeho rakovinotvorné
vlastnosti popsany i u krys, morcat a kieckli. Nadory bylo mozné vyvolat i u novorozenych
kralikd. Ty se ale po urcité dobé sami odhojily (Stewart et al, 1958; Eddy a Stewart, 1959).
O epidemiologii se vpripadé MPyV vzhledem kjeho hostitelskému spektru priliS nevi.
Bylo publikovano, Ze virus je mezi hlodavci relativné hojné rozsifen a Ze vyvolava celoZivotni
perzistentni infekci. Je mozné ho detekovat v moci, vykalech i slinidch infikovanych mysi
(Rowe, 1961). Vznik nadori patrné vyvolava jen u novorozenych ¢i u imunosuprimovanych
jedincti. Normalné jsou novorozené mysi prred virem chranény matei'skymi protilatkami

(Law et al, 1962).

2.3 BKPOLYOMAVIRUS

BK polyomavirus nebo také Lidsky polyomavirus 1 byl prvnim zdokumentovanym
lidskym polyomavirem. Taxonomicky je BKPyV ftazen do rodu Betapolyomavirus
a vsoucasnosti se podle polymorfismu vhlavnim kapsidovém proteinu VP1 déli BKPyV
na celkem 4 subtypy, které se mezi sebou lisi frekvenci vyskytu i geografickou distribuci.
Subtyp I je rozsiten celosvétove, zatimco subtyp IV se vyskytuje skoro vyhradné jen v Evropé
a Vychodni Asii. Vyskyt subtypti II a III je pak ve svétové populaci méné Casty (Jin et al, 1993;
Yogo et al, 2009). Poprvé byl BKPyV izolovan vroce 1971 poté, co byly Vero buiky
inokulovany vzorkem moci odebrané od 39letého pacienta sudanského ptvodi (inicialy B.K.),
ktery byl vimunosupresi po transplantaci ledvin (Gardner et al, 1971).
Co se tyCe patologickych onemocnéni tak BKPyV je problém pravé pro pacienty
po transplantaci ledvin, u kterych mize vyvolat tzv. polyomavirem zplisobenou nefropatii
(Ramos et al, 2009). Kromé toho pisobi problémy i u lidi po transplantaci kostni drené,
u kterych je vnékterych pripadech BKPyV asociovan stzv. hemoragickou cystitidu

(Dropulic a Jones, 2008). Klicovym faktorem pfti vzniku téchto onemocnéni je patrné uméle



navozena imunosuprese, ktera ma zabranit odmitnuti Stépu, protoZe na zakladé sérologické
studie z roku 2009 ma 82 % svétové populace protilatky proti BKPyV jiz k 21. roku Zivota.
Virus je tedy v populaci hojné rozsifen a k primarni infekci dochazi zrejmé jiz v détstvi
(Kean et al, 2009). Poté BKPyV patrné perzistuje vledvindch a urogenitalnim traktu,
kde je infekce kontrolovana imunitnim systémem (Heritage et al, 1981). Pfi imunosupresi
se ale tato ki‘ehka rovnovaha miiZe narusit a BKPyV se za¢ne nekontrolované replikovat.

Ke vstupu BKPyV do lidského organismu dochazi s nejvétsi pravdépodobnosti respiracni
¢i oralni cestou a primarnim mistem infekce jsou nejspise kréni mandle, ve kterych lze u déti
detekovat virovou DNA. Obecné vzato vSak byva primarni infekce asymptomaticka
nebo ji provazi jen mirné respiracni potize (Goudsmit et al, 1982). Nejsou vyloucCeny ani dalsi
zpUsoby prenosu viru jako napiiklad ejakulatem, transfizi krve, transplacentarné ¢i infikovanym
Stépem pri transplantaci (diskutovano v Hirsch a Steiger, 2003). K Sifeni viru organismem
vyuzivda BKPyV  nejspiSe cirkulujici bunky imunitntho systému, protoZze DNA
BKPyV sarchetypalnim ¢i rekombinovanym NCCR lze nalézt vleukocytech periferni krve
(Chatterjee et al, 2000). Pres leukocyty se BKPyV zrejmé dostava i do ledvin, kde celoZivotné
perzistuje. Pomoci imunohistochemie bylo ukazano, Ze virus lze detekovat v epitelidlnich
bunikach ledvin, mocovodu i mocového méchyie (Shinohara et al, 1993). Obcas pak muze dojit
k reaktivaci viru u zdravych jedincti a k jeho uvolnéni do moci a pak dale do vnéjsiho prostredi
(Arthur a Shah, 1989). Jak jiz bylo psano vyse, tak v nékterych piipadech se pii imunosupresi
muze virus dostat zpod kontroly imunitniho systému a ptlisobit zavazna patologicka onemocnéni

(Dropulic a Jones, 2008; Ramos et al., 2009).

2.4. STRUKTURA A ORGANIZACE GENOMU

Jak jiz bylo zminéno, tak genom vSech polyomavirt je tvoren kruhovou dvouretézcovou
molekulou DNA. Délka této molekuly se 1i8f mezi jednotlivymi polyomaviry,
ale vzdy se pohybuje kolem 5000 paru bazi. Vzhledem ktomu, Ze se vSechny polyomaviry
replikuji vjadre infikovanych bunék, tak podobné jako hostitelskd DNA jsou i jejich genomy
asociované sbunécnymi histony, jez vytvaii struktury nukleosomu. Virovy genom
se tedy vyskytuje ve formé kruhového minichromosomu (Griffith, 1975; Howe a Tan, 1977),
jehoz pribliznou strukturu miZeme na piikladu viru SV40 pozorovat na obrazku ¢. 1.
Tuto strukturu mizeme nalézt nejen v jadrech infikovanych bunék ale také uvnitt maturované
kapsidy (Germond et al., 1975). Rozdil mezi virovou a hostitelskou DNA je vSak v pifitomnosti
histonu H1. Ten sice svirovou DNA asociuje béhem replikacniho cyklu, ale v pribéhu
enkapsidace je z minichromosomu odstranén a opét s ni asociuje az pri dalSim kole infekce

(Varshavsky et al., 1976; La Bella a Vesco, 1980). Pritsomnost histond na virové DNA rovnéz



umoznuje polyomavirim vyuzit i systém epigenetickych modifikaci, kterymi bunka reguluje

svou genovou expresi (prehledné shrnuto v Milavetz a Balakrishnan, 2015).

e

Obrazek €. 1 — Struktura minichromosomu viru SV40

Na obrazku z elektronového mikroskopu mudzeme pozorovat minichromosomy viru
SV40, které byly izolovany z virion(. Patrné jsou struktury odpovidajici nukleosomdm,
jez jsou nabalené na virové DNA. Pfevzato a upraveno z Germond et al., 1975.

Co se tyce samotné organizace polyomavirového genomu, tak ten miiZeme rozdélit
na celkem tfi funk¢ni oblasti. Grafické znazornéni této organizace je ukdzano na prikladu MPyV a
BKPyV na obrazku ¢. 2. Prvni ztéchto oblasti je nekddujici kontrolni oblast oznacovana
anglickou zkratkou NCCR (Non-Coding Control Region). Vtéto oblasti genomu
se nachazi jak virovy pocatek replikace, tak i dva promotory, jeden regulujici expresi ¢asnych
genii a druhy pro regulaci exprese pozdnich gend. Pfi pozorovani minichromosomu
v elektronovém mikroskopu se rovnéz ukazalo, ze v této oblasti se prakticky nevyskytuji zadné
nukleosomy (Jakobovits et al.,, 1980). To je pochopitelné vzhledem k tomu, Ze tato oblast slouzi
jako dvoji promotor i jako misto vazby rlznych bunécnych transkripcnich faktord,
jako naptiklad AP-1 ¢i NF-kB (ptehledné shrnuto ve White et al, 2009). Délka NCCR je velmi
variabilni, a to nejen mezi rGznymi druhy polyomavird ale i vramci jednoho druhu.
Zpravidla se vSak pohybuje mezi 300-500 pary bazi. Divodem, proc¢ je délka NCCR variabilni
i vramci jednoho druhu polyomaviru, je bezesporu vysoka frekvence deleci a duplikaci,
ke kterym zde dochazi pti replikaci virové DNA. Tyto zmény pak vedou k tomu, Ze se zvySuje
pocet vazebnych mist pro transkrip¢ni faktory, a diky tomu dochazi k jakési selekci replikacné
nejvice kompetentniho viru. To bylo pozorovano napiiklad u JC polyomaviru (JCPyV),
kde bylo experimentdlné prokazano, Ze viry srekombinatnim NCCR maji vy$Si droven
transkripce i replikace nez virus s nerekombinovanym tzv. archetypalnim NCCR
(Gosert et al, 2010). Zajimavé je, Ze pravé tyto viry, i pres horsi schopnost replikace,
jsou formou, kterd se prirozené Sifi v populaci. Krekombinaci NCCR tedy musi dochazet
az v prubéhu virové perzistence vnovém hostiteli a vzniklé NCCR jsou tedy vzdy unikatni

(prehledné shrnuto v Yogo a Sugimoto, 2001).
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Obrazek €. 2 - Schéma organizace polyomavirového genomu na pfikladu mysiho
polyomaviru (MPyV) a BK polyomaviru (BKPyV).

Na obrazku je znazornéno zakladni funkcni rozdéleni polyomavirového genomu na prikladu MPyV
a BKPyV. Cervené je oznacend nekédujici kontrolni oblast (NCCR) zatimco #luté jsou oznaceny €asné geny
polyomavird. Pozdni geny jsou oznaceny modrou barvou. Navic u BKPyV je v pozdni oblasti kddovan
i nestrukturni Agnoprotein (oznacen Sedivé). Grafické znazornéni genomi bylo pripraveno v programu
SnapGene (http://www.snapgene.com), za pouZiti sekvenci dostupnych v databazi GenBank pod AC Cisly

NC_001515 (MPyV) a V01108.1 (BKPyV).



Dalsim funkc¢né dilezitym usekem polyomavirového genomu je oblast tzv. ¢asnych gent,
kjejichz transkripci dochazi bezprostiedné po vstupu viru do jadra infikované buriky.
Exprese téchto geni slouzi polyomavirim predevsim ktomu, aby v buiice navodili vhodné
prostiredi pro vlastni replikaci. Proteiny, jeZ tato oblast koduje, se rovnéZz nazyvaji jako
T antigeny, protoZe pokud jsou samostatné exprimovany v buice, dokazi navodit jeji
nadorovou transformaci. NejvétSim virovym produktem této oblasti je tzv. velky T antigen
(TAg). Tento protein ma v infikované bunce fadu funkci. Prvni z nich je, Ze vyvazuje pRB
z vazby s E2F transkripénimi faktory, ¢imz stimuluje buniky k prechodu do S faze a k produkci
proteind nutnych pro replikaci (DeCaprio et al, 1988; Zalvide a DeCaprio, 1995).
Zaroven se TAg vaze do virového pocatku replikace (Tenen et al.,, 1983), kam privadi i proteiny
replika¢niho komplexu. TAg pak pomoci své helikdzové aktivity pomaha iniciovat replikaci
polyomavirového genomu (Stahl et al, 1986; Collins a Kelly, 1991; Dornreiter et al., 1992;
Melendy a Stillman, 1993). Treti, velmi dilezitou funkci je, Ze TAg rovnéz vaze a inaktivuje p53
a tim brani zastavé bunécného cyklu ¢i predcasné apoptéze (Linzer a Levine, 1979;
Jiang et al, 1993). Zajimavé je, Ze napiiklad TAg MPyV sice nevaZe p53, ale i tak tento protein
dokdZe  negativné interferovat sfunkci p53  (Doherty a  Freund, 1997).
Druhym konzervovanym produktem cCasné oblasti gend je pak tzv. maly t antigen (tAg),
jehoZ hlavnim interak¢énim partnerem je fosfatdza PP2A (Yang et al.,, 1991). Tim, Ze se tAg vaze
na tuto fosfatdzu, ji inaktivuje, a tim zplsobuje hyperaktivaci drah signalni transdukce
(prehledné shrnuto v Skoczylas et al., 2004).

Mimo TAg a tAg pak jesté polyomaviry v c¢asné oblasti kdduji dalsi ,doplikové”
proteiny, které se vSak mezi jednotlivymi viry ¢asto lisi. Naptiklad MPyV v ¢asné oblasti kéduje
jeSté tzv. stredni T antigen. Tento protein se v infikovanych butikdch nachazi v blizkosti
bunécénych membran (Dilworth et al., 1986), kde pomoci svého C konce interaguje s proteiny
signalnich kaskad a zplsobuje, podobné jako maly t antigen, jejich hyperaktivaci.
Co se tyce interak¢nich partnerl stiedniho T antigenu, tak se jedna napiiklad o Src kinazu
(Courtneidge a Smith, 1983), PI3 kindzu (Courtneidge a Heber, 1987) ¢i fosfolipazu C
(Su et al, 1995). BKPyV naopak v Casné oblasti kéduje jesté tzv. zkraceny T antigen (truncAg),
coz je vzasadé kratSi verze velkého T antigenu slimitovanou moznosti interakce
(Abend et al.,, 2009).

V poslednich letech se ukazalo, Ze v Casné oblasti genomu polyomavira jsou kddovany
i prekurzory pro miRNA. Ty jsou ale na rozdil od ¢asnych genli kddovany na opacném retézci,
a proto jsou prepisovany az z pozdniho promotoru. Jejich hlavnim tikolem je v pozdnich fazich
infekce snizit produkci ¢asnych proteind, jeZ uz nejsou zapotiebi (Sullivan et al, 2005, 2009;

Broekema a Imperiale, 2013). Mimo to muzZou teoreticky regulovat i expresi nékterych
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hostitelskych gend. To bylo ukazano naptiklad u MPyV, jehoZ miRNA sniZzovala expresi
proapoptotického proteinu Smad2 (Sung et al, 2014).

Posledni funk¢ni oblasti polyomavirového genomu je dsek koédujici tzv. pozdni geny,
k jejichZ expresi dochazi po zahajeni replikace genomu. Na rozdil od ¢asnych genti, které maji
za ukol navodit v infikované buiice podminky vhodné pro virovou replikaci, jsou pozdni geny
odpovédné za produkci strukturnich proteini. Jedna se o celkem tii proteiny. Prvni z nich, VP1,
je hlavni kapsidovy protein. Dalsi dva kapsidové proteiny, oznacované jako minoritni, jsou pak
VP2 a VP3. Co se tyce téchto dvou proteind, tak jsou oba translatovany ze stejného cteciho ramce,
ale VP2 ma navic jesté N-koncovou oblast, ktera byva myristylovana (Krauzewicz et al., 1990).
Mimo kapsidové proteiny kéduji nékteré polyomaviry (jako napt. BKPyV) v pozdni oblasti jeden
nestrukturni protein, jenzZ se nazyva Agno. Funkce tohoto proteinu neni doposud uUplné
objasnéna. Experimenty provedené na JCPyV a BKPyV naznacuji, Ze jednou z hlavnich roli bude
rozruseni jaderného obalu a uvolnéni viriont ven z bunky (Okada et al, 2005; Panou et al., 2018).
Mimo to bylo u BKPyV ukazano, Ze diky interakci s proteinem o-SNAP Agnoprotein negativné

reguluje exocyt6zu materialu ven z buniky (Johannessen et al., 2011).

2.5. PRUBEH INFEKENIHO CYKLU NA PRIKLADU
BK POLYOMAVIRU

Replikacni cyklus polyomavirti je u vSech zastupct této celedi v zasadé stejny a mezi
jednotlivymi viry se lisi pouze vnékolika malo ohledech. Rozdily jsou naptiklad v typu
bunécného receptoru, na ktery se jednotlivé polyomaviry vazou, ¢i v typu vacku, kterym jsou
internalizovany dovniti buriky. V této kapitole je cely replikacni cyklus polyomavirt shrnut na
prikladu lidského BKPyV a jeho zjednoduSené schéma je znazornéno na obrazku ¢. 3.

Replikacni cyklus BKPyV zacina vazbou na bunécny receptor. V piripadé BKPyV jsou
bunéénymi receptory gangliosidy b-fady a to GD1b a GT1b (Low et al, 2006). Pozdéji bylo
ukazano, Ze BKPyV je schopen vstoupit do buiiky i pomoci dalSich gangliosidti b-rady, GD2 a
GD3, avsak s nizsi ic¢innosti (Neu et al,, 2013). Casti gangliosidu, ktera je rozpoznavana BKPyV,
je terminalné vazana sialova kyselina, ptresnéji feCeno N-acetylneuraminova kyselina, ktera je
a(2,8) glykosidickou vazbou vazana na dalsi N-acetylneuraminovou kyselinu (Neu et al., 2013).
Diky tomu, ze BKPyV vaze sialovou kyselinu je rovnéz jako nékteré dalsi polyomaviry schopen
hemaglutinace cervenych krvinek (Sinibaldi et al, 1987). Mimo interakce s gangliosidy bylo
vroce 2005 také popsano, Zze BKPyV potiebuje pro vstup do Vero bunék i N-glykosylovany
glykoprotein s a(2,3) vazanou sialovou kyselinou (Dugan et al., 2005). Jestli je toto pozorovani{
relevantni i pro lidské RPTE buriiky, které se v soucasnosti pro studium infek¢niho cyklu BKPyV

pouzivaji, zlstava otazkou. Po vazbé na receptor dojde kinternalizaci viru bumnkou. K tomu
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pravdépodobné dochazi v mistech membranovych rafti, které jsou bohaté na vyskyt
gangliosidi (Sonnino et al, 2007). K samotné internalizaci pak dochazi pomoci vackit bohatych
na kaveolin, coZ bylo pozorovano jak ve Vero burikach (Eash et al,, 2004) tak i v lidsky RPTE
bunikach (Moriyama et al, 2007). Tim se BKPyV lisi od JCPyV, ktery ke vstupu vyuZziva
Klatrinem obalené vacky (Pho et al, 2000). Vroce 2016 Zhao et al. publikovali data, které
poukazuji na to, Ze v lidskych RPTE bunkach byl BKPyV internalizovan alternativni cestou,
ktera byla nezavisla jak na Kklatrinu tak kaveolinu (Zhao et al, 2016). Zistava tedy otazkou,
jakym presnym zpiisobem je virus internalizovan a patrné dosti zavisi i na fyziologickém stavu
buriky. Dalsi vyzkum je zapotiebi pro objasnéni tohoto problému.

Poté co BKPyV vstoupi do bunky se Castice dostavaji do casného a nasledné pozdniho
endozoému. Pokusy s inhibitory, jez brani acidifikaci buné¢nych organel, poukazuji na to,
Ze v prvnich 2 hodinach po absorpci je pro virus zasadni nizsi pH pozdniho endozému pro
dalsi fazi infekce (Jiang et al, 2009). Z pozdniho endozému se pak virus dostava retrogradnim
transportem do endoplazmatického retikula (Low et al, 2006). Vroce 2017
pak bylo popsano, Ze virus pri transportu do endoplazmatického retikula vyuzivd Rab18
pozitivnich vacka a Ze pro fuzi je zapotiebi proteini NRZ komplexu a Syntaxinu 18 (Zhao a
Imperiale, 2017). Co se tyc¢e doby po absorpci viru, tak se BKPyV dostava do
endoplazmatického retikula mezi 6 a 10 hodinou (Moriyama a Sorokin, 2008). Virus se pfi
retrogradnim transportu zirejmé kompletné vyhyba Golgiho aparatu, ve kterém doposud nebyl
vilbec detekovan. Pro transport BKPyV je také zapotrebi funkéni mikrotubularni sit’ ale jiz neni
potieba molekularni motor dynein a ani aktinovy cytoskelet (Eash a Atwood, 2005; Moriyama a
Sorokin, 2008).

0 tom, co se déje s BKPyV po vstupu do endoplazmatického retikula, se toho moc nevi
a vétSinou se pri popisu této faze infekce vyuzivaji data publikovana na polyomaviru SV40.
Obecné lze ftici, Ze polyomaviry (tedy i vcetné BKPyV) vyuZivaji rezidentnich enzymi
endoplazmatického retikula k rozvolnéni a remodelaci kapsidy, coz ve vysledku umoZzni viru
dostat se pres membranu endoplazmatického retikula do cytoplazmy. V ptipadé BKPyV bylo
napiiklad ukazano, Ze protein disulfid izomeraza ERdj5 je potiebna pro redukci S-S mustki
kapsidy a pro dalsi postup infekce (Inoue et al, 2015). Mimo to bylo ukazano, ze BKPyV
potfebuje pro unik zendoplazmatického retikula funkcni proteazomalni a ERAD drahu,
coz podporuji pokusy sinhibitory téchto drah, které poukazuji na hromadéni castecné
rozbalenych virionli sexponovanymi proteiny VP2/VP3 vendoplazmatickém retikulu
(Bennett et al., 2013). Rovnéz byla popsana i interakce hlavniho kapsidového proteinu VP1 viru
BKPyV sproteinem Derlinl, jenz je soucasti pravée ERAD drahy (Jiang et al, 2009).
Poté, co je rozvolnéna struktura kapsidy a dochazi k rozpoznani spatné sbalenych proteind

pomoci ERAD drahy, se viriony pomoci hydrofobnich casti proteini VP2/VP3 vazi
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na membranu retikula. Pri studiu viru SV40 pak byl navrzen model, podle kterého jsou viriony,
jez jsou adherované na membrané retikula, translokovany do cytoplazmy pomoci souhry
proteind rodiny | (B12, B14), Hsp105 a SGTA (Goodwin et al, 2011; Walczak et al, 2014;
Ravindran et al, 2015). Detailnéjsi popis celého procesu je prehledné shrnut
v Dupzyk a Tsai (2016).

Nakonec jsou rozvolnéné viriony transportovany do jaddra pomoci importinu a a B1.
Tento transportni komplex rozeznava jaderny lokalizacni signal na spolecném C konci proteind
VP2 a VP3 a vyuziva ho pro efektivni transport BKPyV skrze jaderny po6r (Bennett et al,, 2015).
Zaroven ale bylo ukazano, Ze se virus dokaze dostat do jadra i alternativni cestou,
ktera je ale méné GcCinna. UvaZuje se, Ze kvstupu muiZe dojit i pasivné pii déleni buriky,
kdyZ se rozpada jaderny obal. Dal$i moznosti je, Ze k importu skrze jaderny pér miize byt vyuzit
i jaderny lokaliza¢ni signal proteinu VP1. Ten je normalné schovany uvnitr kapsidy,
ale pri jejim rozvolnéni po uniku zretikula by mohlo dojit kjeho omezenému vyuZiti
(Bennett et al, 2015). Dal$i krok replikacni cyklu je jiz velmi podobny u vSech
studovanych polyomavirt.

Po vstupu do jadra je v prvnim kroku zahajena transkripce ¢asnych gent, a to v pripadé
BKPyV genti pro velky, maly a zkraceny T antigen. Poté co je v cytoplazmé translatovan TAg
dochazi kjeho translokaci do jadra, kde jednak diky vyvazani pRb ,Zene“ buiiky do S faze
bunécného cyklu a zaroven brani bunécné apoptéze a aktivaci stresovych drah diky tomu,
Ze inaktivuje p53 (Shivakumar a Das, 1996). Soubézné s tim tAg antigen inaktivaci fosfatazy
PP2A hyperaktivuje bunécné signalni drahy (pro SV40 prehledné shrnuto v Skoczylas et al.,
2004). Po vstupu do S faze se TAg spolu s proteiny replikacniho aparatu vaze na virovy pocatek
replikace. Kjeji iniciaci patrné dochazi stejnym zplisobem jako tomu je viru SV4O0.
Spolu s replikaci genomi dochazi i k transkripci pozdnich genti a produkci virovych miRNA,
jez snizuji transkripci Casnych genti (Broekema a Imperiale, 2013). Po translaci kapsidovych
VP1, VP2 a VP3 dochazi i k jejich translokaci do jadra, kde nasledné zacind morfogeneze novych
viriond. K tomu dochazi zhruba 48 hodin po infekci (Low et al., 2004).

Poslednim krokem v zivotnim cyklu BKPyV je uvolnéni novych virionti pro infekci
dalsich bunék. K rozpadu jaderné membrany a Gniku novych virionti z jadra je pravdépodobné
dtlezity protein Agno (Panou et al, 2018). Do okolniho prostredi se pak viriony dostavaji
po tom, co buiika lyzuje. (Low et al,, 2004). Kromé lyze bunék byl v pripadé BKPyV popsan
i alternativni, nelyticky, zplisob uvolnéni, ktery bylo mozné zablokovat inhibici aniontovych
kanall. Po inhibici kanali se pak C¢ast novych viriond zacCala hromadit v organelach
pripominajici pozdni endosom. Timto zplGsobem dochazi kuvolnéni zhruba 1 % virového

potomstva a mohl by hrat dtileZitou roli pri perzistenci viru v organismu (Evans et al., 2015).
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Obrazek ¢. 3 — Schéma zivotniho cyklu BKPyV

V prvnim kroku Zivotniho cyklu dochazi k vazbé BKPyV na gangliosidy b-fady na povrchu burky (1).
Poté dochazi k internalizaci viru do vacku, a to na kaveolin zavislém, ale i nezavislém mechanismu (2).
Virus poté vstupuje do endosomalniho systému a je transportovan do endoplazmatického retikula (3).
V retikulu dale nastava castecné rozvolnéni kapsidy a virus je nasledné pomoci bunécnych chaperoni
translokovan do cytoplazmy (4). Z cytoplazmy je poté virus transportovan do jddra pomoci importinu o
a B1 (5). Vjadre je pak okamzité zahdjena exprese Casné oblasti genomu (6). V pfipadé BKPyV jsou
produktem Casné oblasti celkem tfi proteiny, a to velky T antigen (TAg), zkraceny T antigen (truncAg)
a maly t antigen (tAg). TAg pak stimuluje prechod do Sfiaze a brani predCasné apoptdze.
Déle se TAg vaZze na virovy pocatek replikace a pomaha pfi iniciaci replikace (7). Nasledné nastava
transkripce pozdnich genl a produkce kapsidovych proteint VP1, VP2, VP3 a pozdniho proteinu Agno.
Kapsidové proteiny poté vstupuji do jadra, vazi virovy minichromosom a zacind morfogeneze novych
virionl (9). Nakonec nové virové potomstvo opousti infikovanou bunku po jeji lyzi (10). Velmi malé
procento viriond patrné dokaZe opustit buriky i nelytickym zplsobem pres vackovy transport (11).

Prevzato a upraveno z Helle et al., 2017

2.6. STRUKTURA A ORGANIZACE VIRIONU

Polyomavirova kapsida je multimerni proteinova struktura, jejiz 3D usporadani

i stavebni organizace je evolucné zachovana vramci celé Celedi Polyomaviridae. Jeji tvar je
sféricky s velikosti mezi 45 az 50 nm a je sloZena z celkem tii strukturnich proteint, a to VP1,
VP2 a VP3. Zaroven kapsida neobsahuje ani Zzddny membranovy obal, a tudiz je tato proteinova
struktura rezistentni k lipidickym rozpoustédliim. Nejvice zastoupenym proteinem kapsidy je
hlavni kapsidovy protein VP1, jenz tvoii skoro 83 % vSech proteinti. Tento kapsidovy protein
se v buiice nikdy nevyskytuje volné ve formé monomeru, ale hned poté, co je translatovan,
pentamerizuje do cylindrické struktury. Primér této pentamery je zhruba 80 angstromd,

zatimco jeji vyska je kolem 70 angstromi. Uvniti’ pentamery se nachazi prazdna dutina,
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ktera je u zakladny cylindru Siroka zhruba 50 angstromi a pak se smérem k vrcholu zuzuje
az na pouhych 12 angstromu (Liddington et al, 1991). Tato dutina za normalnich okolnosti
neni prazdnd, ale je do ni vloZena jedna molekula minoritntho kapsidového proteinu VP2
¢i VP3, jez tvori zbylych 17 % proteini kapsidy. Minoritni kapsidové proteiny VP2 /3 jsou uvnitf
pentamery VP1 vloZeny takovym zplisobem, Ze vytvaii jakousi smycku. Od N konce polypeptid
sméfuje smérem k vrcholu pentamery, kde se staci a svym C koncem se vraci zp€t smérem
k centru kapsidy. V pripadé proteinu VP2 sméiuje jeho delsi N konec jesté vice zpatky do centra
kapsidy, neZ je tomu u proteinu VP3 (Chen et al.,, 1998). Minoritni kapsidové proteiny jsou tedy
schovany uvniti pentamery a na povrchu maturované Kkapsidy se vilibec nevyskytuji,
coZ je znazornéno na obrazku 4A.

Polyomavirova kapsida je sloZena z celkem 72 pentamer. Celkem je tedy na stavbu
jedné virové Castice zapotiebi 360 molekul hlavniho Kkapsidového proteinu VP1
a 72 molekul minoritnich kapsidovych proteint. Struktura celé kapsidy, i presto Ze je sférického
tvaru, je podobné jako u dalSich vird podiizena ikosahedralni symetrii s triangula¢nim cislem 7.
Graficky je toto usporadani znazornéno na obrazku 4B. V kapsidé mutzeme nalézt celkem
60 pentamer, jez oznacujeme jako hexavalentni, protoZe interaguji s 6 dalSimi pentamerami
ve svém okoli. Zbylych 12 pentamer ma pentavalentni charakter a interaguje pouze s5
sousednimi pentamerami. Téchto 12 pentamer pak tvofi vrcholy pomyslného ikosahedronu
a pravé ony jsou nejvice odpovédny za zakriveni povrchu kapsidy do sférického tvaru.
Na zakladé téchto informaci pak vyvstava otazka, jakym zplisobem jsou jednotlivé pentamery
propojeny, kdyz dokazi zaujmout tyto dva odlisné zplsoby usporadani. Odpovéd na tuto
otazku prinesla vroce 1991 studie, jez pomoci rentgenové krystalografie urcila strukturu
kapsidy viru SV40 s rozlisSenim 3,8 angstromu. Ze studie vyplynulo, Ze jednotlivé pentamery
jsou vramci celé kapsidy propojeny C konci svych proteinti VP1, jeZ vyc¢nivaji zjadra kazdé
pentamery. Tyto C konce pak invaduji jeden z proteini VP1 sousedni pentamery a vytvari
sekundarni struktury, pomoci kterych dale stabilizuji celkovou terciarni strukturu VP1. Jedna
pentamera VP1 tedy dokaZe svymi C konci navazat kontakt az s 5 sousednimi pentamerami.
Zaroven ale mize i 5 C konci od okolnich pentamer prijmout. Pritom se viibec nemusi jednat
o C konce pentamer, s kterymi jiZ ona sama interaguje. Pravé diky tomuto mechanismu muze
jedna pentamera VP1 interagovat nejen s 5 ale i s 6 okolnimi pentamerami (Liddington et al,
1991).

Cela kapsida je dale stabilizovana pritomnosti vapenatych ionti (Bradyet al, 1977).
Na jednu molekulu VP1 piipadaji dvé vazebna mista pro vapnik. Tato mista se nachazi v oblasti
proteinu VP1, kde dochazi kinterakci s C koncem sousedni pentamery. Zde vapenaté ionty
slouzi k dalsi stabilizaci terciarni struktury VP1 a invadujiciho C konce. Pro vazbu ionti jsou

dilezité zejména glutamatové a aspartové zbytky, které se nachazi jak na proteinu VP1,
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tak na invadujicim C konci a které celou vazbu vapniku koordinuji (Liddington et al, 1991;
Stehle et al, 1996). Roli v stabilité kapsidy rovnéz hraji i disulfidické mustky. Aminokyselina
cystein je vproteinu VP1 pritomna jen na par mistech, priCemZ pro tvorbu disulfidickych
miustkd je nejvhodnéjsi cysteinovy zbytek vtzv. CD smycce. Ty lezi u zakladny pentamery
a pravdépodobné mezi nimi miZe dochdzet kndhodné tvorbé disulfidickych mustk.
Vysledkem této interakce je dalSi zpevnéni virové kapsidy (Stehle et al.,, 1996a).

Vroce 2015 byla publikovdna krystalografickd studie popisujici strukturu virionu
BKPyV. Priifez celou Castici je zndzornén na obrazcich 4C a 4D. Na publikaci o této strukture je
zajimavé zejména to, Ze kromé dat o uspoiadani strukturnich proteind autofi ziskali i data
o strukture virového minichromosomu uvnitt kapsidy. Zjistili, Ze DNA je uvniti kapsidy
lokalizovana v koncentrickych kruZnicovych vrstvach. Jejich polet a presna struktura ale nenf
zcela jasn, nebot data o elektronové hustoté z téchto oblasti jiz nebyla ziskana v dostatecném
rozliSeni. Sifka jedné vrstvy byla zhruba 24 angstrémi, coZ priblizné odpovida $ifce jedné
dvousroubovice DNA. Vzdalenost vrchnich dvou vrstev minichromosomu odpovidala zhruba
28 angstromim. To je podle autorii podobna vzdalenost jako mezi fetézci DNA v ramci
nukleosomu (Hurdiss et al, 2016). BohuZel diky nizkému rozliSeni nebylo moZné rozlisit jakym
zplsobem jsou histony na virové DNA usporddany. Autoriim se také povedlo urcit konformaci
prvnich 15 aminokyselin na N konci proteinu VP1, jeZ tvori DNA vazebnou doménu. Ukazalo se,
Ze elektronova hustota ztéto oblasti se prekryva shustotou minichromosomu v hornich
vrstvach virionu. To naznacuje, Ze VP1 je ve virionu schopen vazat virovy genom po celé jeho
délce. Rovnéz se ukazaly prekryvy mezi elektronovymi hustotami minichromosomu
a minoritnich proteind VP2/3. Minoritni kapsidové proteiny primatich polyomavird,
totiZ na svém C konci obsahuji DNA vazebnou doménu, ktera je rovnéz schopna vazat DNA.
Pritomnost této domény byla ptivodné potvrzena u viru SV40 (Clever et al, 1993). I pres tato
pozorovani zlstava konformace virového minichromosomu uvniti kapsidy stale nedostatecné

charakterizovana.
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Obrazek ¢. 4 — Struktura a organizace polyomavirové kapsidy

Na obrazku (A) je znazornén model pentamery VP1 MPyV (v odstinech modré) spolu s centralné uloZzenym
minoritnim proteinem VP2/3 (oznaéen &ervenou). Carkovana linie proteinu VP2/3 znaéi oblast, u které
nebylo mozZné presné urcit krystalografickou strukturu. Zhruba v pllce ¢arkované linie se rovnéz nachazi N
konec proteinu VP3. Zbytek cary je oblast proteinu VP2, kterd je pro néj unikatni
a kterou s proteinem VP3 nesdili. Na obrazku (B) je schématické znazornéni organizace polyomavirové
kapsidy. Kapsida je zaloZena na ikosahedrdlni symetrii a pentamery, jez lezi v pomysinych vrcholech
ikosahedronu, jsou oznaceny Sedé. Na obrazku je barevné znazornéno, jakym zplsobem si sousedni
pentamery vyménuji své C konce, tak aby dosahly jak pentavalentniho tak hexavalentniho usporadani.
Obrazek (C) predstavuje prarez virionem BKPyV, kde jsou jednotlivé struktury zndzornény pomoci své
elektronové hustoty. Svétle Sedou barvou je znazornéna elektronova hustota proteinu VP1, jenz tvofi horni
vrstvu virionu. V kazdé pentamere je uloZen jeden z minoritnich proteind VP2 ¢i VP3 (modrd
az zelend barva). Pod vrstvou kapsidovych protein(l je uloZen virovy minichromosom v koncentrickych
kruznicovych vrstvach (Zlutd az Cervena barva). Na obrazku D je detailni zobrazeni usporadani virového
minichromozomu pod pentamerou VP1 svyznaCenymi vzdalenostmi mezi jednotlivymi vldkny
dvousroubovice DNA. Obrazek (A) byl pfevzat a upraven z Chen et al., 1998. Obrazky (B-D) byly pfevzaty
a upraveny z Hurdiss et al., 2016.
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2.7. DALSi STRUKTURY VZNIKLE Z KAPSIDOVYCH PROTEINU

Kromé schopnosti vytvaret viriony dokaze protein VP1 tvorit i dalsi alternativni typy
Castic. Prvni znich jsou tzv. pseudoviriony. Jednd se o Castice, které jsou stejné velké
jako viriony, ale neobsahuji virovou DNA. Pentamery hlavniho kapsidového proteinu VP1
totiZ nejsou schopny sami o sobé rozeznat virovou DNA od té bunécné a mohou
tedy enkapsidovat i fragment hostitelského genomu. Pro enkapsidaci bunécné DNA je dtlezité
zejména to, aby jeji velikost byla pfibliZzné stejnd jako velikost virového genomu
(Gillock et al., 1997).

Dalsim typem struktury jsou tzv. viru podobné ¢astice (VLPs, z anglického Virus-like
particles). Vtomto piipadé se jedna o prazdné castice, které neobsahuji viibec Zadnou DNA.
Protein VP1 a z néj sloZené pentamery jsou totiz schopny se samouspoiadat do kapsidovych
struktur pomoci svych C konct i bez pritomnosti DNA. Pro tvorbu téchto struktur dokonce
nejsou nutné ani minoritni kapsidové proteiny. VétSinou VLPs zaujimaji sféricky tvar,
ktery ma ikosahedralni symetrii s triangula¢nim ¢islem 7. Na prvni pohled jsou tyto VLPs svou
strukturou stejné jako viriony ¢i pseudoviriony. Pentamery VP1 mohou rovnéz vytvorit VLPs,
které nejsou sférického ale trubkovitého tvaru a které maji helikdlni symetrii.
Dal$imi atypickymi VLPs jsou 32nm ¢astice tvorené 24 pentamerami proteinu VP1 uspoiadané
podle oktahedralni symetrie ¢i 26 nm VLPs tvofené jen z 12 pentamer (Salunke et al., 1989).

Vzhledem k tomu, Ze je protein VP1 schopen vytvaret prazdné kapsidy sam o sobég, tak
je vyuzivan v heterolognich expresnich systémech kprodukci velkého mnozstvi VLPs.
Prvnim expresnim systémem pouzitym pro tvorbu VLPs byla bakterie Escherichia coli (Salunke
et al, 1986). Rovnéz se ukazalo, Ze VLPs je mozné efektivné produkovat i v kvasince
Saccharomyces. cerevisiae (Sasnauskas et al, 1999). Vysoké produkce VLPs lze dosadhnout
i vhmyzich buiikach s pouzitim bakulovirového expresniho systému (Montross et al, 1991).
VLPs jsou takto pripravovany z nékolika diivodi. Jednak jsou pouzivany v zakladnim vyzkumu
pfi studiu ranych fazi infekéniho cyklu ¢i kurcCeni struktury polyomavirovych Castic.
Dal$i mozné vyuziti maji VLPs v biomediciné, kde mohou slouZit v ptipravé diagnostickych

test(i, vakcin ¢i vektori pro genovou terapii (prehledné shrnuto v Teunissen et al., 2013).

2.8 HLAVNI KAPSIDOVY PROTEIN VP1

Hlavni strukturni protein VP1 je nejvétSim a zaroven nejvice zastoupenym proteinem
polyomavirové kapsidy. Jeho presna velikost a sekvence se mezi jednotlivymi polyomaviry
mirné lisi. Napriklad protein VP1 mySiho polyomaviru je dlouhy 384 zatimco protein VP1 BK
polyomaviru je dlouhy jen 362 aminokyselin I pres odliSnou velikost jsou ale oba proteiny

stejné organizovany a zaujimaji obdobné prostorové usporadani.
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Co se tycCe terciarni struktury, tak protein VP1 mutzeme rozdélit na celkem 3 oblasti.
Prostorové usporadani proteinu VP1 spolu se sekundarnimi strukturami je znazornéno
na obrazku 5A. Nejkrat$i strukturni oblasti je N konec proteinu, ve kterém se nachazi
jak jaderny lokaliza¢ni signdl, tak i DNA vazebnia doména. Po pentamerizaci proteinu VP1
se tato oblast peptidu nachazi ve spodu pentamery a po morfogenezi virionu smétuje dovnitr
Castice. DNA vazebna doména proteinu VP1 neni sekvenctné specificka a je schopna se vazat
na jakoukoli sekvenci DNA (Morela et al., 1991). Proto se uvazuje, Ze VP1 svym N koncem miiZe
regulovat uspotfadani virového minichromosomu uvnitt virionu. Tato interakce je ale
limitovana pouze na tu ¢ast DNA, ktera se nachazi pod pentamerou VP1 (Hurdiss et al.,, 2016).

Centralni oblast proteinu VP1 je nejdelsi ze vSech a tvori jadro celého proteinu.
Tato oblast je velmi bohata na sekundarni struktury, a to zejména na antiparalelni 8 skladané
listy, které jsou sloZzeny do kompaktni tercidrni struktury. Mimo to mtizeme v proteinu VP1
rovnéZz nalézt kratké useky tvorené helixy. Jednotlivé B listy jsou mezi sebou propojeny
pentamery VP1 a rovnéZ i na povrchu sestavené kapsidy. Diky tomu se jedna o hlavni antigenni
determinanty proteinu VP1. Smycka EF se nachazi zboku celé struktury a hraje roli
ve vazbé vapenatych iontd a stabilizaci invadujiciho C konce ze sousedni pentamery
(Liddington et al, 1991; Stehle et al, 1996). Posledni dtlezitou smyckou je smycka CD.
Ta se nachazi ve spodu pentamery a obsahuje cysteinovy zbytek, ktery je pravdépodobné
schopen vytvorit disulfidicky miistek mezi dalsSimi proteiny VP1 v pentamefte
(Stehle et al, 1996). Jak jiz bylo zminéno drive, tak se protein VP1 nikdy v burice nevyskytuje
ve formé monomeru, ale ihned asociuje sdalSimi proteiny VP1 za vzniku pentamery.
To je zplisobeno diky vysoké komplementarité povrchi mezi jednotlivymi proteiny VP1.
Interakeni rozhrani mezi dvéma proteiny VP1 je velké zhruba 2 800 Ctverecnich angstromu
(Stehle et al, 1996b). Z toho dlvodu, kdyZ se podivime na struktury vSech proteinti VP1
v jedné pentamefre, tak miizeme vidét, Ze do sebe jednotlivé proteiny zapadaji jako puzzle.

Posledni strukturni oblasti proteinu VP1 je jeho C koncova cast, ktera hraje roli
ve vazbé jednotlivych pentamer mezi sebou. V piipadé, Ze ktakovéto interakci nedochazi,
je vétSina C Kkonce proteinu VP1 v prirozené neusporddaném stavu. Korganizaci
do sekundarnich struktur dojde teprve az poté, co C konec invaduje jadro proteinu VP1
sousedni pentamery. Zplisob, jakym C konec interaguje s jddrem proteinu VP1, je ve vSech
pripadech stejny, nicméné jeho presné uspoiradani se mize lehce liSit podle toho,
kde se interagujici pentamery vramci kapsidy vyskytuji (Liddington et al, 1991;
Stehle et al., 1996).
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Hlavni kapsidovy protein VP1 je také zodpovédny za vazbu k bunéénému povrchu.
Je totiZz schopny vazat sialovou Kyselinu, jez je soucasti mnoha povrchovych molekul vCetné
riznych glykoproteinli a gangliosidi. Vazebné misto pro sialovou Kkyselinu se nachazi
z boku pentamery v misté mezi povrchovymi smyckami DE, BC a HI (Stehle a Harrison, 1996;
Neu et al, 2013). Pfresné misto vazby je znazornéno na obrazku 5B a 5C. Kazdy protein VP1 je
tedy schopen teoreticky vazat sialovou kyselinu a vzhledem k poctu jeho kopii v jedné kapsidé,
se ve vysledku mize virion absorbovat kbunéné membrané pomoci velké Casti
svého povrchu.

Stejné jako spousta proteinti podléha i hlavni kapsidovy protein VP1 posttranslacnim
modifikacim. Jiz vroce 1981 vysla publikace, ktera identifikovala ve virionu MPyV rizné
subpopulace proteinu VP1 na zakladé jejich rozdilného izoelektrického bodu. Autofi ale byli
schopni Cast téchto rozdili vizoelektrickém bodu pripsat odliSnym posttranslacnim
modifikacim proteinu VP1, a to zejména fosforylacim a acetylacim (Bolen et al, 1981).
Poté nasledovalo objeveni dalSich typti modifikaci jako sulfurylace tyrosinu (Ludlow a Consiglj,
1987), hydroxylace prolinu (Ludlow a Consigli, 1989) ¢i methylace lysinu a argininu (Burton a
Consigli, 1996). Dokonce v ptipadé BKPyV byla provedena detailni analyza, ktera u proteinu
VP1 identifikovala az 9 rGznych typt modifikaci na celkem 56 aminokyselinach (Fang et al,
2010). Pro MPyV byla ukdzana zejména dtlezitost fosforylace proteinu VP1. Jako jedny z mist
fosforylace byly identifikovany threonin 63 (BC smycka) a threonin 156 (DE smycka).
Vzhledem k jejich pozici ve smyckach proteinu VP1 by jejich fosforylace mohla hrat dilezitou
roli ve vazbé bunécného receptoru. Co se ale ukazalo je, Ze pti mutaci threoninu 156 neni virus
schopny morfogeneze novych virionti (Li a Garcea, 1994). Mimo threoninu dochazi i
k fosforylacim serinti. Napriklad serin 66 byl identifikovan jako misto potencialni fosforylace
pomoci kasein kinazy II. Bohuzel serinové mutanty nebylo mozné pomnoZit v bunécné kultute.
Proto byl protein s mutovanym serinem exprimovan heterologné v E. coli a jeho fosforylace
kasein kinazou II byla potvrzena az in vitro (Li et al, 1995). Roli ve spravné modifikaci proteinu
VP1 patrné hraji i minoritni strukturni proteiny. V hmyzich bunkach Sf9 bylo ukazano, ze pri
expresi pouze proteinu VP1 nebo koexpresi proteinu VP1 a VP3 dochazi k
nefyziologickym fosforylacim serini a k poklesu fosforylace threonint 63 a 156. KdyzZ se ale
s proteinem VP1 exprimoval i protein VP2, tak se snizilo mnoZstvi nefyziologickych fosforylaci
serinii a rovnéz se zvedla i fosforylace na threoninu 63 (Li et al., 1995). Interakce s proteinem
VP2 tedy ziejmé vede ke zméné konformace proteinu VP1, a tim i ke zméné pristupnosti
fosforylacnich mist. Co se tyCe fosforylace threoninu 156, tak ta stale ziistala nizkad. Hmyzi
bunky Sf9 bud’ tedy oproti mySim bunkdm postradaji kindzu schopnou fosforylace tohoto
threoninu a nebo je ktéto fosforylace potiebna souhra dalSich virovych proteint (Li et al,

1995). Role ve spravné fosforylaci proteinu VP1 MPyV byla prokazana u stiedniho T antigenu
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(Li a Garcea, 1994). Vpripadé BKPyV bylo ukazano, Ze vproteinu VP1 dochazi pouze
k fosforylacim serinii a nikoli threoninti (Fang et al, 2010). Ze vSech tfi potencialnich
fosforylovanych mist je navic pro dspéSnou propagaci viru v tkaniovych kulturach dilezita jen

fosforylace serinu 80 (Chen et al.,, 2011).

DE smycka
?/ HI smycka

)

BC smycka

EF smycka

DNA vazebna

doméng\jg
p J
N - kong_c/

Obrazek ¢. 5 — Struktura hlavniho kapsidové proteinu VP1

Na obrazku (A) je znazornéno prostorové usporadani hlavniho kapsidového proteinu VP1 MPyV.
Oblast nejvice bohatd na sekundarni struktury se nachazi uprostied proteinu. Zluté jsou vyznaceny
sekundarni struktury antiparalelnich B skladanych listli, jeZ tvori jadro celé struktury. Tyto listy jsou
pospojovany pomoci smycek. Cervené jsou vyznaceny oblasti proteinu s helikaIni sekundarni strukturou.
Znazornéna je i konformace N a C konce proteinu. Obrazek (B) je pohled z boku na pentameru proteinu
VP1 BKPyV v komplexu se sialovymi kyselinami. Detail tohoto komplexu je prezentovan na obrazku (C).
Zde si mliZzeme vSimnout, Ze vazebné misto pro sialovou kyselinu je v proteinu VP1 tvofeno povrchovymi
smyckami DE, BC a HI. Obrazek (A) byl pfipraven v programu PyMOL na zakladé dat z Liddington et al.,
1991 a Stehle et al., 1996. Struktura na obrazku pochazi z databaze PDB a je dostupna pod kédem 1SIE.
Obrazky (B) a (C) byly upraveny a prevzaty z Neu et al., 2013.
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2.9. INTERAKCE MEzI MIKROTUBULY A VP1
MYSIHO POLYOMAVIRU

Kromé interakce s minoritnimi strukturnimi proteiny VP2 a VP3 je protein VP1 rovnéz
schopen vazby i s fadou dalSich bunécnych proteind. Prozatim jich ale bylo identifikovano
jen velmi omezené mnoZstvi. Experimentalné byla naptiklad prokazana interakce s proteinem
Hsc70, ktery patrné brani predcasné tvorbé prazdnych kapsid v cytoplazmé (Cripe et al, 1995;
Chromy et al, 2003). Dalsim interak¢nim partnerem proteinu VP1 je poly(ADP-rib6za)
polymerdaza 1 (Carbone et al, 2006) ¢i transkripéni faktor YY1 (Palkova et al, 2000).
In vitro byla také potvrzena interakce mezi proteinem VP1 a bunécnymi importiny a2 a 1
(Bird et al.,, 2008). Nedavno byla tato interakce potvrzena i in vivo (Soldatova et al, 2018).

Protein VP1 MPyV je rovnéZz schopen vazat strukturu mikrotubuld.
Pokud je totiz vbunkich exprimovan pouze protein VP1 dochazi kjeho akumulaci
v cytoplazmé a jen zhruba 10-20 % je transportovano do jadra. V cytoplazmé je protein VP1
lokalizovan jednak disperzné ale zaroven tvori i dlouhd nerozpustna vlidkna, kterd jsou
podobna mikrotubullim. Fotografie téchto struktur je zobrazena na obrazku €. 6. K efektivnimu
transportu proteinu VP1 do jadra dochdzi teprve az poté, co je koexprimovan spolu
s minoritnimi kapsidovymi proteiny. [ pii koexpresi ale ¢ast proteinu VP1 stile zlistava
v cytoplazmé a opét vytvaii nerozpustna vlakna. K tomuto jevu rovnéz dochdazi i pti infekci,
coZ naznaCuje, ze by tyto struktury skutecné mohly mit relevantni fyziologicky vyznam
pro zivotni cyklus MPyV (Hornikova et al,, 2017).

Pii postupné frakcionaci bunék transientné exprimujicich protein VP1 se ukazalo,
ze vlaknité struktury proteinu VP1 jsou vysoce stabilni a témér nerozpustné. Nakonec bylo
prokazano, Ze se skutecné jedna o vlakna mikrotubull, kterd jsou ale tak obalena
a stabilizovana proteinem VP1, Ze ani nemohou byt pri imunofluorescenci rozpoznany
protilatkami specifickymi proti tubulinu. Tvorbu téchto vldken bylo rovnéZz moZné zastavit
inkubaci bunék slatkami destabilizujicimi mikrotubularni sit, coz dale potvrzujeme roli
mikrotubuli vjejich vzniku (Hornikova et al, 2017). Soucasti komplexu proteinu VP1
a mikrotubuld je i dalsi bunécny chaperon, Hsp90. Zprvu bylo navrZzeno, Ze by tento protein
mohl zprostredkovavat vazbu mezi VP1 a mikrotubuly, ale i po jeho inhibici stile dochazelo
k tvorbé VP1 vldken i kdyZz se sniZenou ucinnosti. SpiSe nez tedy zprostiedkovatel interakce
by protein Hsp90 mohl pomahat organizovat protein VP1 podél mikrotubult
(Hornikova et al, 2017). Buiiky infikované MPyV ¢i transfekované plazmidem zajiStujicim
expresi proteinu VP1 maji rovnéz zvySenou troven acetylace a-tubulinu, coZ je znadmkou jejich
zvySené mechanické stability (Xu et al,, 2017). Ukazalo se ale, Ze tato acetylace neni nutna pro

vazbu proteinu VP1 k mikrotubultim (Hornikova et al., 2017).
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Pti expresi proteinu VP1 navic dochazi i k zadstavé bunécného cyklu v G2/M prechodu
(Hornikova et al, 2017). To je pochopitelné vzhledem ktomu, Ze protein VP1 zptlsobuje
petrifikaci mikrotubuld. Pro Uspésnou mitdzu je totiZz zapotrebi jejich funkcéni dynamiky.
Vazba proteinu VP1 k délicimu vreténku byla zdokumentovana jiz drive, a to pri heterologni
expresi v burnikach S. cerevisae, kde VP1 branil ristu kvasinkovych kolonii (Palkova et al, 2000).
V pozdni fazi infekce MPyV by tedy protein VP1 mohl kromé funkce v morfogenezi novych
viriond hrat i roli v zastavé bunécného cyklu a vstupu bunék do mitdzy, jejiz priibéh by patrné

mohl negativné interferovat s replika¢nim cyklem MPyV.

293

8 pm 8 pm

Obrazek ¢. 6 — Exprese proteinu VP1 MPyV v savCich bunkach vede ke
vzniku vlaknitych struktur

Na obrazcich z konfokdlniho mikroskopu muizeme vidét vlaknité struktury (znaceny
Cervené) tvorené proteinem VP1, které vznikaji 24 hodin po transfekci bunék HEK293
a WOP. Prevzato a upraveno z publikace Hornikova et al., 2017.
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3. CIiLE PRACE
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Dlouhodobym cilen na$i laboratotfe je, co nejvice objasnit Zivotni cyklus mysiho
polyomaviru. Studujeme udalosti spojené s ¢asnou fazi infekce vcetné toho, jakym zplisobem
dochazi ke vstupu viru do jadra hostitelské buiiky. Také studujeme, jakou dalsi funkci, kromé
té strukturni, mohou hrat kapsidové proteiny v infikované hostitelské burice. Poslednich par let
se rovnéz nasSe laborator’ vénuje i roli prirozené imunity v rozpoznani polyomavirové infekce.
Vramci své diplomové prace se zabyvam pravé druhym bodem nasSeho studia mySiho
polyomaviru, a to hledanim novych funkci hlavniho kapsidového proteinu VP1. Zde navazuji
na prace Palkova et al, 2000 a Hornikova et al, 2017, kde bylo zjisténo, Ze VP1 mysiho
polyomaviru je schopen jak pfi heterologni expresi, tak i v pozdni fazi infekce vazat struktury

hostitelskych mikrotubult.

Mym prvnim cilem v ramci diplomové prace bylo otestovat, jestli jsou pentamery
slozené jen zproteinu VP1, schopny vazat strukturu mikrotubuli bez pritomnosti
dalSich proteini. V ramci tohoto cile bylo mym tikolem.

e Pripravit, izolovat a purifikovat VLPs mysiho polyomaviru sloZené pouze
z hlavniho kapsidového proteinu VP1
e Izolované c¢astice rozlozit na jednotlivé pentamery, které byly nasledné testovany,

jestli jsou in vitro schopny vazat mikrotubuly bez piitomnosti jinych proteini

V nasi laboratofi jsme se rovnéZz nedavno zacali vénovat studiu dalSiho polyomaviru,
a to lidského BK polyomaviru. Stejné jako v pripadé mysiho polyomaviru nas zajimaji dalsi

mozné interakce jeho hlavniho kapsidové proteinu VP1 s buné¢nymi proteiny ¢i strukturami.

Proto bylo mym druhym cilem pripravit detekéni systém, ktery nam umoZni
identifikovat potencialni interak¢ni partnery proteinu VP1. Dil¢i cile zahrnovaly:
e Pripravit rekombinantni geny pro protein VP1 s N a C koncové vazanou capTEV™
kotvou
¢ Otestovat expresi tohoto rekombinantniho proteinu v savéich buiikach a nasledné
pomoci afinitni chromatografie izolovat proteinové komplexi, ve kterych se nachazi
e Analyzovat data ziskana pomoci hmotnostni spektrometrie a identifikovat nové

potencialni interakéni partnery proteinu VP1
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4. MATERIALY A METODY
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4.1 MATERIALY

4.1.1 RoOzTOKY

Jedinym roztokem, ktery byl univerzalné pouzivan v celé diplomové praci bylo PBS
o sloZeni: 137 mM Nac(l; 2,7 mM KCl, 10 mM Na;HPO4; 1,8 mM KH,PO4, pH ~ 7,4

Ostatni pouzité roztoky byly vétSinou pouzivany jen pro jeden typ metody. Proto je
jejich nazev a sloZeni vZdy priloZeno v prislusné kapitole.

4.1.2 ANTIBIOTIKA

Ampicilin (Biomedika)
- pracovni koncentrace 100 pg/ml

Chloramfenikol (Sigma-Aldrich)

- pracovni koncentrace 25 pg/ml

Kanamycin sulfat (MP Biomedicals)

- pracovni koncentrace 50 pg/ml

Zeocin (ThermoFisher Scientific)

- pracovni koncentrace 50 pg/ml

4.1.3 BAKTERIALNi MEDIA

LB médium (Sigma-Aldrich)
— 10 g/l peptonu, 5 g/1 kvasni¢ného autolyzatu, 10 g/1 chloridu sodného, pH ~ 7,5
LB médium s pridanym agarem (Sigma-Aldrich)

— 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasnicného autolyzatu, 10 g/l chloridu sodného, 15 g/l agaru,
pH~75

LB médium s nizkym obsahem soli (Sigma-Aldrich)

— 10 g/l peptonu, 5 g/1 kvasni¢ného autolyzatu, 5 g/1 chloridu sodného, pH ~ 7,5

LB médium s nizkym obsahem soli a pfidanym agarem (Sigma-Aldrich)

— 10 g/l peptonu, 5 g - I-1 kvasni¢ného autolyzatu, 5 g/ chloridu sodného, 15 g/l agaru, pH
~75

SOC médium

— 20 g/l peptonu, 5 g/l kvasni¢ného autolyzatu, 10 mM chlorid sodny; 2,5 mM chlorid
draselny, 20 mM gluké6za, 10 mM siran hotecnaty, 10 mM chlorid hote¢naty, pH ~ 7,5

TPN médium
— 20 g/l peptonu, 5 g/l kvasni¢ného autolyzatu, 5 g/1 chloridu sodného, pH ~ 7,5
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4.1.4 MEDIA PRO TKANOVE KULTURY

DMEM médium se sérem

— DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich), 5% (V/V) FBS (Sigma-
Aldrich)

DMEM médium bez séra
— DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich),

Médium pro hmyzi burnky se sérem

— TNM-HF hmyzi médium (Sigma-Aldrich), 5% (V/V) FBS (Sigma-Aldrich), smés antibiotik
pro tkaniové kultury (Sigma-Aldrich)

4.1.5 BAKTERIALNi KMENY

Escherichia coli kmen TOP10 (ThermoFisher Scientific)

— Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara
leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

4.1.6 BUNECNE LINIE

Hmyzi bunéc¢na linie Sf9 (ATCC)
— epitelidlni burlky izolované zovarii kukly miry Blyskavky kukuti¢né (Spodoptera
frugiperda)

Lidska bunécna linie HEK 293 (ATCC)

— embryonalni epitelidlni bunky izolované z ledvin plodu Homo Sapiens a imortalizované
lidskym adenovirem 5

4.1.7 BAKULOVIROVE VEKTORY

Rekombinantni bakulovirus VL-VP1
Mutanta divokého bakuloviru AcNPV exprimujici hlavni kapsidovy protein VP1 mysiho
polyomaviru, kmen BG (Forstova et al., 1993).

4.1.8 PLAZMIDOVE VEKTORY

pENTR-VP1

Donorovy plazmid urceny pro klonovani pomoci systému GateWay. Obsahuje gen pro
hlavni kapsidovy protein VP1 polyomaviru BK (subtyp IV), ktery je ohranicen sekvencemi attL1
a attL.2. Tyto sekvence mohou pomoci enzymu LR klonazy rekombinovat se sekvencemi attR1 a
attR2, jez jsou pritomny na cilovém vektoru ur¢eném pro expresi. Vektor rovnéz kdduje gen
pro kanamycinovou rezistenci, coz umoznuje selekci pomoci antibiotik (Hornikovj,

nepublikovana data).
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pENTR-VP1ASTOP

Donorovy plazmid urceny pro klonovani pomoci systému GateWay. Obsahuje naklonovany
gen pro hlavni kapsidovy protein VP1 polyomaviru BK (subtyp IV), jenZ ma deletovany stop
kod6n UGA. Diky tomu je moZné tento gen pro protein VP1 pouZit pro tvorbu C terminalnich
fazi. [ vtomto piipadé je gen ohranic¢en sekvencemi attL1 a attL2, jez mohou rekombinovat se
sekvencemi attR1 a attR2 v cilovém expresnim vektoru. Vektor rovnéZz kéduje gen pro
kanamycinovou rezistenci, cozZ umoznuje selekci pomoci antibiotik (Hornikova, nepublikovana

data).

pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST

Expresni plazmid urceny pro expresi proteinti s N koncové fizovanou capTEV™ kotvu.
Hlavni soucasti této kotvy je BioEase™ peptid, ktery ma vlastnost byt vsavcich bunkach
prirozené biotinylovan. Tato modifikace umoZiluje N terminalné fizované proteiny afinitné
purifikovat pomoci streptavidinu. Downstream od capTEV™ kotvy jsou sekvence attR1 a attR2,
které umoznuji rekombinaci s attL.1 a attL2 sekvencemi pfitomnymi na donorovém plazmidu.
Mimo to vektor obsahuje geny pro rezistenci na ampicilin, neomycin/kanamycin a

chloramfenikol (ThermoFisher Scientific).

pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST

Expresni plazmid urceny pro expresi proteinti s C koncové fizovanou capTEV™ kotvu.
Hlavni soucasti této kotvy je BioEase™ peptid, ktery ma vlastnost byt vsavcich burkach
prirozené biotinylovan. Tato modifikace umoznuje C terminalné fizované proteiny afinitné
purifikovat pomoci streptavidinu. Upstream od capTEV™ kotvy jsou sekvence attR1 a attR2,
které umoznuji rekombinaci s attL.1 a attL2 sekvencemi pritomnymi na donorovém plazmidu.
Pro uspésnou produkci C koncové fizovaného proteinu je dilezité, aby geny pro klonované
proteiny mély deletovany stop kodon. Mimo to vektor obsahuje geny pro rezistenci na

ampicilin, neomycin/kanamycin a chloramfenikol (ThermoFisher Scientific).

capTEV-NT-VP1

Expresni plazmid, ktery vznikl LR rekombinaci mezi donorovym vektorem pENTR-VP1 a
cilovym vektorem pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST. Tento vektor je schopen po transfekci
exprimovat rekombinantni protein VP1 BKPyV, jenz je N koncové fizovan s capTEV™ kotvou.
Diky této kotvé je flzni protein VP1 v savcich butikdch ptirozené biotinylovan a je mozné ho
vyizolovatpomoci afinitni chromatografie s vyuzitim streptavidinu. Soucasti plazmidu jsou
rovnéz geny pro rezistenci na antibiotika amplicin a neomycin/kanamycin. Chloramfenikolova

rezistence byla ztracena p¥i LR rekombinaci.
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capTEV-CT-VP1

Expresni plazmid, ktery vznikl LR rekombinaci mezi donorovym vektorem pENTR-
VP1ASTOP a cilovym vektorem pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST. Tento vektor je schopen po
transfekci exprimovat rekombinantni protein VP1 BKPyV, jenZz je C Koncové fuzovan
s capTEV™ kotvou. Diky této kotvé je fuzni protein VP1 vsavCich bunkach ptirozené
biotinylovan a je moZné ho vyizolovat pomoci afinitni chromatografie s vyuZitim streptavidinu.
Soucasti plazmidu jsou rovnéZ geny pro rezistenci na antibiotika ampicilin a

neomycin/kanamycin. Chloramfenikolova rezistence byla ztracena pii LR rekombinaci.

pGwf

Expresni plazmid, ktery je cilovym vektorem pro rekombinaci pomoci GateWay systému.
Obsahuje sekvence attR1 a attR2, které pomoci LR Kklondzy mohou rekombinovat se
sekvencemi attL1 a attL2 na donorovém plazmidu. Vektor rovnéZ obsahuje gen pro GFP, ktery
ulehCuje rozpoznani transfekovanych bunék. Vektor neni urcen pro expresi fiznich proteinti a
neobsahuje zadny typ afinitni kotvy. Soucasti plazmidu jsou geny pro chloramfenikolovou a

zeocinovou rezistenci (Pastrana et al, 2009).

pGwf-VP1

Expresni plazmid, jenZ vznikl LR rekombinaci mezi donorovym vektorem pENTR-VP1 a
cilovym vektorem pGwf. Tento vektor je schopen vsavcich bunkach exprimovat hlavni
kapsidovy protein VP1 BKPyV. Protein je v butice produkovan bez ptridavnych sekvenci na N ¢i
C konci. Podobné jako cilovy vektor pGwf obsahuje i pGwf-VP1 gen pro GFP, ktery ulehcuje
rozpoznani transfekovanych bunék. Tento vektor obsahuje pouze gen pro zeocinovou

rezistenci.

Fyzikadlni mapy vSech pouzitych plazmida jsou k dispozici pro prohlédnuti v sekci
Prilohy, kapitola 9.1, Mapy pouZzitych plazmidid. VSechny pouZité mapy byly pripraveny

pomoci programu SnapGene (https://www.snapgene.com).

4.1.9 KOMERCNI KITY

GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)

JetStar™ Endotoxin-free Plasmid Purification Kit (Genomed)
Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme Mix (ThermoFisher Scientific)
TurboFect Transfection Reagent (ThermoFisher Scientific)
Nuclear & Cytoplasmic Extraction Kit (G-Biosciences)
NativePure™ Affinity Purification Kit (ThermoFisher Scientific)

Microtubule Binding Protein Spin-down Assay Kit (Cytoskeleton, Inc.)
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4.1.10 PROTILATKY

PRIMARNI PROTILATKY

Ma-MPyV VP1
— Mysi monoklonalni protilatka specificka proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1 mysiho
polyomaviru, redéna 100x (Forstova et al,, 1993).

Rba-BKPyV VP1
— Krali¢ci polyklonalni protilatka specifickd proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1 BK
polyomaviru, fedéna 500x (pripraveno v nasi laboratofti).

Rba-biotin
— Krali¢i polyklonalni protilatka specifickd proti molekule biotinu, fedéna 1000x
(Bethyl Laboratories).

SEKUNDARNI PROTILATKY
GaM-HRP

— Kozi polyklonalni protilatka specificka proti mysim imunoglobulinim, ktera byla konjugovana
s kfrenovou peroxidazou, redéna 1000x (BioRad Laboratories).

GaRb-HRP
— Kozi polyklonalni protilatka specificka proti krali¢im imunoglobuliniim, ktera byla konjugovana
s kfrenovou peroxidazou, redéna 1000x (BioRad Laboratories).

GaRb-Alexa Fluor 546
— Kozi polyklonalni protilatka specificka proti krali¢im imunoglobuliniim, ktera byla konjugovana
s fluorescencni barvou Alexa Fluor 546, fedéna 1000x (ThermoFisher Scientific).

4.1.11 MARKERY MOLEKULOVYCH HMOTNOSTI

DNA marker Proteinovy marker
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder Black Protein Ladder
(ThermoFisher Scientific) (Central European Biosystems)

|
345 kDa 235 kDa
180 kDa 170 kDa
135 kDa 130 kDa
43 kDa
| 100 kDa 70 kDa
| = 53 kDa
‘ 63 kDa
: | 41kpa
a8 kDa |
aEins \ | 30kDa
25 kDa ! 22 kDa
20 kDa
18 kDa
17 kDa
! 14 kDa
| — 11 kDa r— 9 kDa
1% agaroza 4-20% MOPS pufr
1x TAE pufr Tris-glycinovy gel Bis-Tris gel
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4.2 PRACE S BAKTERIALNiMI KMENY

4.2.1 PRIPRAVA ELEKTROKOMPETENTNICH BUNEK

Bakterialni kmen E. coli TOP10 byl zaoCkovan sterilnim paratkem do 10 ml TPN média
a kultivovan pres noc (zhruba 16 hodin) v orbitalnim inkubdatoru pti 37 °C a 200 rpm.
Druhy den byl z bakteridlni kultury odebran vzorek suspenze, ktery byl zredén 25x
a u kterého byla pti 560 nm zméfena jeho optickd denzita (OD) ve spektrofotometru.
Nasledné byla ¢ast bakteridlni kultury nafedéna TPN médiem tak, aby v 500 ml ¢inila ODseo 0,1.
Takto pripravena suspenze pak byla inkubovana pri 37 °C, 200 rpm.

Po dosaZeni hodnoty ODseo v rozmezi 0,5-0,7 byla kultivace ukoncena. Nasledujici kroky
byly provadény na ledu a byla dodrZovana maximalni sterilita prace, aby nedoSlo
ke kontaminaci. Bakteridlni suspenze byla po dobu 10 minut centrifugovana pri teploté 4 °C
a4 000 g. Bakterialni pelet byl resuspendovan v 500 ml vychlazené demi H,O, suspenze byla
centrifugovana za stejnych podminek jako predtim a pelet byl znovu resuspendovan ve 250 ml
demi H;0. Suspenze byla opét centrifugovana a pelet byl resuspendovan ve 20 ml 10% (V/V)
vychlazeného glycerolu. Po dalsi centrifugaci byl pelet rozpustén v 10 ml 10% glycerolu.
Nakonec byly buriky jeSté jednou centrifugovany a pelet byl rozpustén v 1 ml 10% glycerolu.
Tato suspenze byla rozdélena na aliquoty po 50 pul, které byly prudce zmraZeny

v tekutém dusiku a uchovany v -80 °C.

4.2.2 TRANSFORMACE ELEKTROKOMPETENTNICH BUNEK ELEKTROPORACI

Aliquot (50 pl) elektrokompetentnich bunék E. coli byl rozmraZen na ledu a byl k nému
pridan 1 ul vzorku DNA (v nasem pripadé inaktivovana rekombinacni reakce plazmidu).
Smés DNA a bakterii byla dikladné promichana a nasledné ponechana na ledu po dobu
1 minuty. Poté byla celd smés prenesena do elektroporatni kyvety (BioRad, vzdalenost
elektrod 2 mm). Tato kyveta byla umisténa do elektroporatoru Eporator (Eppendorf) a byl
aplikovan stejnosmérny elektricky puls (2,5 kV, 25 pF a 200 25 ms). Okamzité po dobéhnuti
programu byly bakterie v kyveté zfedény a promichdny 1 ml SOC média. Bunétna suspenze
pak byla prenesena pipetou do sterilni Erlenmeyerovy banky, ve které byla suspenze aerobné
tfrepana (37 °C, 200 rpm) po dobu 1 hodiny. Po skonceni inkubace byly buiiky E. coli vysety
na agarové plotny (s prislusSnym antibiotikem) v objemu 10 pl, 100 pl a 900 pl a kultivovany
v termostatu (37 °C) do druhého dne.
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4.2.3 KULTIVACE BAKTERIi V SUSPENZI

Pro suspenzni kultivaci byla v bakteridlnim boxu sterilné zao¢kovana ¢ast bakteridlniho
biomasy (bud’ z konzervy anebo z plotny seSkrabnutd monokolonie) do prislusného objemu
kultivacniho média. Pro minipreparaci a ovéreni rekombinace expresnich plazmidi byly
bakterie inokulovany do 700 pl média, zatimco pro izolaci soupravou GenElute™ HP Plasmid
Miniprep Kit byly zaockovany do 5 ml média. JetStar™ Endotoxin-free Plasmid Purification Kit
byl pouzit pro izolaci velkého mnozstvi expresnich plazmidd, které slouzily pro transfekci
bunék vtkanovych kulturach. Pro izolaci timto kitem byla nejprve sterilnim paratkem Cast
bakterialni biomasy (z konzervy uskladnéné v - 80 °C) zaockovana do 5 ml média a inkubovana
do druhého dne. Poté byl 1 ml ztéto kultury inokulovan do 100 ml média a buiiky byly
kultivovany 16 hodin pti 37 °C a 200 rpm na orbitalni tfepacce. Pro selekci bakterii
rezistentnich na ampicilin ¢i chloramfenikol bylo pouzito LB (Luria-Bertani) médium
(Sigma Aldrich), zatimco pro selekci bakterii nesouci plazmid se zeocinovou rezistenci bylo
nutné pouZit LB médium s nizkym obsahem soli tzv. low-salt (vysledna koncentrace NaCl
vmédiu byla 5g/1). VSechna antibiotika byla do prislusnych médii pridana po sterilizaci

a jejich nasledném zchladnuti.

4.2.4 KULTIVACE BAKTERIi NA PEVNYCH MEDIICH

Pro kultivaci bakterii na pevnych médiich bylo pouzito LB médium s pridavkem agaru
(Sigma Aldrich) a prisluSnych antibiotik. Pro selekci bakterii pomoci zeocinu bylo pouZito
low-salt LB médium rovnéz s pridavkem agaru. Bakterialni suspenze byla nakapana do stredu
Petriho misky a rozetfena po celém povrchu nebo byla ¢ast bakteridlni biomasy
z narostlé monokolonie prenesena sterilnim paratkem na Petriho misku. Bakterie byly

kultivovany dnem vzhtiru v termostatu pti 37 °C, 12-16h.

4.2.5 KONZERVACE BAKTERIi PRO DLOUHODOBE SKLADOVANI

Pro dlouhodobé skladovani bakterii srekombinantnimi plazmidy bylo v 1,5ml
zkumavce smichano 0,5 ml bakteridlni kultury spolu s 0,5 ml 40% (V/V) roztoku glycerolu.
Takto pripravena suspenze byla okamzité pirenesena do - 80 °C a uschovana pro budouci

pouziti.
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4.3 PRACE S BUNECNYMI KULTURAMI

4.3.1 PASAZOVANI SAVCiCH BUNEK LINIE HEK293

Z Petriho misky s konfluentné narostlymi bunikami linie HEK293 bylo pomoci sterilni
sklenéné pipety odsato médium a builkky byly omyty verzenem (0,02% EDTA v PBS).
Nasledné byl kbunkdm ptidan 0,5% roztok trypsinu rovnéz v PBS. Mnozstvi pridaného
trypsinu se liSilo v zavislosti na priiméru pouzité Petriho misky. Do 60mm misky bylo ptridano
300 pl trypsinu, zatimco do 100mm bylo pfidano 500 pl trypsinu. Misky byly preneseny
do termostatu a inkubovany zhruba 2-5 minut. Po skonceni inkubace byly uvolnéné burky
resuspendovany v DMEM médiu se sérem. PasaZovani bunék HEK293 probihalo jednou
za tri ¢i Ctyfi dny, a to v poméru 1:10. Pro jednotlivé experimenty bylo v Biirkerové komtrce
spoclitano mnoZstvi bunék a v zavislosti na typu pokusu, pak byly buiiky naredény médiem
do pozadované koncentrace a vysety na nové sterilni misky/desticky. Pokud byly burky
kultivovany pro naslednou imunofluorescen¢ni detekci proteinti, tak byly do 24-jamkové
desticky jeSté pred vysetim bunék pridany sterilni sklicka jako podklad. Buiiky byly inkubovany

v termostatu, ktery byl nastaven na 37 °C a 5% atmosféru CO..

4.3.2 STANOVENi POCTU BUNEK V SUSPENZI

Pfi pasaZovani bunék linie HEK293 bylo odebrano 10 pl suspenze s uvolnénymi
bunkami a cely tento objem byl na nakapan na jedno ze dvou velkych pocitacich poli Biirkerovy
komtrky. Na vrsek komurky pak bylo priloZeno kryci sklicko, coz vedlo k rozprostreni kapky
po celém povrchu pole. Takto pripravena pocitaci komtirka byla nasledné vlozena
do svételného mikroskopu a byly spocitany bunky. Pocitaci pole Biirkerovy komitrky bylo
rozdéleno na 9 velkych Ctvercti, z nichZ kazdy byl jesté dale rozdélen na 16 mensich ¢tverct.
Buiiky byly pocitany v téchto mensich ¢tvercich v diagonalnim smeéru, tak jak to je naznaceno
na obrazku ¢. 7. Co se ty¢e bunék na stranach pocitaciho Ctverce, tak se pocitaly pouze bunky

na pravé a spodni strané (tvar pismena L).

Obrazek ¢. 7 — Schéma sméru pocitani bunék v Biirkerové komtirce
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Byly tedy celkem spocitany bunky ve 12 mensSich ctvercich. Jeden tento ¢tverec mél
obsah 0,04 mmz2. Vy$ka pocitaci komirky byla 0,1 mm. Objem suspenze nad jednim pocitacim
¢tvercem tudiz byl 0,004 mm3. Pocet bunék v suspenzi mizeme tedy urcit dle nasledujiciho
vzorce, kde n je celkovy pocet bunék ve vsech 12 spocitanych ¢tvercich a ¢ je koncentrace nasi

bunécéné suspenze (pocet bunék na 1 ml).

. . n bunék n bunék
¢ [pocet bunék na ml] = 12 -4 - 10°ml_ 48 - 105 ml

Pro potreby experimentd byly buriky naiedény do pozZadované pracovni koncentrace.
Ktomuto tucelu byla pouZita upravena smeéSovaci rovnice uvedena niZe. V této rovnici je
¢ pozadovana koncentrace bunék a c; je koncentrace pocatecni. VV je konecny objem suspenze

o koncentraci ¢, do kterého je nutné naredit poc¢atecni objem V; (o koncentraci c1).

Cl.Vl

V [ml] =

4.3.3 TRANSFEKCE BUNEK LINIE HEK293

Ktransfekci pomoci transfekéniho ¢inidla TurboFect Transfection Reagent
(ThermoFisher Scientific) byly pouzity buiikky linie HEK293, které byly pasaZovany
do pozadované koncentrace nejméné 24 hodin pred transfekci. Pro transfekci ve 24-jamkové
desti¢cce byly vysety buiiky v koncentraci 2-6 - 104 bunék/jamku, aby bylo dosaZeno
70-90% konfluence. Transfekéni smés pro transfekci jedné jamky byla pripravena dle instrukei
vyrobce nasledovné. Nejprve byl rozpustén 1 pg DNA ve 100 pl DMEM média. Ke smési byly
pridany 2 ul transfek¢niho cinidla TurboFect, celd smés byla dikladné promichana
a inkubovana 20 minut pri laboratorni teploté. Po skonceni inkubace pak bylo do kazdé jamky
s buiitkami pfriddno 100 pl pripravené transfekéni smési, kterd byla opatrné promichana
s médiem a bunky byly inkubovany 24-72 hodin v termostatu (37 °C, 5% atmosféra CO3).

Transfekce pomoci TurboFectu byla provadéna i v jiném formatu nez jen ve 24-jamkové
desticce. Vramci diplomové prace byly provadény transfekce i v 6-jamkové desticce
a 60mm Petriho miskach. Rozdily v mnozstvi pridané DNA a cinidel v zavislosti na pouzité

kultivacni desticce/misce jsou shrnuty v tabulce €. 2.
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Tabulka €. 2 — Rozdily v mnoistvi latek pfi pripravé transfekéni smési TurboFect

v zavislosti na pouZitém typu kultivaéniho plastu.
Tabulka byla pfevzata z oficialniho ndvodu od spolecnosti ThermoFisher Scientific

Objem s Objem média pro Objem
kultivacniho Koncentrace Mnozstvi resuspendovani fidaného
o bunék HEK293 | pridané DNA P P
média (bunék/jamku) (ug) DNA TurboFectu
(ml/jamku) (1) (1))
24-jamkova 1 2:6 - 10* 1 100 2
desticka
6-jamkova 4 0,8-2,4 - 10° 4 400 6
desticka
60mm Petriho 6 26,3 10° 6 600 12
miska

4.3.4 NEPRiIMA IMUNOFLUORESCENCE

Buiiky narostlé na krycich sklickdch ve 24-jamkové destic¢ce byly promyty roztokem
PBS. Vdal$im kroku byly butiky fixovany po dobu 15 minut ve 3,7% (w/V) roztoku
paraformaldehydu v PBS. Po skonceni fixace byl paraformaldehyd z bunék odsan a nasledovala
Sminutova permeabilizace v 0,5% (V/V) roztoku Triton X-100 v PBS. Po téchto 5 minutach
byl z bunék odsan i roztok Tritonu X-100 a buniky byly 3krat promyty malym mnoZstvim PBS
(kazdé promyti zhruba 10 minut).

Po fixaci a permeabilizaci byly buiiky dale inkubovany 30 minut v bloka¢nim roztoku
a poté byly inkubovany po dobu 60 minut s primarni protilditkou nafedénou
ve stejném blokacnim roztoku. Buiiky byly opét promyty PBS (3x 10 minut) a nasledné
inkubovany 30 minut s fluorescentné znacenou sekundarni protildtkou opét naredénou
v bloka¢nim roztoku. Nasledovalo dalsi promyti v PBS (opét 3x 10 minut) a pak byly buiiky
oplachnuty demi H,0. Nakonec byla vyndana sklicka sobarvenymi butikkami zjamek
a byla polozena na kapku 50% glycerolu (V/V) s pridavkem DAPI. Samotné pozorovani bunék

bylo provedena v invertovaném fluorescenénim mikroskopu Olympus IX71.

¢ Slozeni pouzitych roztoki/pufria

Blokovaci roztok:
0,25% (w/V) BSA; 0,25% (w/V) Zelatina v PBS

4.3.5 FRAKCIONACE BUNEK LINIE HEK293 (JADRO/CYTOPLAZMA)

Buiiky narostlé na 60mm Petriho miskach byly transfekovany a 48 hodin po transfekci
byly frakcionovany. Frakcionace bunék linie HEK293 byla provedena komer¢ni kitem Nuclear
& Cytoplasmic Extraction (G-Biosciences). V prvnim kroku frakcionace byly bunky HEK293
uvolnény z podkladu Petriho misky kombinaci verzenu a roztoku trypsinu. Uvolnéné burky

byly pieneseny do 1,5 ml zkumavky a okamzité pireneseny na led, aby se zabranilo plisobeni
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proteaz. Sklizené bunky pak byly centrifugovany po dobu 5 minut pii 4 °C a 500 g
Bunécny pelet byl promyt 1 ml vychlazeného PBS. Tato suspenze byla zcentrifugovana po dobu
5 minut pfi 4 °C a 500 g. Kbunécnému peletu (o objemu zhruba 30 pl) bylo pridano
300 pl pufru SubCell I (obsahujici inhibitory proteaz), ve kterém byly buriky resuspendovany.
Tento vzorek byl poté inkubovan 10 minut na ledu a dale k nému bylo pridano 15 pl SubCell
lyza¢niho c¢inidla. Cely objem byl promichan, a nakonec byl vzorek opét inkubovan
na ledu po dobu 1 minuty. Jako dalsi krok byl vzorek centrifugovan pii 16 000 x g a 4 °C
po dobu 5 minut. Supernatant (zhruba 300 pl), ktery vznikl pfi této centrifugaci, byl prenesen
do vychlazené 1,5ml zkumavky, oznacen jako cytoplazmaticka frakce a uskladnén v -80 °C.
Pelet byl resuspendovan ve 60 pl jaderného extrak¢niho pufru. Suspenze byla 30 minut
inkubovana na ledu, pricemz byl vzorek kazdych 10 minut diikladné promichan. Na zavér byl
vzorek centrifugovan pri 16 000 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant (zhruba 60 pl) byl
odebran, prenesen do 1,5 ml zkumavky, oznacen jako jaderna frakce a uskladnén v -80 °C.
Vyhodnoceni toho, kolik proteinti se nachazelo v jednotlivych frakcich probéhlo pomoci
Western blotu. Signal jednotlivych proteinti byl normalizovan na celkové mnozstvi proteinu

ve vzorku a procento proteinti v jaderné frakci bylo vyjadireno podle nasledujicich rovnic:

p X teindl v idFe = signal v jaderné frakci 100%
rocefito proteintt vijadte = signal v cytoplazmatické frakci + signal v jaderné frakci °

Signal v jaderné frakci = (signal proteini po Western blotu /pouzity objem vzorku) - 60 pl
Signal v cytoplazmatické frakci = (signal proteind po Western blotu /pouZity objem vzorku) - 300 pl

4.3.6 PASAZOVANi HMYZiCH BUNEK LINIE SF9

Hmyz{ buiiky linie Sf9 byly kultivovany pro potrebu izolace velkého mnozstvi VLPs a
zpravidla byly pasazovany kazdé ¢tyti dny. Nejprve byly bunky linie Sf9 (konfluence 80-90 %)
pomoci sterilntho plastového Skrabatka seSkrabany z povrchu kultivaéni misky (diky nizké
mire adheze) do stavajiciho média. Tato bunécna suspenze pak byla promichana a rozdélena
vpomeéru 1:4 do ¢ty novych 100mm Petriho misek, které byly doplnény do 10 ml hmyzim

médiem se sérem. PasaZované buriiky linie Sf9 byly nasledné inkubovany v termostatu pii 28 °C.

4.3.7 INFEKCE HMYZICH BUNEK LINIE SF9 REKOMBINANTNIM BAKULOVIREM

Buriiky linie Sf9 byly pasazovany v poméru 1:2 do hmyziho média bez séra a inkubovany
1 hodinu pti 27°C. Z misek bylo opatrné odsato médium a misto toho k nim byl pfidan 1 ml
infekéniho inokula (supernatant zpredesle infikovanych bunék). Nasledné byly bunky
inkubovany 60-90 minut pti laboratorni teploté. Po skonceni inkubace bylo k buikdm linie Sf9

pridano 9 ml hmyziho média se sérem a burniky byly inkubovany v termostatu pti 28 °C 3-4 dny.
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4.4 PRrRACES DNA

4.4.1 1zoLACE PLAZMIDOVE DNA POMOCi KOMERCNICH SOUPRAV

GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)

Pro izolaci bylo 3-5 ml pfes noc narostlé bakteridlni kultury centrifugovano
pti 4 000 x g po dobu 7 minut. Pelet byl rozpustén ve 200 pl “resuspenda¢niho roztoku“.
K této suspenzi bylo pridano 200 pl lyzacniho pufru a cela smés byla promichana opatrnym
otacenim zkumavky (zhruba 6-8 otoceni). Vysledny lyzat byl inkubovan 5 minut pfi pokojové
teploté. Po skonceni inkubace bylo klyzatu pridano 350 pl neutralizacniho/vazebného pufru
a vznikla smés byla opét promichdna opatrnym otacenim zkumavky (nyni zhruba 4-6krat).
VysraZzené bunécné zbytky byly peletovany pti 12 000 x g po dobu 10 minut.

V pribéhu vySe provedené inkubace byla pripravena kolona pro vazbu DNA.
Do vazebné kolony bylo nejprve napipetovano 500 pl roztoku, jenZ pripravil kolonu na vazbu
DNA. Poté byla kolona centrifugovana pii 12 000 x g po dobu 1 minutu a protekly eluat byl
vyhozen. Nyni byl do kolonky napipetovan supernatant ze zlyzovanych bakterii, ktery byl také
stocen skrze kolonu pfi 12 000 x g. Protekly lyzat byl vyhozen a kolona byla promyta 500 pl
promyvaciho roztoku 1. Dale nasledovalo promyti v 750 pl promyvaciho roztoku IL
Zbytky promyvaciho roztoku II byly odstranény zkolony dal$i centrifugaci (12 000 x g,
1 minuta). Nakonec byla kolona snavazanou DNA prenesena do nové mikrocentrifugacni
zkumavky, bylo do ni napipetovano 100 pl elu¢niho roztoku a a DNA byla vymyta centrifugaci
pti 12 000 x g po dobu 1 minuty. Izolovana DNA byla uskladnéna v -20 °C.

JetStar™ Endotoxin-free Plasmid Purification Kit (Genomed)

Predtim neZ bylo pristoupeno k samotné izolaci DNA z bakterii, byla nejprve pripravena
JetStar Maxi izolacni kolona, jeZz byla soucasti kitu. Do kolony bylo napipetovano 30 ml
ekvilibra¢niho roztoku E4, ktery se ponechal pomalu protékat otevienym dnem kolony.
Protekly roztok byl vyhozen.

Pro izolaci plazmidli byla pfes noc narostld bakteridlni kultura o objemu 100 ml
centrifugovana po dobu 3 minut pfi 12 000 x g a vznikly pelet byl resuspendovan v 10 ml
resuspendacniho pufru E1. V dalSim kroku byly bunky lyzovany pridanim 10 ml roztoku E2,
ktery byl piredehian na 37 °C. Cely objem suspenze byl promichan opatrnym prevracenim
falkony (zhruba 4-6 otoceni) a roztok byl inkubovan pti pokojové teploté po dobu 5 minut. Po
uplynuti inkuba¢ni doby bylo klyzatu pridano 10 ml precipitacniho pufru E3,
ktery byl rovnéz se suspenzi promichdn opakovanym otac¢enim falkony. Poté byly vysrazené

zbytky bakterii centrifugovany na dno falkony pri pokojové teploté a pretizeni 12 000 x g
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po dobu 10 minut. Nasledné byla k supernatantu priddna 1/10 objemu pufru Endo-1,
vzorek byl promichan a ihned prenesen na pripravenou izolac¢ni kolonu. Lyzat, jenz kolonou
protekl, byl vyhozen, zatimco DNA navazana na koloné byla promyta 30 ml pufru Endo-2 a poté
jesté 30 ml promyvaciho pufru E5.

Samotna DNA byla z kolony uvolnéna pridanim 15 ml elu¢niho pufru E6. Ziskany eluat
byl na to promichan s 10,5 ml 100% (V/V) izopropanolu a centrifugovan po dobu 30 minut
pti 12 000 x g a teploté 4 °C. Pelet byl promyt v 5 ml 70% ethanolu (V/V). Nasledovala dalsi
centrifugace po dobu 10 minut pii 4 °C a pretiZeni 12 000 x g. Pelet obsahujici plazmidovou
DNA byl na vzduchu vysusSen (zhruba 10-15 minut). Nakonec byla DNA rozpusténa ve vhodném

objemu TE pufru, pfenesena do mikrozkumavky a uskladnéna v -20 °C.

4.4.2 MINIPREPARACE PLAZMIDU Z BAKTERIi POMOCI ALKALICKE METODY

Pro minipreparace plazmidi byly pouzity bakterialni kultury pochazejici z monokolonii,
jez byly zaockovany do 700 ul bakteridlniho média a inkubovany pies noc. Druhy den rano
byly bakterie peletovany pti 13 000 x g a teploté 4 °C po dobu 1 minuty. Pelety byly poté
dikladné resuspendovany ve 250 pl roztoku I. Nasledné bylo kbakteridlnim suspenzim
pridano 250 pl lyza¢niho roztoku II, ktery byl s bakteriemi promichan opatrnym prevracenim
zkumavek (zhruba 4x). Vzorky byly inkubovany 10 min pfi laboratorni teplote.
Vzniklé lyzaty byly dale neutralizovany priddanim 200 pl vychlazeného roztoku IIL
Poté byly vzorky znovu promichdny prevracenim zkumavek a inkubovany na ledu
10 minut. Po skonceni inkubace byly lyzaty centrifugovany 10 minut pti 20 000 x g a 4 °C.
K supernatantlim bylo piidano 0,5 ml 100% (V/V) izopropanolu, vzorek byl dobie promichan
a inkubovan pri 4°C nejméné 16h. Vysrazena DNA byla peletovana pti 10minutové centrifugaci
s pretizenim 20 000 x g a teploté 4 °C. Poté byla DNA v peletech promyta 200 pl 70% (V/V)
ethanolu a opét peletovana. Nakonec byly pelety vysuseny na vzduchu a rozpustény ve 20 pl

mastermixu restrik¢éni smési (viz. kapitola 4.4.5).

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufra

Roztok I:
25 mM Tris-HCI (pH ~ 8), 10 mM EDTA

Lyzacni roztok II:
0,2 M NaOH, 1% (w/V) SDS

Neutralizac¢ni roztok III:
3 M octan draselny; 11,5% (V/V) kyselina octova
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4.4.3 STANOVENi KONCENTRACE A CISTOTY DNA

Pro stanoveni koncentrace DNA byl pouzit spektrofotometr Nanodrop 2000 UV-Vis
(ThermoFisher Scientific). Pred samotnym mérenim koncentrace byl pristroj zkalibrovan
pomoci slepého vzorku (¢istého elu¢niho roztoku). Poté byla teprve zmérena koncentrace DNA
ve vSech vzorcich. Kromé koncentrace DNA byla na zakladé absorp¢niho spektra zhodnocena

i ¢istota DNA v métenych vzorcich.

4.4.4 REKOMBINACE PLAZMIDU SYSTEMEM GATEWAY

Veskeré expresni plazmidy byly piipraveny pomoci komercniho kitu Gateway™
LR Clonase™ II Enzyme Mix (ThermoFisher Scientific). Celkem byly provedeny 3 rekombinacni
reakce o objemu 8 pl, které byly pripraveny podle tabulky €. 3. VSechny reakce byly zaloZeny
na rekombinaci mezi donorovym vektorem snaklonovanym genem pro VP1 a cilovym

plazmidem urcenym pro expresi v sav¢ich burikach.

Tabulka €. 3 — Slozeni 3 rekombinacnich reakci pro pfipravu expresnich plazmida
Tabulka byla pfipravena na zakladé oficidlniho navodu, jez byl soucasti kitu.

1 2 3
Cilové vektory (150 ng)
pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST 5ul - -
pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST - 5ul -
pGwf - - 2 ul
Donorové vektory (150 ng)
PENTR-VP1 1,3 ul - 1,3 ul
pENTR-VP1ASTOP - 1,2 ul -
TE pufr (pH ~ 8) 1,7 W 1,8 ul 4,7 ul

Vdalsim kroku byly ptidany 2 pl LR Clonase™ II enzymatického mixu do kazdé
rekombinacni reakce a vSe bylo diikladné promichano. Poté byly reakce inkubovany ve 25 °C
po dobu 1 hodiny. Rekombinace plazmida byly ukonceny pridanim 1 pl roztoku proteinazy K
k reakcim a nasledné 10minutové inkubaci ve 37 °C. Inaktivované reakce byly poté okamzité

pouzity k transformaci elektrokompetentnich bunék E. coli kmene TOP10.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufria

TE pufr:
10 mM Tris-HCI (pH ~ 8), 1 mM EDTA
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4.4.5 RESTRIKCNi STEPENiI PLAZMIDOVE DNA

Pro ovéfeni spravné rekombinace DNA byly restrikénimi endonukledzami Stépeny
jednotlivé minipreparace plazmida ziskané pomoci alkalické metody. V piipadé minipreparaci
plazmidt capTEV-NT-VP1 a capTEV-CT-VP1 byla izolovana DNA Stépena ve 20 ul mastermixu
enzymu Mlul. Na jednu $tépici reakci bylo sloZeni mastermixu 2 pl roztoku RNazy A (10 pg/ml),
2 ul 10x koncentrovaného pufru R, 15 pl demi H20 a 1 ul enzymu Mlul (10 U/ul). Minipreparace
plazmidt pGwf-VP1 byly také Stépeny ve 20 pl mastermixu ale jiz enzymu Xhol. SloZeni jedné
reakce tohoto mastermixu bylo naprosto stejné jako v pripadé plazmidi capTEV-NT-VP1
a capTEV-CT-VP1 aZ na to, Ze misto 1 pl enzymu Mlul byl pouZit 1 pl enzymu Xhol (10 U/pl).

VSechny Stépici reakce byly inkubovany po dobu 16 hodin pii 37 °C. Poté byly reakce

inaktivovany zahiatim na 80 °C po dobu 20 minut a analyzovany pomoci DNA elektroforézy.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufra

10x koncentrovany pufr R:
100 mM Tris-HCI (pH ~ 8,5), 100 mM MgClz, 1M KCl, 1 mg/ml BSA

4.4.6 AGAROzOVA DNA ELEKTROFOREZA

Agar6zova DNA elektroforéza byla pouZivdna jednak ke kontrole spravného
restrikéniho Stépeni plazmidd ale i ke kontrole integrity izolované DNA. V obou pripadech byl
pouZzit 1% agar6zovy gel (w/V) rozpustény v 0,5x koncentrovaném TBE pufru s 10 000krat
nafedénym interkalacnim cinidlem znacky GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium).
Na jednu jamku bylo naneseno zhruba 10 pl vzorku spolu svhodné naredénou
6x koncentrovanou nanasSeci barvou (6x DNA Gel Loading Dye, ThermoFisher Scientific).
Pro urceni velikosti DNA bylo do jedné jamky napipetovano 2,5 pl markeru DNA molekulovych
hmotnosti znacky GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific).
Elektroforetickd separace DNA probihala pri napéti 5 V/cm. Separované fragmenty byly

vizualizovana pod UV svétlem v transiluminatoru znacky InGenius3 (Syngene).

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufria

0,5x koncentrovany TBE pufr:
5 mM Tris-borat, 2 mM EDTA (pH ~8,3)

6x DNA Gel Loading Dye:
10 mM Tris-HCl (pH ~ 7,6), 60 mM EDTA; 0,03% (w/V) bromfenolova modi#; 0,03% (w/V)
Xylen kyanol, 60% (V/V) glycerol
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4.5 PRACES PROTEINY

4.5.1 PRiIPRAVA BUNECNYCH LYZATU PRO PROTEINOVOU ELEKTROFOREZU

Z miseks narostlymi buinikami bylo nejprve odsato médium a poté byly bunky
oplachnuty PBS. Kbunkdm byl pridan RIPA pufr spridavkem proteazovych inhibitort
(cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Poté byly bunky ze dna jamky seskrabany
do RIPA pufru pomoci plastového Skrabatka a preneseny do vychlazené 1,5ml zkumavky.
Vzorek byl nasledné inkubovan na ledu po dobu 30 minut. Nakonec byl vznikly lyzat
centrifugovan po dobu 30 minut pti 4 °C a 20 000 x g. Supernatant byl odebran, pfenesen

do nové zkumavky a uskladnén v -20 °C.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufria

RIPA pufr:
50 mM Tris-HCl (pH ~ 7,4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% (w/V) deoxycholat sodny;
0,1% (w/V) SDS, 1% (V/V) Triton x-100; 0,05% (V/V) NP-40

4.5.2 MERENi KONCENTRACE PROTEINU METODOU BRADFORDA

Ze zasobnich roztokid (BSA o koncentraci 5 mg/ml) byla pro kazdé méreni naredéna
Cerstva fedici fada o koncentracich 0 - 0,25 - 0,5 - 0,75 - 1 mg/ml. Zarovenl byl vhodné
nai‘edén i maly objem vzorku, jehoZ koncentraci proteint jsme chtéli zmérit.

Pro samotné méteni bylo smichano 20 pl fedéného vzorku ¢i jednoho ze standardii BSA
s 1 ml Bradfordova cinidla, cely objem byl promichdn a smés byla inkubovana 2 minuty.
Absorbance vzorkd pfi 595 nm byla zméfena spektrofotometrem Heliosf (ThermosFisher
Scientific). Nasledné byla v programu Microsoft Excel ze standardi sestavena kalibra¢ni kiivka
BSA a stanovena jeji smérnice. Ztéto rovnice pak byla dopoctena koncentrace proteind

v Fedéném, a nakonec i nefedéném vzorku naseho zajmu.

e SloZeni pouzitych roztoki/pufria

Cinidlo Bradforda:
0,12 mM Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,75% (V/V) ethanol; 8,5% (V/V) H3PO4

4.5.3 PROTEINOVA ELEKTROFOREZA (SDS-PAGE)

Podle navodu vyrobce byla sestavena aparatura Mighty Small™ II Mini
Vertical Electrophoresis (Hoefer) a pomoci destilované vody byla ovéfena jeji tésnost.
Roztok 10% separa¢niho gelu byl napipetovan mezi dvé skla separa¢ni aparatury
(do vysky zhruba 8 cm) a prevrstven izobutanolem. Po 30 minutach (po polymeraci gelu),
byl izobutanol odstranén a prostor mezi skly byl vysuSen kouskem filtra¢niho papiru.

Poté byl roztok 5% zaostirovaciho gelu napipetovan nad spodni gel a byly do néj zasunuty
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hfebeny pro tvorbu jamek. Polymerace zaostfovactho gelu trvala zhruba 20 minut.
Mezitim byl k pripravenym vzorkim piidan definovany objem 5x koncentrovaného Laemmliho
pufry, tak aby vysledna koncentrace byla 1x koncentrovana. Vzorky byly poté denaturovany
pti 100 °C po dobu 2 minut.

Po polymeraci horniho gelu byl ze skel vyndan plastovy hieben a pripraveny gel byl
pfenesen do samotné elektroforetické soupravy, jejiZ objem byl naplnén 1x koncentrovanym
Tris-HCI elektoforetickym pufrem. Do jedné jamky bylo poté naneseno 5 pl markeru znacky
Black Protein Ladder (Central European Biosystems), zatimco do zbylych jamek bylo naneseno
10-20 pl denaturovanych vzorki. Nakonec byla celd aparatura uzaviena a pripojena ke zdroji
napéti. Prvnich 30 minut probihala elektroforéza pfi 8 V/cm gelu a poté 2-3 hodiny

pti 14 V/cm gelu.

¢ SloZeni pouzitych roztoku/pufrii:

10% separacni gel:
10% (w/V) akrylamid (pomér akrylamidu k MBA 29:1), 375 mM Tris-HCl (pH ~ 6,8); 0,1% (w/V)
SDS; 0,7% (w/V) APS; 8,5 ul TEMED na 12 ml gelu

5% zaostiovaci gel:
5% (w/V) akrylamid (pomér akrylamidu k MBA 29:1), 125 mM Tris-HCI (pH ~ 6,8); 0,1% (w/V)
SDS; 0,7% (w/V) APS, 10 ul TEMED na 6 ml gelu

Tris-HCI elektroforeticky pufr:
25 mM Tris-HCI (pH ~ 8,3), 195 mM glycin; 0,1% (w/V) SDS

5x Laemmliho pufr:
50 mM Tris-HCI (pH ~ 6,8), 5% (w/V) SDS, 50% (V/V) glycerol, 25% (V/V) B-merkaptoethanol;
0,005% (w/V) bromfenolova modr

4.5.4 PROTEINOVA ELEKTROFOREZA V GRADIENTOVEM GELU

Bis-Tris gradientovy polyakrylamidovy gel znacky NuPAGE® (Life Technologies) byl
vyndan zbaleni a presunut do elektroforetické aparatury. Pred nanesenim na gel bylo
k10 pl vzorku priddno 5 pl 4x koncentrovaného NuPAGE® LDS vzorkového pufru, 2 pl
10x koncentrovaného NuPAGE® reduk¢niho €inidla a 3 pl demi H20 do konecného objemu
20 pl. Takto pripraveny vzorek byl inkubovan 10 minut pti 70 °C a poté bylo cely jeho objem
nanesen na gradientovy gel. Spodni cast elektroforetické aparatury byla naplnéna 600 ml
1x koncentrovaného NuPAGE® MOPS SDS elektroforetického pufru. Horni ¢ast aparatury
byla naplnéna 200 ml tohoto pufru, ve kterém bylo navic jesté pridano 500 pul
NuPAGE® antioxidantu. Cela aparatura byla poté uzaviena a pripojena ke zdroji napéti.

Elektroforeticka separace trvala zhruba 50 minut pii konstantnim napéti 200 V.
¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

NuPAGE® MOPS SDS elektroforeticky pufr:
50 mM MOPS, 50 mM Tris, 1 mM EDTA; 0,1% (w/V) SDS, pH ~ 7,7
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4.5.5 BARVENi PROTEINU V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

Po skonceni elektroforézy byl spodni separacni gel celkem 3x (vZdy po 10 minutéch)
promyt vdemi H20. Poté byl gel barven po dobu 1 hodiny ve 20 ml barvy Imperial™ Protein
Stain (ThermoFisher Scientific). Po skonceni inkubace byla barva vylita a pozadi gelu bylo
pfes noc odbarveno vdemi H;0. Obarveny gel byl dokumentovan pomoci pristroje
Amersham™ Imager 680 (GE Healthcare Life Sciences) a ziskand data byla analyzovana

v programu Fiji.

4.5.6 IMOBILIZACE PROTEINU NA MEMBRANE

Pro specifickou imunodetekci proteind po denaturacni elektroforéze (SDS-PAGE) bylo
nutné proteiny nejprve imobilizovat na membrané. K tomuto tcelu byla vyuzita metoda zvana
Western blot. VnaSem piipadé byla provedena varianta tzv. polosuchého blotu
(,semi-dry blot), ke kterému byl pouzit pristroj TE77X (Hoefer). Spodni deska pristroje,
kterda fungovala jako anoda, byla lehce navlh¢ena menS$im mnoZstvim blotovaciho pufru.
Dale pak byla na desku priloZena mylarova plastova maska s vystrizenym ¢tvercem o velikosti
8x8,5 cm. Pravé na tomto ctverci byl nasledné sestaven blotovaci sendvi¢ z pufrem navlh¢enych
Whatman a filtra¢nich papirG, a to vtomto poradi: 1x Whatman, 4x filtratni papir
a 1x Whatman. Dale byla na sendvi¢ poloZena navlhcena nitrocelulézovda membrana
od spole¢nosti GE Healthcare Life Sciences a na ni byl kone¢né poloZen polyakrylamidovy gel.
Horni Cast sendviCe byla jiz stejna jako ta spodni, a tedy 1x Whatman, 4x filtra¢ni papir
a 1x Whatman. Nakonec byl cely blot uzavien horni navlhcenou deskou pfristroje,
jez slouzila jako katoda, a vSe bylo pripojeno ke zdroji napéti. Samotny blot trval 1,25 hodiny
pri napéti 0,8 mA/cmz.

V ptipadé metody dot blot nebylo nutné proteiny pirendSet na membranu pomoci
elektrického proudu. Misto toho byly vzorky proteind na kousek nitrocelulézové membrany
nakapany pomoci pipety bez nutnosti je predem denaturovat. Potom, co byly vzorky nakapany,

se nechala membrana zaschnout a pristoupilo se k imunodetekci.
¢ Slozeni pouzitych roztoki/pufri:

Blotovaci pufr:
25 mM Tris-HCl (pH ~ 8,3), 195 mM glycin, 20% (V/V) methanol
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4.5.7 IMUNODETEKCE PROTEINU IMOBILIZOVANYCH NA MEMBRANE

Nitrocelul6zovd membrana snavazanymi proteiny byla inkubovdna minimalné
1 hodinu v 5% odtu¢néném mléce (w/V) rozpusténém v PBS. Poté byla membrana 1 hodinu
inkubovana s primarni protilatkou nafedénou ve stejném roztoku mléka. V dal$im kroku byla
membrana 3x po 10 minutach oplachnuta v PBS a nasledné inkubovana 30 minut se sekundarni
protilatkou. Po skonceni inkubace pak byla membrana jesté znovu 3x po 10 minutach promyta
v PBS. Nakonec byly proteiny detekovany pomoci chemiluminiscence. Ta se vyvolala
30sekundovou inkubaci membrany v cerstvé smichanych roztocich A a B. Vznikly signal byl
zaznamenan a zpracovan pristrojem Amersham™ Imager 680 (GE Healthcare Life Sciences),

zatimco analyza dat byla provedena v softwaru Fiji.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

Roztok A:
100 mM Tris-HCl (pH ~ 8,5), 250 mM luminol, 90 mM kyselina kumarova

Roztok B:
100 mM Tris-HCI (pH ~ 8,5), 0,0015% (V/V) H202

4.5.8 PRIPRAVA BUNECNYCH LYZATU PRO IZOLACI
PROTEINOVYCH KOMPLEXU

Proteinové komplexy byly izolovany z transfekovanych bunék 2 dny po transfekci.
Z misek s buitkami bylo opatrné odsato médium a ihned nato byly bunky oplachnuty PBS.
Poté byl kburnkam ptidan lyzacni pufr. Builkky byly seSkrabany plastovym S$krabatkem
a preneseny do 1,5ml zkumavky. Nasledné byly bunky rozbity 3x opakovanym cyklem
rychlého zmrazeni vtekutém dusiku a nasledném rozmrazeni pii pokojové teploté.
Lyzat byl centrifugovan po dobu 10 minut pfi 10 000 x g a 4 °C. Supernatant byl odebran
a naredén lyzatnim pufrem do celkové koncentrace 15 mg proteini na 8 ml pufru.

Takto pripraveny lyzat byl uskladnén v -80 °C.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

Lyzacni pufr:
100 mM Tris-HCI (pH ~ 8), 100 mM KCl, 200 uM EDTA; 1,5 mM MgClz, 700 ng/ml pepstatinu,
1x koncentrované proteazové inhibitory znacky cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
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4.5.9 AFINITNi CHROMATOGRAFIE

Pro afinitni chromatografii byla pouZita komerc¢ni souprava NativePure™ Affinity
Purification Kit (ThermoFisher Scientific), ktera vyuziva silné interakce mezi proteinem
streptavidinem a molekulou biotinu pro vysoce specifickou izolaci proteind. Prvnim krokem
vizolaci komplexti VP1 byla piiprava purifikacni kolony. Pomalym otacenim ldhve byl
promichan roztok obsahujici streptavidin-agar6zové kulicky, jeZ sedimentovaly béhem
uskladnéni ve 4 °C. Poté bylo odebrano 750 pl suspenze kulicek a cely tento objem byl
napipetovan do 10ml NativePure™ purifikacni kolony. Dale bylo do kolony napipetovano 6 ml
vazebného pufru a celd kolona byla uzaviena zatkami (dno i vrSek). Vazebny pufr byl
se streptavidin-agar6zovymi kulickami promichan pomalym otafenim celé kolony na orbitaln{
michacce po dobu 5 minut. Po této dobé byla kolona opét oteviena a vazebny pufr protekl
dnem kolony. Takto byly kulicky promyty vazebny pufrem celkem 3x.

Lyzat urceny pro izolaci komplexi byl nasledné rozmrazen ve vodni lazni o pokojové
teploté. K lyzatu bylo pridano 80 pl 10% roztoku (V/V) NP-40 do finalni koncentrace 0,1%,
ptipadné DNaza a RNaza A do konecné koncentrace 100 ng/ml. Takto pripraveny lyzat byl
nanesen na purifikacni kolonu, jez byla nasledné uzaviena. Lyzat byl v koloné inkubovan
se streptavidin-agarézovymi kulickami po dobu 3 hodin pfi teploté 4 °C za stalého otdceni
na orbitalni michacce.

Po skonceni inkubace byla kolona opét oteviena a lyzat spolu s nenavazanymi proteiny
protekl jejim dnem do prazdné falkony. Do kolony bylo déle pridano 8 ml vazebného pufru
a kolona byla opét uzavrena. Tento pufr byl s kulickami, na nichZ byly navazany proteinové
komplexy, promichavan pfi 4 °C zhruba 10 minut. Po této dobé byla kolona znovu oteviena
a pufr protekl jejim dnem. Poté bylo toto promyvani zopakovano jesSté jednou. Nasledné bylo
do kolony s kulickami napipetovano 8 ml TEV Stépiciho pufru, jenZ byl s kulickami rovnéz
promichavan zhruba 10 minut pii 4 °C. TEV stépiciho pufr byl nasledné také odkapan dnem
kolony, pricemz nasledovaly jeSté dvé promyti timto pufrem.

Vdal$im kroku byly streptavidin-agarézové kulicky resuspendovany v 1 ml TEV
stépiciho pufru. Dale bylo do kolony napipetovano 15 pl 100 mM DTT (do finalni
1mM koncentrace). Do kolony bylo nasledné pridano 40 pl protedzy AcTEVT™, ktera byla
s kulickami inkubovana pres noc pri 4 °C na orbitalni michacce. Nasledné byl zbytek suspenze
prokapan dnem Kkolony do 1,5ml zkumavky, kterd byla okamzité prenesena na led.
Purifika¢ni kolonou byl dale do cisté 1,5ml zkumavky prokapan 1 ml TEV eluc¢niho pufru, jehoz
hlavnim cilem bylo z kolony vyplachnout zbylé proteinové komplexy. Toto vyplachnuti TEV
eluénim pufrem bylo zopakovano jesté 2x. Vtéto fazi chromatografie byla pouzita kolona

i se sreptavidin-agarézovymi kulickami vyhozena.
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Vtéto chvili byl zbaleni vyndan NativePure™ koncentrator, do kterého byly
napipetovano 4 ml demi H;0. Tento objem byl sto¢en skrze koncentrator centrifugaci
(30 minut, 1600 x g, 4 °C). Poté byly do koncentratoru ptepipetovany eluaty ze vSech
4 zkumavek, jez byly doposud chlazeny na ledu. Cely tento objem byl poté zakoncentrovan
na priblizné 100 pl centrifugaci pti 1 600 x g. I tato centrifugace byla provedena pfti 4 °C a trvala
zhruba 25 minut. Nakonec byl po skonceni centrifugace odebran zakoncentrovany eluat,
ktery byl prenesen do sterilni zkumavky a uskladnén v -80 °C. Jednotlivé proteiny, jez byly

vyizolovany v komplexu s VP1, byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

Vazebny pufr:
100 mM Tris-HCI (pH ~ 8), 100 mM KCl, 200 uM EDTA; 1,5 mM MgClz; 0,1% (V/V) NP-40,
700 ng/ml pepstatinu, 1x koncentrované protedzové inhibitory zna¢ky cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail (Roche)

TEV elu¢ni pufr:
10 mM Tris-HCl (pH~ 8), 150 mM NaCl, 50 uM EDTA

TEV Stépici pufr:
10 mM Tris-HCl (pH~ 8), 150 mM NaCl, 50 uM EDTA; 0,1% (V/V) NP-40

4.5.10 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

VeSkera méreni i priprava vzorkli pro hmotnostni spektrometrii byla provedena
servisni laboratofi hmotnostni spektrometrie, ktera je soucasti Prirodovédecké fakulty

Univerzity Karlovy.

4.5.11 PRIPRAVA LYZATU Z BUNEK LINIE SF9 PRO 1ZOLACI VLPs

Hmy?z{ buriky linie Sf9, jeZ byly sklizeny 4 dny po infekci rekombinantrnim bakulovirem.
byly pomoci plastového skrabatka seSkrabany do média a nasledné preneseny do 50ml falkony.
Buiikky pak byly peletovany po dobu 5 minut ptfi 500 x g a 4 °C. Bunécny pelet byl
resuspendovan v 10 ml pufru B. Poté byly bunky lyzovany sonikaci pomoci pristroje
Soniprep150 (Schoeller Pharmacia Praha). Bunky byly sonikovany celkem 3x a to vzdy
30 sekund s amplitudou 5-10 mikroni. Zarovei byly buiiky béhem celé doby sonikace chlazeny
na ledu. Ziskany lyzat byl precistén centrifugaci po dobu 10 minut pri 12 000 x g a 4 °C.

Po centrifugaci byl supernatant odebran a pouzit v nasledné izolaci VLPs.
e SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

Pufr B:
10 mM Tris-HCl (pH ~ 7,4), 150 mM Nacl, 0,01 mM CaClz
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4.5.12 1zZOLACE VLPS ULTRACENTRIFUGACI

Supernatant, ktery byl pripraven sonikaci infikovanych bunék, byl rozdélen
do dvou Cistych ultracentrifuga¢nich zkumavek, ve kterych byl podvrstven pftiblizné 1 ml
10% roztoku sacharézy (w/V) v pufru B. Ultracentrifugacni zkumavky byly poté vyvaZzeny
na stejnou hmotnost a centrifugovdny v ultracentrifuze Optima L-90K (Beckman),
vrotoru SW41 po 3 hodiny pri 35 000 rpm a teploté 4 °C. Po skonceni ultracentrifugace
byly supernatanty opatrné odsany a pelety byly ptfes noc rozplaveny v 250 ul pufru B.
Druhy den rano byl pufr B i rozplavené pelety preneseny do ru¢niho homogenizatoru,
ve kterém byly pelety diikladné homogenizovany. Vznikld suspenze byla opét rozdélena
na dvé poloviny a prenesena do Cistych ultracentrifugacnich zkumavek. V téchto zkumavkach
byly oba vzorky doplnény pufrem B na konecnou hmotnost 8 g, dale v nich bylo rozpusténo
presné 3,79 g chloridu cesného (CsCl), vSe bylo prevrstveno parafinovym olejem a zkumavky
byly vyvazeny. Suspenze byla centrifugovana v ultracentrifuze Optima L-90K v rotoru SW41,
a to po dobu 20-24 hodin pfi 35 000 rpm a teploté 18 °C.

Po skonceni této izopyknické ultracentrifugace byly zkumavky opatrné vyndany
z ultracentrifugy, tak aby nebyl rozruSen vznikly koncentra¢ni gradient CsCl. V pripadé,
Ze byl ve zkumavce viditelny jasny opaleskujici prouzek ¢astic, tak byl tento pruh odebran
injekeni stiikackou. V opacném pripadé byl gradient rozebran na rozebiraci frakci (Beckman)
do plastovych mikrozkumavek. Pomoci refraktometru pak byl u kaZzdé frakce (cca 0,5 ml)
zméren index lomu. Frakce s indexem vy$Sim nez 1,366 neobsahovaly zadné castice a uz dale
pouzity nebyly. Frakce vrozmezi 1,366 az 1,363 obsahovaly pseudoviriony, a proto byly
pospojovany do jedné suspenze. Pospojovany do jedné suspenze byly i frakce s indexem lomu
nizs$im nez 1,363; nebot pravé tyto frakce obsahovaly VLPs.

Vdal$im kroku byly vzorky s pseudoviriony i VLPs prepipetovany do dialyzacni
membrany (Serva) a poté dvojstupnioveé dialyzovany vici 1,5 1 pufru B. Po skonceni dialyzy byly
vzorky zmembrany vyndany a preneseny do novych ultracentrifugacnich zkumavek.
Do zkumavek byl ptridan pufr B, a vzorky byly podvrstveny 1 ml 10% roztoku sacharézy (w/V)
vpufru B. Vzorky byly vyvazeny a centrifugovany v ultracentrifuze Optima L-90K,
vrotoru SW41 po 3 hodiny pti 35 000 rpm a teploté 4 °C. Po konci ultracentrifugace byly
supernatanty opatrné slity a zbylé pelety, jez obsahovaly bud pseudoviriony nebo VLPs,
byly pres noc rozplaveny ve 200 pl pufru B. Na zavér byly vzorky jesté opatrné resuspendovany
pipetou v pufru B a pak preneseny do mikrozkumavek, ve kterych byly uskladnény pti -20 °C.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

Pufr B:
10 mM Tris-HCl (pH ~ 7,4), 150 mM Nacl, 0,01 mM CaClz
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4.5.13 HEMAGLUTINACE

Do jamek 96-jamkové mikrotitra¢ni U-desticky (jeden fadek na jeden vzorek) bylo
napipetovano 50 pl 0,2% roztoku BSA v PBS. Poté bylo do jamek v prvnim sloupci desticky
ptridano 50 pl vhodné naredénych virovych ¢astic. Dale byly vzorky naredény dvojkovou fedici
fadou. Obsah jamek byl v prvnim sloupci diikladné promichan a pomoci multikanalové pipety
bylo z kazdé jamKky odebrano 50 ul suspenze, jez byla prenesena do jamek ve vedlejSim sloupci.
V téchto jamkach byla suspenze opét promichana a pak znovu bylo 50 pl pfeneseno do jamek
ve vedlejsSim sloupci. Tento postup byl opakovan, dokud nebylo dosazeno posledniho sloupce
desticky. V poslednim sloupci bylo také z kazdé jamky odebrano 50 pl suspenze. Téchto 50 pl
jiz ale bylo vyhozeno. Nakonec bylo do kazdé jamky ptridano 50 ul 0,4% morcecich erytrocytd.
Desticka se vzorky poté byla inkubovana v lednici pti 4 °C do druhého dne.

Vysledny pocet hemaglutinacnich jednotek (HAU) byl stanoven podle nasledujici
rovnice, kde n znaci pocet jamek, ve kterych byla hemaglutinace vzorku jesté pozitivni, tedy kdy

krvinky nesedimentovaly na dno jamky.

HAU [potet ¢astic na ml] = po&ateéni Fedéni vzorku - 2+D . 20
Z poctu jednotek HAU se pak dopocital pocet virovych Castic, které byly v nefedéném
vzorku pritomny. Jedna HAU totiZ v naSem pripadé odpovida 1 - 107 ¢astic (Hornikova et al,

2015).

4.5.14 ROzKLAD VLPs

(podle Suchanova, 2012 - Cileni umélych virovych partikuli polyomaviru na bunky
nadoru prostaty)

Celkem 50 pl vzorku, jenz obsahoval precisténé VLPs, bylo napipetovano do Slide-A
Lyzer® MINI Dialysis Device (ThermoFisher Scientific). Poté byl vzorek dialyzovan pri 4 °C
po dobu 1,5 hodiny proti roztoku pro rozklad I za neustalého michani na magnetické michacce.
Po skonceni této inkubace byl vzorek dialyzovan vic¢i 100 ml roztoku pro rozklad II
za neustalého michani opét po dobu 1,5 hodiny pri 4 °C. Po ukonceni dialyzy byl dialyzat
odebran a prenesen do cisté zkumavky. Vzorek byl poté centrifugovan po dobu 30 minut
pri 20 000 x g a pii 4 °C. Supernatant obsahujici rozpadlé pentamery byl nakonec odebran

a uskladnén v -20 °C.

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

Roztok pro rozklad I:
20 mM Tris-HCI (pH ~ 8.8), 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 5 mM EDTA

Roztok pro rozklad II:
20 mM Tris-HCI (pH ~ 8.8), 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 2 mM EDTA
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4.5.15 TESTOVANI VAZBY PENTAMER PROTEINU VP1 K MIKROTUBULUM

K otestovani toho, jestli se pentamery VP1 mysiho polyomaviru vazi na mikrotubuly,
byla pouzita komer¢éni souprava Microtubule Binding Protein Spin-down Assay Kit
(Cytoskeleton, Inc.). Do zkumavky bylo napipetovano 200 pl pufru GTB (,General Tubulin
Buffer”), jenZ byl zahiat na 35 °C. Aliquot tubulinu (5 mg/ml), byl rozmraZen ve vodni 1azni
o pokojové teploté. Jakmile byl tubulin rozmrazen, tak byl okamzité prenesen na led
a byly knému pridany 2 pl tzv. Cushion pufru. Obsah zkumavky byl opatrné promichan
a pak byl tubulin po 20 minut inkubovan ve 35 °C, aby doslo k polymeraci v mikrotubuly.
Po ukonceni polymerace tubulinu byly k predehiatému pufru GTB napipetovany 2 ul
2 mM roztoku taxolu a celym timto objemem byl okamZité zfedén roztok tubulinu na zhruba
0,45 mg/ml proteinu. V tuto chvili byly pripraveny mikrotubuly o délce 5-10 pm, které byly
stabilizovany taxolem. Po zbytek experimentu byly jiZ mikrotubuly ponechany pfi pokojové
teploté. Reak¢ni smési byly pripraveny v 8 zkumavkach podle tabulky ¢. 4. Pripravené reakce
pak byly inkubovany pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Roztoky s proteiny
MAP frakce (1 mg/ml) i BSA (5 mg/ ml) byly také dodany jako soucast kitu.

Tabulka €. 4 — Slozeni 8 reakénich smési pro testovani vazby pentameru VP1

ke struktufe mikrotubult
Tabulka byla pfipravena podle navodu, ktery byl soucasti zakoupeného kitu.

, Objem sledovaného Objem Objem GTB
Sledovany . . o
Zkumavka . proteinu mikrotubulli pufru
protein

(W) (1) (W)

1 Zadny - 20 30

2 MAP frakce 16 20 14
3 BSA 1,5 20 28,5

4 MAP frakce 16 - 34
5 BSA 1,5 - 48,5
6 VP1 (5 pg) 3,6 - 46,4
7 VP1 (5 ug) 3,6 20 27,7
8 VP1 (2 pg) 1,5 20 29,1

Mezitim bylo v pribéhu inkubace do 1 ml Cushion pufru pfidano 10 pl 2mM roztoku
taxolu, tak aby v pufru nevznikly Zadné bubliny. Poté bylo 100 pl tohoto pufru napipetovano
na dno celkem 8 ultracentrifuga¢nich zkumavek o maximalnim objemu 1 ml.

Po skonceni inkubace bylo 100 ul pripraveného Cushion pufru pirevrstveno 30 pl
reakcni smési. To vSe bylo jeSté prevrstveno 200 pl parafinového oleje. Ultracentrifugacni
zkumavky byly nasledné vyvazeny na stejnou hmotnost a stoceny v ultracentrifuze Optima™
MAX-XP (Beckman) pii pokojové teploté a pretizeni 100000 x g po dobu 40 minut.
Kdyz ultracentrifugace skoncila, tak byl nejprve zvrsku zkumavek odsan parafinovy ole;j.

Nasledné byly opatrné odsany supernatanty. Pelety byly resuspendovany ve 20 ul GTB pufru
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a 5 pl 5x koncentrovaného Laemmliho pufru (dohromady 25 pl). Poté byly uschovany v -20° C.
Ke zbylym 20 pl reakéni smési bylo také pridano 5 pl 5x koncentrovaného Laemmliho pufru.
Tento vzorek byl rovnéZ uschovan v -20° C a slouzil ndm jako reference vstupniho mnoZstvi
materialu pro naslednou analyzu.

Piitomnost proteind v peletu byla detekovana bud’ po obarveni polyakrylamidového
gelu pomoci Coomassie anebo po imobilizaci proteini na membrané pomoci specifické
protilatky. Procento proteint, které se vyskytovaly v peletu, bylo vztazeno k mnoZstvi

vstupniho materialu podle rovnice uvedené nize.

. 3 - (signal v peletu/pouzity objem vzorku) - 25 pl
Procento proteinii v peletu = — — — - 100%
2 - (signal referen¢niho vzorku/pouzity objem vzorku) - 25 pl

¢ SloZeni pouzitych roztoki/pufri:

GTB pufr:
80 mM PIPES (pH ~ 7), 2 mM MgClz; 0,5 mM EGTA

Cushion pufr:
80 mM PIPES (pH ~ 7), 1 mM MgClz, 1 mM EGTA, 60% (V/V) glycerol

4.5.16 TRANSMISNi ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE —
METODA NEGATIVNIHO BARVENI

Na hydrofobni vrstvu parafilmu byla nanesena 5ul kapka vzorku. Na vrSek této kapky
pak byla pomoci pinzety opatrné poloZzena médéna elektronmikroskopickd sitka
s pouhlikovanou stranou smérem dolli. Tato sitka byla na kapce vzorku ponechana 5 minut
a pak byla prenesena na 75ul kapku demi H;0, kde se vzorek promyval 30 sekund.
Poté byla sitka prenesena na jesté jednu kapku demi H,0, kde byl vzorek promyvan dalSich
30 sekund. V dal$im kroku byl vzorek na sitce kontrastovan minutovou inkubaci na vrchu 50pl
kapky 2% (V/V) roztoku kyseliny fosfowolframové (pH ~ 7). I tato inkubace byla provedena
dvakrat za sebou. Nakonec byl zbytek kyseliny ze sitky opatrné odsan kouskem filtra¢niho
papiru. Po dosuseni na vzduchu byl vzorek na sitce pozorovan transmisnim elektronovym
mikroskopem JEOL JEM-1011 ktery je dostupny vramci servisni laboratotfe elektronové

mikroskopie Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.
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5. VYSLEDKY
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5.1 IN VITRO TESTOVANI VAZBY PROTEINU VP1 mYSIHO
POLYOMAVIRU KE STRUKTURE MIKROTUBULU

Vnas$i laboratoii se jiZz dlouhodobé zabyvame vlastnostmi polyomavirovych
strukturnich proteind na prikladu modelového viru celedi, mysSiho polyomaviru.
Vramci tohoto vyzkumu bylo pozorovano, Ze vsavéich burlkach ptfi heterologni expresi
hlavniho kapsidového proteinu VP1 dochazi kakumulaci tohoto proteinu v cytoplazmé
a ktvorbé dlouhych nerozpustnych vlaken. Jak se pozdéji ukazalo, tak se jedna o bunécné
mikrotubuly, které VP1 obaluje, a tim zvySuje jejich stabilitu. Podobny fenotyp
jako pti koexpresich mize pozorovan i pii infekci MPyV (Hornikova et al., 2017).

Vazba VP1 na mikrotubuly tedy pravdépodobné neni artefakt vznikly pti heterologni
expresi, ale jedna z fyziologickych vlastnosti viru. Proto jsme se rozhodli in vitro otestovat,
jestli je protein VP1 sam o sobé schopen vazby k mikrotubuliim. K tomuto tcelu jsme vyuZili
Microtubule Binding Protein Spin-down Assay kit (Cytoskeleton, Inc.), jenZ obsahuje vSechny
véci potfebné pro in vitro experiment. Logicky jediné, co chybélo, byl na$ protein zajmu,
jehoz vazbu jsme chtéli testovat. Pro produkci a naslednou izolaci velkého mnoZstvi proteinu
VP1 jsme se proto rozhodli vyuzit bakulovirovy expresni systém, s nimz ma naSe laborator
bohaté zkuSenosti. Jelikoz se ale protein VP1 pfi heterologni expresi v hmyzich bunkach
samouspoiadava v jadie do struktury virovych ¢astic, bylo nutné pted in vitro experimentem

Castice rozlozit na jednotlivé pentamery.

5.1.1 1ZOLACE, PURIFIKACE A KVANTIFIKACE VIROVYCH CASTIC SLOZENYCH
Z PROTEINU VP1

Pro ziskani dostatetcného mnoZstvi proteinu VP1 jsme provedli celkem
dvé na sobé nezavislé izolace castic. Pfi prvni izolaci byly rekombinantnim bakulovirem,
jenz exprimoval pouze protein VP1, infikovany hmyzi buiiky linie Sf9 na celkem
osmi 100mm Petriho miskach. V pfipadé druhé izolace jsme chtéli ziskat vice materidly,
a proto jsme infikovali buiiky na dvanacti 100mm Petriho miskach. Bunky linie Sf9 byly nejprve
lyzovany a Castice byly od zbytku rozpustnych proteinti oddéleny ultracentrifugaci
pres sachardézovy polstar. Jednotlivé populace c¢astic sloZzenych z VP1 jsme pak separovali
pomoci centrifugace vhustotnim gradientu CsCl. Vzniklé gradienty byly pri obou izolacich
rozebrany na celkem 16 frakci. Pfitomnost proteinu VP1 v jednotlivych frakcich byla potvrzena
metodou dot blot, jejiz vysledek miizeme vidét na obrazku ¢. 8. V piipadé prvni izolace byl
protein VP1 pritomen ve vSech frakcich. Pri druhé izolaci byl protein VP1 detekovan

az na frakci 1 také ve vSech frakcich.
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Obrazek €. 8 — Pri obou izolacich byl protein VP1 po izopyknické centrifugaci pfitomen
v jednotlivych frakcich gradientu CsCl.

Pfitomnost proteinu VP1 ve frakcich CsCl gradientu byla ur¢ena pomoci imunodetekce.
Pro detekci jsme vyuZili mysi mnonoklondlni protilatku specifickou pro VP1 a kozi polyklondini
protilatku rozeznavajici mysi imunoglobuliny, jez byla konjugovana s enzymem kfenovou peroxidazou.

Kdyz jsme ovéfili, Ze je protein VP1 pritomen v gradientu CsCl, tak byl pro jednotlivé
frakce zméren jejich index lomu, jejichZ hodnoty mizeme vidét v tabulce ¢. 5. Pseudoviriony
MPyV se nachazeji ve frakcich gradientu CsCl, jejichz index lomu se nachazi vrozmezi
1,366 az 1,363. Ve frakcich, jejichz index lomu je nizs$i nez1,363, se pak nachazeji VLPs.
V piipadé prvni izolace tedy byly pospojovany frakce 5-9 do spolecné frakce pseudoviriond
a frakce 10-16 do spolec¢né frakce zvané VLPs. Pti druhé izolaci byly do frakce pseudovirionti
pospojovany frakce 7-12 a do frakce VLPs pak frakce 13-16. Ve frakcich s indexem lomu vys$$im
néz 1,366 byl podle dot blotu protein VP1 také detekovan, ale v nizsi mire a zaroven nebyl
ve formé virovych ¢astic. Proto jsme s témi to frakcemi jiz dale nepracovali. Po odstranéni CsCl
dialyzaci byly Castice v pospojovanych frakcich zakoncentrovany pies sachardézovy polStar
anasledné dale charakterizovany.

V prvni fadé jsme zmérili koncentraci proteinti ve frakcich pseudovirioni a frakci VLPs,
a to metodou podle Bradforda. Na zakladé smérnice kalibrac¢ni kiivky (hodnota spolehlivosti
R2 = 0,9991) jsme stanovili, Ze ve frakci pseudoviriond z prvni izolace je 0,3 mg/ml proteinu.
Ve frakci VLPs ze stejné izolace byla koncentrace proteini 1,51 mg/ml. Z druhé izolace byla
koncentrace proteini ve frakci pseudovirionli velmi podobnd a to 0,25 mg/ml.
Frakce VLPs zdruhé izolace pak obsahovala 2,27 mg/ml proteinu. Poté jsme se stanovili

priblizny pocet castic (pseudovirioni i VLPs) ve vSech frakcich pomoci hemaglutinace.
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Ve frakci VLPs z prvni izolace bylo na zakladé hemaglutinace ptiblizné 6,4 - 1010 ¢astic/ml.
V té samé frakci, ale z druhé izolace bylo priblizné 5,76 - 101! ¢astic/ml. Co se tyCe koncentrace

Castic ve frakcich obsahujici pseudoviriony, tak ta byla pod detek¢nim limitem metody.

Tabulka €. 5 — Indexy lomu pro jednotlivé frakce z obou izolaci virovych ¢astic

Index lomu
Frakce . .
lzolace ¢. | Izolace ¢. I
1 1,3745 1,3770
2 1,3710 1,3745
3 1,3690 1,3710
4 1,3670 1,3695
5 1,3660 1,3680
6 1,3650 1,3670
7 1,3645 1,3660
8 1,3640 1,3650
9 1,3630 1,3645
10 1,3625 1,3640
11 1,3620 1,3640
12 1,3610 1,3635
13 1,3600 1,3625
14 1,3590 1,3620
15 1,3570 1,3610
16 1,3565 1,3585

V dalsim kroku jsme ovérili Cistotu ¢astic. Vzorky z obou izolaci jsme separovali pomoci
proteinové elektroforézy a separované proteiny jsme vizualizovali pomoci barvy Coomassie
(obrazek ¢. 9A). Na gelu byl nejpatrnéjsi prouzek odpovidajici 45-48 kDa, ktery by odpovidal
velikosti proteinu VP1. Mimo to ale vgelu byla pritomna fada dalSich prouzki rtznych
molekulovych hmotnosti, jejichZ identitou jsme si nebyli jisti. Proto jsme vzorky z obou izolaci
rozdélili pomoci SDS-PAGE, separované proteiny jsme prenesli na membranu a protein VP1
jsme detekovali specifickou protilatkou (obrazek ¢. 9B). Jak mlizeme pozorovat, tak protein VP1
byl detekovan v tadé prouzkd. Dominantni prouzek voblasti 45-48 kDa odpovida
denaturovanému proteinu VP1. Pruhy s nizsi molekulovou hmotnosti jsou patrné rtizné formy
degradovaného proteinu VP1. Prouzky o vétSi molekulové hmotnosti nez 48 kDa jsou
pravdépodobné posttranslacné modifikované formy proteinu VP1. Vzor prouzki proteinu VP1
detekované pii Western blotu se prekryval s prouzky na gelu obarveném pomoci Coomassie.
Ztohoto diivodu jsme usoudili, Ze obé naSe izolace jsou relativné Cisté a obsahuji velké

mnoZzstvi proteinu VP1.
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Obrazek €. 9 — Obé izolace polyomavirovych castic obsahuiji Cisty protein VP1

Na obrazku (A) byly pomoci SDS-PAGE separovany frakce s pseudoviriony (2 ug) a frakce obsahujici
VLPs (5 i 10 pg) z obou izolaci. Separované proteiny byly vizualizovany barvou Coomassie nebo byly
pfeneseny na membranu a protein VP1 byl detekovan specifickou protilatkou (B). Protein VP1 byl
pfi Western blotu detekovan v tradé prouzk(, které se prekryvaly s pozici prouzkl pfitomnych
na obarveném polyakrylamidovém gelu. Vysledky z obou proteinovych separaci tedy znadi, Ze jsme
jednak vyizolovali protein VP1 ve velkém mnozstvi, ale i v relativné Cisté podobé.

Na zavér jsme Cistotu frakci ovérili pomoci elektronové mikroskopie. Jak ukazuji
obrazky 10A-D, tak ve vSech pripadech jsme vyizolovali protein VP1 ve formé virovych castic.
Na obrazcich 10A a 10B mtlizeme pozorovat smeés pseudovirionti (sférické castice, kde vnitrky
Castic nebyly kontrastovany barvou, nebot byly vyplnény DNA z hmyzich bunék, kolem kterych
se kapsida zproteinu VP1 usporadala) a VLPs (sférické castice, kde wvnitfky Ccastic
jsou kontrastovany barvou) z prvni a druhé izolace. Na obrazcich 10C a 10D jsou pouze VLPs,

jez byly purifikovany béhem prvni a druhé izolace. Na rozdil od snimkd 10A a 10B zde miizeme
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pozorovat vyssi hustotu Castic, coZ je vsouladu snaméfenou Koncentraci proteint.
Na obrazku 10C se kromé VLPs se sférickym tvarem vyskytovaly i VLPs s trubkovitou
strukturou. Jak jiZ bylo popsano v kapitole 2.7, tak tyto struktury se Casto vyskytuji
v preparacich VLPs. Jejich zvySend pritomnost v prvni izolaci, pifinasi i mozné vysvétleni toho,
pro¢ i pres podobnou Koncentraci proteini vychazely tak rozdilné koncentrace Castic
pfi méreni pomoci hemaglutinace. Pritomnost dlouhych trubkovitych struktur mohla
totiz ovlivnit hemaglutinaci a tim padem, i kdyZz byla koncentrace proteini podobnj,
tak ve vysledku tento vzorek obsahoval menSi pocet Castic schopnych hemaglutinace
erytrocytli, coZ mohlo zplisobit pozorovany rozdil. Vkazdém piipadé se ale jedna

jen o hypotézu, kterou jsme dale netestovali.

o .. 30£Im = ’
Obrazek ¢. 10 — Protein VP1 je vpfipadé obou izolaci uspofddan do struktury
pseudovirionti ¢i VLPs

Ze vzork( izolovanych polyomavirovych ¢astic byly pfipraveny preparaty pro transmisni elektronovou
mikroskopii. Jednotlivé ¢astice byly kontrastovany metodou negativniho barveni ve 2% (V/V) roztoku
kyseliny fosfowolframové. Na obrazku (A) je frakce pseudovirion( ziskand pfi prvni izolaci, zatimco
na obrazku (B) jsou pseudoviriony zdruhé izolace. Na obrazku (C) jsou pak prazdné VLPs
z prvni izolace. Na obrazku (D) jsou rovnéz VLPs ale tentokrat z druhé izolace ¢astic. Jak miZeme vidét
ze vSech Ctyrf obrazk(, tak jsme vyizolovali pIné sestavené Castice.
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5.1.2 ROZzKLAD VLPS NA JEDNOTLIVE PENTAMERY PROTEINU VP1

Abychom mohli otestovat vazbu proteinu VP1 na mikrotubuly, bylo nejprve nutné
Castice rozlozit na jednotlivé pentamery. Pro samotny rozklad jsme se rozhodli pouzit pouze
frakce s VLPs, nebot oproti pseudovirioniim jsme byli schopni je vyizolovat v dostateCném
mnoZstvi. Castice jsme rozkladali dvojstupitiovou dialyzou oproti pufru obsahujicim
DTT a EDTA za zvySeného pH (~ 8,8). Vtomto pufru dochazi k destabilizaci S-S mustk
a postupnému rozpadu ¢astice na jednotlivé pentamery.

Abychom ovérili, Ze se castice efektivné rozloZily, tak jsme zrozlozeného vzorku
pripravili preparaty pro transmisni elektronovou mikroskopii. Celkem jsme pripravili
dva preparaty. Prvni preparat byl z peletu, ktery vznikl po centrifugaci rozloZenych VLPs.
Fotografii tohoto preparatu mtizeme vidét na obrazku 11A. Z obrazku je patrné, Ze v peletu
se nachazely zbytky nerozloZenych castic, rizné amorfni proteinové agregaty a mala cast

struktur pripominajici volné pentamery. Fotografii druhého prepardtu pro elektronovou

mikroskopii pak miiZzeme vidét na obrazku 11B. Vtomto pripadé se jednalo se o vzorek

Obrazek €. 11 — Po centrifugaci rozloZzenych VLPs jsme ziskali supernatant obsahujici
nesrazené pentamery proteinu VP1

Po rozkladu VLPs byly volné pentamery oddéleny od nerozloZenych castic ¢i agregovanych proteind
pomoci centrifugaci. Ze vzniklého peletu i supernatantu byly nasledné pfipraveny vzorky pro transmisni
elektronovou mikroskopii. Na obrazku (A) mGZeme vidét vzorek peletu z rozloZenych Castic. Z obrazku je
patrné, Ze obsahoval nerozloZené Castice Ci agregované pentamery. Mimo to je mozno pfi blizSim
pohledu vidét i par struktur, které odpovidaji volnym pentameram proteinu VP1. Na obrazku (B)
pak miZeme vidét vzorek supernatantu z rozloZenych ¢astic. Jak je z obrazku patrné, tak v supernatantu
se vyskytovali pouze struktury, jejichz velikost odpovidala pentameram proteinu VP1. Co je hlavni, je to,
Ze nedoslo k jejichj agregaci a Zze mohly byt pouZity pro dalsi experimenty.
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supernatantu z rozlozenych castic. Jak je patrné, tak v tomto piipadé vzorek neobsahoval zadné
proteinové agregaty, ale pouze homogenni smés struktur, jejichz velikost se podle méreni
v programu Fiji pohybovala kolem 8-10 nm. Tato velikost odpovid4 rozmérim pentamery VP1,
tak jak byla urcena pomoci krystalové difrakce (Liddington et al, 1991). Na zakladé tohoto
vysledku jsme usoudili, Ze metoda rozkladu fungovala velmi dobfe a Ze supernatant
srozloZenymi pentamerami jsme mohli pouZit dale. Zaroven jsme nepozorovali Zadny rozdil
vrozkladu VLPs zprvni ¢i druhé izolace, a v pribéhu dalSich experimentli jsme je volné
zaménovali.

Predtim nez jsme ale mohli pristoupit k pokusu s in vitro vazbou pentamer, tak jsme
museli vyreSit jednu komplikaci. Jednalo se o nekompatibilitu mezi pufrem urcenym
pro rozklad ¢astic a pufrem GTB, ktery se pouziva pro pokus s mikrotubuly. Pro rozklad ¢astic
totiz slouzi pufr s 50mM NaCl, ale koncentrace NaCl vyssi nez 25 mM nepriznivé ovliviiuje
vazbu proteind k mikrotubultim. Negativné ovliviiuje vazbu k mikrotubultim i pH mensi néz 5
¢i vyssi nez 9. Vpripadé pufru pro rozklad castic je ale pH dosti vysoké a to kolem 8,8.
Proto jsme ptivodné zkouseli, jestli se VLPs daji rozlozit v pufru GTB s pridavkem 2 mM DTT
a zvySenou koncentraci EGTA (na 5 mM). Vtomto pufru ale krozkladu VLPs nedoslo
(data neukazana). Nasledné jsme se tedy rozhodli dialyzovat rozlozené pentamery,
jeZ byly pripraveny podle ptivodni navodu, do pufru GTB. Dialyzace ale dopadla bez uspéchu
a doslo kvelké agregaci pentamer (data neukazana). Na dplny zavér jsme se tedy pokusili
pentamery do pufru GTB primo naredit. Ztoho divodu byly ptipraveny tii preparaty
pro elektronovou mikroskopii, kde byly pentamery VP1 ziedény pufrem GTB.
Na obrazku ¢. 12A mlzeme vidét pentamery proteinu VP1, jez byly zfedény 2x. Na obrazku
¢. 12B pak byly pentamery 5x zfedéné a obrazek ¢. 12C pochdzi z 10x ziedéného vzorku.
Z obrazku je patrné, Ze tentokrat nedoslo k agregaci ani u jednoho vzorku. Kdyz jsme si ovérili,
Ze pri primém zredéni nedochazi ke srazeni proteinu VP1, tak jsme zmérili koncentraci
proteind v rozloZenych casticich (1,38 mg/ml) a pristoupili jsme k testovanim vazby v in vitro

experimentu.
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Obrazek ¢. 12 — Rozloiené castice pri
zfedéni v GTB pufru neagreguji

Pro testovani, jestli se pentamery proteinu VP1 vazi
na mikrotubuly bylo nutné, aby nedochazelo
k jejich agregaci béhem in vitro reakce. Proto jsme
pentamery fedili v GTB pufru 2x (A), 5x (B)
a 10x(C) a sledovali, jestli dojde k agregaci.
Jak je patrné, tak ani pfi jednom zfedéni nedochazi
k agregaci pentamer.

5.1.3 IN VITRO VAZBA PENTAMER PROTEINU VP1 K MIKROTUBULU

Poté co bylo ovéreno, Ze dochazi k rozpadu VLPs na jednotlivé pentamery a Ze se tyto
pentamery pii ziedéni v GTB pufru nesrazi, pokrocili jsme k pripravé in vitro experimentu.
Ten byl pripraven dle navodu, jenz byl priloZen spolu s Microtubule Binding Protein Spin-down
Assay Kitem (Cytoskeleton, Inc.). Principem této metody bylo, Ze se nejprve nechal in vitro
polymerovat tubulin do struktury mikrotubuli. K mikrotubulim bylo nasledné pridano
definované mnozstvi testovaného proteinu (2 ¢i 5 pg) a reakce byla inkubovana po dobu
30 minut. Poté byl navazany protein od toho nevazaného oddélen ultracentrifugaci pres 60%

(V/V) glycerolovy polstar (tzv. Cushion pufr). V pripadé, Ze se protein vazal na mikrotubuly,
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tak pri ultracentrifugaci spolu s mikrotubuly peletoval na dno zkumavky. Pokud se protein
nevazal, mél zlstat v supernatantu. Proto bylo dileZité otestovat, jestli se pentamery proteinu
VP1 v GTB pufru nesraZi, protoZe kdyby ano, mohly by rovnéz sedimentovat srze Cushion pulfr.
Kromé samotného testovaného proteinu jsme v ramci experimentu pripravili i fadu kontrol,
které nas méli ujistit, Ze naSe reakéni podminky funguji. Kromé reakci s proteinem VP1
jsme pripravili i reakce, kde byly k mikrotubultim pridany proteiny MAP frakce s prokazanou
schopnosti vazat mikrotubuly (pozitivni kontrola) ¢i protein BSA, jenZ tuto schopnost nemél
(negativni kontrola). Celkem se takto béhem jednoho experimentu pripravilo osm vzorki.

Pii prvnim pokusu jsme tento experiment provedli cely dle ndvodu vyrobce a Cushion
pufr jsme prevrstvili veSkerym objemem reakcéni smési (50 pl). Po ultracentrifugaci jsme
poté zvrchu vzorku odebrali znovu 50 pl supernatantu, protoze se piedpokladalo,
Ze se nenavazané proteiny do Cushion pufru viibec nedostanou. Dale se opatrné odebral zbytek
Cushion pufru a resuspendoval se pelet. Pii nasledné separaci proteinii pomoci SDS-PAGE
a obarvenim gelu pomoci Coomassie jsme ale protein VP1 viibec nebyli schopni v supernatantu
detekovat, a to ani u vzorkli, kde Zadné mikrotubuly pridany nebyly. Protein VP1 nebyl
detekovdn ani pomoci Western blotu (data neukazana). Je tedy pravdépodobné,
Ze i kdyZ pentamery proteinu VP1 nebyly schopny bez mikrotubuli sedimentovat na dno
zkumavky, zaputovaly do 100 pl Cushion pufru, a proto je nebylo mozné detekovat ve vrchni
Casti supernatantu. Proto jsme pokus modifikovali tak, jak je popsan v kapitole 4.5.15.
Misto 50 pl jsme Cushion pufr prevrstvili pouze 30 pl reakéni smési a zbylych 20 pl jsme
si ponechali pro urceni referen¢niho mnozstvi vstupniho materialu. Pfi této upraveé postupu
jsme jiZz vzorky supernatantu neodebirali. Podobné jako v prvnim pripadé jsme proteiny
v 8 vzorcich separovali pomoci SDS-PAGE a proteiny jsme obarvili pomoci barvy Coomassie.
Vysledek miiZzeme pozorovat na obrazku ¢. 13. Pomoci programu Fiji jsme pro jednotlivé
prouzky vgelu stanovili jejich intenzitu, kterd byla normalizovana, tak aby odpovidala
plivodnimu mnozstvi proteinli v reakéni smési pired ultracentrifugaci (podrobnéji v kapitole
4.5.15). Mnozstvi proteinu v peletu jsme nakonec vyjadrili jako procento ptivodniho mnoZstvi
proteinu v reakéni smési pired ultracentrifugaci. Ziskané hodnoty jsou shrnuty v tabulce ¢. 6.

Jak miiZzeme pozorovat na obrazku ¢. 13, tak ve vSech vzorcich, kde byly pridany
mikrotubuly (vzorek €. 1, 2, 3, 7 a 8) doslo k sedimentaci tubulinu. Podle informaci vyrobce kitu
by vpripadé tubulinu mélo vpeletu byt vice jak 80 % vstupniho mnozZstvi proteinu.
To bylo splnéno pouze v pripadé vzorkt ¢. 2, 3 a 7. U vzorkd ¢. 1 a 8 tato hodnota byla mens;,
ato 44 % a 56 %. To proc u téchto vzorkid sedimentovala jen zhruba polovina mikrotubulti je
tézké rici. Roli by v tomto pripadé mohla hrat i metodika méteni. Tubulin byl totiZ v reak¢nich
smeésich oproti ostatnim proteinim ve velkém prebytku, a tudiZ byl jeho signal velmi

presyceny. To by pak mohlo vést ke zkresleni skute¢nych hodnot. Vzhledem ktomu,
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Ze ale v ostatnich vzorcich mikrotubuly sedimentovaly podle o¢ekavani a také na zakladé toho,
Ze sedimentace ostatnich kontrolnich proteinti rovnéz odpovidala piedpokladu, jsme se timto
problémem dale nezaobirali.

Vzorek €. 4

MAP

Vzorek €. 1 | Vzorek €. 2 | Vzorek €. 3

mikrotubuly mikrotubuly + MAP | mikrotubuly + BSA

M|P R|P R|P R|P R

MAP
(_
245 kDa (280 kDa)
180 kDa
135 kDa
100 kDa
75 kD
@ BSA
_
63 kDa (68 kDa)
: Tubulin
48 kDa (55 kDa)
35 kDa
Vzorek €. 5| Vzorek €. 6 | Vzorek €. 7 | Vzorek €. 8
mikrotubuly + mikrotubuly +
BSA VP1 (5 ug) VP1 (5 1g) VP1(2 pg)
mp R|{P R|P R| P R
245 kDa
180 kDa
135 kDa
100 kDa
75 kDa BSA
63 kDa (68 kDa)
— Tubulin
48 kDa (55 kDa)
35 kDa

Obrazek ¢. 13 — Mikrotubuly a kontrolni proteiny sedimentuji podle naseho ocekavani

Po pripravé vzork(d byly proteiny jak v peletu (P) tak v referenénim vzorku (R) separovany pomoci
SDS-PAGE a nasledné vizualizovany barvenim v Coomassie. Kontrolni proteiny sedimentovaly
dle ocekavani. Tubulin, jeZ tvofil strukturu mikrotubuld, byl ve vzorcich €. 1, 2, 3, 7 a 8 jak v referenénim
mnozstvi, tak i vpeletu. Frakce MAP proteinli byla podle ocekavani pritomna v peletu spolu
s mikrotubuly (vzorek ¢. 2) a naopak chybéla v peletu, kdyZ ve vzorku nebyly pfitomny mikrotubuly
(vzorek €. 4). Protein BSA nebyl pfitomen v peletu u vzorku €. 3 ani €. 5. TudiZ tento protein neni schopen
vazat mikrotubuly a ani nedokaze sedimentovat skrze Cushion pufr sdm o sobé. V pfipadé proteinu VP1,
ale nebylo mozné urcit, jestli se na mikrotubuly vdZe anebo ne, protoZe jeho mnoiZstvi bylo pod
detekénim limitem barveni pomoci Coomassie.
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Tabulka €. 6 — Procento proteinu v peletu po analyze obarvenych gelt
Vztazeno k celkovému mnozZstvi proteinu v reakéni smési

Tubulin MAP BSA VP1
Vzorek ¢. 1 44 % - - -
Vzorek €. 2 82 % 81% - -
Vzorek €. 3 81 % - 13% -
Vzorek ¢. 4 - 10% - -
Vzorek €. 5 - - 4% -
Vzorek €. 6 - - - nedetekovan
Vzorek ¢. 7 99% - - nedetekovan
Vzorek ¢. 8 56 % - - nedetekovan

Na obrazku ¢. 13 miizeme rovnéz pozorovat, Ze vSechny kontrolni proteiny interagovali
s mikrotubuly dle oCekavani. Jako pozitivni kontrola, Ze se za naSich reak¢nich podminek
proteiny mohly vazat na mikrotubuly, ndm slouZila MAP frakce, ktera obsahovala nékolik
proteint s prokdzanou schopnosti vazat mikrotubuly. V ptipadé vzorku ¢. 2, kde se kromé
proteind MAP frakce nachazely i mikrotubuly, mizeme vidét, Ze doslo k jejich kosedimentaci.
Podle navodu by vazba proteinti k mikrotubulim méla vyustit ve vice jak 80% sedimentaci
proteind frakce MAP. V naSem pripadé jsme namérili, Ze se v peletu nachazi zhruba 81 %
proteind. Zaroven jsme ve vzorku ¢. 4, kde nebyly Ziadné mikrotubuly, namérili,
Ze doslo ksedimentaci pouze 4 % proteini MAP frakce, coz ndm potvrzuje, Ze bez vazby
k mikrotubuliim tyto proteiny nemohly sedimentovat na dno ultracentrifugacni zkumavky.

Jako negativni kontrola nam slouZil protein BSA, ktery se ke struktuie mikrotubulti neni
schopen vazat. To ndm potvrzuje i vzorek ¢. 3, kde se nachazely jak mikrotubuly, tak protein
BSA. V tomto vzorku miiZeme vidét, Ze doSlo k sedimentaci vice jak 81 % vSech mikrotubult.
Protein BSA ale sedimentoval jen ze 13 %. Pokud by doSlo kjeho vazbé na mikrotubuly,
tak by v peletu muselo byt vice jak 80 % pouZzitého proteinu. Podle ocekavani protein BSA
nebyl schopen sedimentovat ani v nepfritomnosti mikrotubuld. Ve vzorku ¢. 5 bylo v peletu
jen 4 % proteinu BSA.

BohuzZel jsme ale na obarveném gelu nebyly schopni detekovat protein VP1,
a to nejen v peletech, ale ani vreferen¢nich vzorcich. Proto jsme se rozhodli detekovat
protein VP1 ve vzorcich 6-8 specifickou protilatkou a vysledek ukazuje obrazek ¢. 14.
Podobné jako v pripadé obarvenych gelG jsme i po Western blotu zmérili signal proteinu
vpeletu (P) a referencnim vzorku (R) a ziskané hodnoty jsme normalizovali na pdvodni
mnozstvi proteinu vreakci. Procento proteinu VP1 vpeletu bylo vyjadfeno jako podil
normalizovaného signalu vpeletu a normalizovaného signalu vreferennim vzorku.

Vypoctené hodnoty tohoto méreni jsou prezentovany v tabulce ¢. 7.
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Vzorek €. 1 | Vzorek €. 6 | Vzorek €. 7 | Vzorek . 8
mikrotubuly + mikrotubuly +
mikrotubuly VP1 (5 pg) VPL(S pg) VP (2 pg)

m| P R | P R | P R| P R

180 kDa
135 kDa

100 kDa

75 kDa

63 kDa

48 kDa - . e — (——

35 kDa

25 kDa
20 kDa

Obrazek €. 14 — Protein VP1 je pfitomen v peletech v pfitomnosti tubulinu ve velmi
malém mnozstvi

Vzorky €. 1, 6, 7 a 8 byly separovany pomoci SDS-PAGE a nasledné byly proteiny pomoci Western blotu
pfeneseny na nitrocelulézovou membranu. Protein VP1 byl detekovan pomoci specifické protilatky.
Vzorek €. 6 ukazal, Ze protein VP1 neni schopen sam o sobé sedimentovat pres Cushion pufr. U vzorku €. 7
se protein v peletu vyskytoval ve velmi malém mnozZstvi a u vzorku €. 8 jsme protein v peletu jiz nebyli
schopni detekovat.

Tabulka €. 7 — Procento proteinu VP1 v peletu po imunodetekci protilatkou
Vztazeno k celkovému mnozZstvi proteinu v reakéni smési

VP1
Vzorek €. 6 0%
Vzorek €. 7 3%
Vzorek €. 8 0%

v

Z obrazku ¢. 14 a tabulky ¢. 6 je patrné, Ze se pentamery proteinu VP1 mysiho
polyomaviru na mikrotubuly nevazi bud' viibec anebo jen velmi neefektivné. Na vzorku ¢. 6
muzeme vidét absenci proteinu VP1 v peletu, ale jeho pritomnost v referencnim vzorku.
To nam potvrdilo, Ze pentamery VP1 nebyly pri ultracentrifugaci schopny sedimentovat
na dno zkumavky sami o sobé. Ve vzorku ¢. 7 jiZz malé mnozstvi proteinu v peletu bylo,
ale jen zhruba 3 % z celkového mnoZstvi, které bylo do reakce pouzito. V piipadé vzorku ¢. 8,
kde byly pouzity pouze 2 pg proteinu VP1 vreakci s mikrotubuly, nebyl v peletu ptitomny
jiz viibec Zadny signal proteinu VP1.

Na konec jsme se jeSté rozhodli ptipravit preparaty pro transmisni elektronovou
mikroskopii. Chtéli jsme totiz oveérit, jestli se na strukturu mikrotubuli nevazi malé
shluky pentamer proteinu VP1, které by mohly odpovidat oném 3 % proteind v peletu
(viz. obrazek 14). Samotné preparaty pro elektronovou mikroskopii byly pripraveny z malého

objemu reakcnich smési vzorku ¢. 1 a 7 po 30minutové inkubaci, ale predtim néz byly
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ultracentrifugovany. Obavali jsme se totiz, Ze po rozplaveni peletu by mohlo dojit
i kfragmentaci struktury mikrotubuli. Ve vzorku ¢. 1 (obrazek 15A), ktery slouzil
jako negativni kontrola, mlZeme pozorovat vlaknité struktury mikrotubuld, jejichz Sitka
se pohybovala kolem 22-24 nm, coz odpovida publikovanym hodnotdm. Preparat ze vzorku
¢. 7, ktery obsahoval jak mikrotubuly, tak pentamery proteinu VP1, miizeme vidét na obrazku
15B. I vtomto piipadé mizZeme pozorovat strukturu mikrotubuld. Rovnéz mizeme v pozadi
pozorovat i struktury pentamer VP1, které ale nejsou na mikrotubulech vazané a ani nevytvari
Zadné pozorovatelné shluky. Na obrazku lze jesté pozorovat i kousek agregovaného materialu,
ktery se ale na mikrotubuly nevazal. Jeho sloZenim jsme si nebyli jisti, pravdépodobné se mohlo
jednat o smés nezpolymerovaného tubulinu a proteinu VP1. Tento agregiat by mohl byt
také zodpovédny za slaby signal proteinu VP1 vpeletu vzorku ¢ 7, jez byl detekovan
pii Western blotu, ale primy diikaz pro toto tvrzeni postradame.

Ziskana data naznacuji, Ze pentamery proteinu VP1 nejsou schopny se efektivné vazat
na strukturu mikrotubuli. Velmi malé procento jsme sice na mikrotubulech detekovali,
ale abychom mohli odlisit, jestli se jedna o nespecifitu anebo o velmi nizkou afinitu

k mikrotubulim bude potfeba dalsich experimentd.

N
‘ 5 e M il
Obrazek ¢. 15 — Fotografie z elektronového mikroskopu potvrzuji, Ze se pentamery

svs

proteinu VP1 efektivné nevazi na strukturu mikrotubul

Na obrazku (A) miZeme pozorovat vldknité struktury mikrotubul( ve vzorku €. 1 (negativni kontrola).
Na obrazku (B) pak mizZeme pozorovat stejnou strukturu u dvou prekryvajicich se mikrotubul( ze vzorku
€. 7, kde byly kromé mikrotubul( pfitomné i pentamery proteinu VP1. Z tohoto obrazku nebyla patrna
Zadna zména v morfologii mikrotubull po inkubaci s pentamerami. Ty naopak zlstaly v nenavdzaném
stavu na pozadi obrazku.

‘a:— s 250 nm

D & x |
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5.2 PRIPRAVA DETEKCNIHO SYSTEMU PRO VYHLEDAVANI
POTENCIALNICH INTERAKCNICH PARTNERU PROTEINU
VP1 POLYOMAVIRU BK A ANALYZA ZiSKANYCH DAT

V soucasnosti se naSe laborator rovnéz vénuje i studiu BK polyomaviru, ktery je lidskym
oportunnim patogenem. Podobné jako v ptipadé MPyV nas i u BKPyV zajimaji potencidlni
interakéni partnefi jeho hlavniho kapsidového proteinu VP1. Na rozdil od MPyV
se ale vpripadé proteinu VP1 BKPyV prili§ nevi o tom, sjakymi bunécnymi proteiny
¢i strukturami interaguje. Proto jsme se rozhodli pripravit detekéni systém, ktery umoznil
izolovat protein VP1 v komplexech s jinymi bunétnymi proteiny, jejichZ identita byla nasledné
stanovena pomoci hmotnostni spektrometrie. Zakladem tohoto detek¢niho systému byla
priprava rekombinantniho proteinu VP1 BKPyV fizovaného s capTEV™ kotvou. Pravé diky této
kotvé mohl byt protein VP1 v transfekovanych buiikach posttransla¢né modifikovan biotinylaci,
kterd umoznila jeho purifikaci pomoci streptavidinu. Fazni protein VP1 byl pfipraven
ve dvou variantach, a to s N koncové fuzovanou kotvou (NT-VP1) ale i s C koncové fizovanou
kotvou (CT-VP1). To bylo provedeno ztoho diivodu, kdyby afinitni kotva na jednom konci
proteinu  VP1 negativné interferovala svazbou néjakého interakéniho partneru,
tak aby existovala druha varianta proteinu VP1, kde je tento konec dostupny pro interakci.

Vramci tohoto Ukolu byly pomoci systému GateWay pripraveny expresni plazmidy
produkujici tyto dva fazni proteiny. Dale byla vsavcich bunikdch ovérena jejich exprese,
rozpustnost a lokalizace. Nakonec byly proteinové komplexy s proteinem VP1 izolovany afinitni
chromatografii pomoci komer¢niho NativePure™ Affinity Purification Kitu (ThermoFisher
Scientific). Jednotlivé proteiny pak byly identifikovany a analyzovany pomoci hmotnostni

spektrometrie.

5.2.1 PRIPRAVA PLAZMIDU EXPRIMUJICICH HLAVNIi KAPSIDOVY
PROTEIN VP1

Pro pfipravu fuzniho proteinu VP1 s N nebo C koncové vdzanou capTEV™ kotvou,
byla pouzita rekombinace plazmidii pomoci systému GateWay. Jako donorové vektory byly
pouzity plazmidy pENTR-VP1 a pENTR-VP1ASTOP. Tyto plazmidy obsahovaly gen
pro hlavni strukturni protein VP1 BKPyV (subtyp 1V), jenZ pochazel zplazmidu pwB2b
(Schowalter et al, 2011). Jako cilové vektory pro expresi fuznich proteind byly pouzity
komeréné dostupné plazmidy pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST a pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-
DEST (ThermoFisher Scientific). Mimo to byl jako cilovy vektor pro expresi proteinu VP1(bez
faze s jakoukoliv kotvou) pouzit plazmid pGwf (Pastrana et al., 2009).
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Donorové a cilové plazmidy byly z bakterii izolovany pomoci GenElute™ HP Plasmid
Miniprep Kitu. Koncentrace izolované DNA pak byla stanovena pomoci spektrofotometru
a jeji hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 8. Zaroven byla pomoci agar6zové elektroforézy

zkontrolovana i integrita vyizolované DNA (data neukazana).

Tabulka ¢. 8 — Koncentrace DNA donorovych a cilovych plazmida

Koncentrace DNA (ng/ul)
pENTR-VP1 114,7
pENTR-VP1ASTOP 123,6
pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST 29,9
pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST 29,7
pGwf 75,5

Rekombinace byla provedena pomoci Gateway™ LR Clonase™ II enzymatického mixu
(viz kapitola 4.4.4.). Rekombinaci pENTR-VP1 a pGwf vznikl plazmid pGwf-VP1, rekombinaci
pENTR-VP1 a pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST vznikl plazmid capTEV-NT-VP1 a rekombinaci
pENTR-VP1ASTOP a pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST wvznikl plazmid capTEV-CT-VP1.
Po skonceni rekombinace byly inaktivovanymi reakcemi okamzité transformovany
elektrokompetetni buniky E. coli, které byly vysety na misky s prisluSnymi antibiotiky.
Pro selekci rekombinantnich plazmidi capTEV-NT-VP1 a capTEV-CT-VP1 byly bakterie
kultivovany na LB médiu sobsahem ampicilinu. Pro selekci rekombinantniho plazmidu
pGwf-VP1 bakterie rostly na LB médiu s nizkym obsahem soli a jako antibiotikum byl pouzit
zeocin. Po narlstu kolonii bylo v pripadé kazZdého rekombinantniho plazmidu preneseno
vzdy 20 monokolonif na misky jak s ampicilinem ¢i zeocinem tak na misky s chloramfenikolem.
Pfi LR rekombinaci totiz dochazi ke ztraté genu pro chloramfenikolovou rezistenci,
a tudiz pouze u téch klong, které nerostou na chloramfenikolu ale na ampicilinu ¢i zeocinu ano,
doslo kuspésné rekombinaci plazmidid. V ptipadé plazmidu capTEV-NT-VP1 doslo
k rekombinaci u 18 kolonii, zatimco u plazmidu capTEV-CT-VP1 doslo k rekombinaci pouze
u 13 kolonii. Co se tyCe plazmidu pGwf-VP1, tak doSlo k ispéSné rekombinaci u vSech 20
plazmidt.

V dalsim kroku jsme pomoci restrikéniho sStépeni jesté ovérili, Ze u vybranych kloni
doslo ke vloZeni fragmentu ve spravné orientaci. Proto byla z monokolonii, které nenarostly
na chloramfenikolu, pripravena minipreprace plazmid@i pomoci alkalické metody. Izolovana
DNA byla poté Stépena pomoci restrikénich enzymt. V pripadé plazmidi capTEV-NT-VP1
a capTEV-CT-VP1 byly plazmidy Stépeny enzymem MIlul. Tento enzym mél teoreticky
rozStépit plazmid capTEV-NT-VP1 na dva fragmenty o velikosti 4850 pb a 1979 pb.
Plazmid capTEV-CT-VP1 mél byt zase rozstépen na tri fragmenty o velikosti 4996 pb, 1672 pb
a 247 pb. Plazmid pGwf-VP1 byl $tépen enzymem Xhol. Ziskané fragmenty mély mit velikost
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5685 pb a 759 pb. Fragmentace DNA byla ovéfena pomoci agarézové elektroforézy
(data neukazana). V pripadé plazmidi capTEV-NT-VP1 a capTEV-CT-VP1 se vSechny jejich
klony Stépily podle ocekavani. U plazmidu pGwf-VP1 se Stépilo podle ocekavani pouze
17 klontG. U zbylych 3 klond byly na gelu pozorovany fragmenty s odliSnou velikosti.
Pravdépodobné tedy u nich nedoslo ke spravné rekombinaci a jiz dale pouzity nebyly.

Ze vsech pozitivnich klont byl pro kazdy typ expresniho plazmidu vybran nidhodné
jeden Kklon, z kterého byly plazmidy izolovany pomoci GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kitu.
U izolovanych plazmidi byla stanovena koncentrace DNA (tabulka ¢. 9) a elektroforeticky byla
ovéfena jejich integrita. Poté bylo pristoupeno ktestovani exprese proteinu VP1 v savcich

burikach, a to jak pomoci neptimé imunofluorescence, tak pomoci Western blotu.

Tabulka ¢. 9 — Koncentrace rekombinovanych plazmidu
Po izolaci GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kitem

Koncentrace DNA (ng/ul)

capTEV-NT-VP1 318,4
capTEV-CT-VP1 306,8
pGwf-VP1 270,4

Buriky linie HEK293 byly transfekovany expresnimi plazmidy a 48 hodin po transfekci
byly fixovany. Protein VP1 byl v burikach detekovan pomoci specifické protilatky. Jak ukazuje
obrézek €. 16, tak k produkci proteinu VP1 dochazi ze vSech pripravenych expresnich plazmidd.
Protilatka proti proteinu VP1 byla schopna rozeznat jak exprimovany protein VP1,
tak i jeho fuzni varianty. I kdyz protein VP1 obsahuje ve své N koncové sekvenci jaderny
lokalizacni signdl, byly vSechny tii varianty proteinu VP1 detekovany v jadru i cytoplazmeé.

Dale byla ovéfena mira exprese proteini metodou Western blot. Buiiky linie HEK293
byly transfekovany expresnimi plazmidy, po 48 hodindch z nich byl pomoci RIPA pufru
pripraven lyzat a jednotlivé proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE. Poté byly proteiny
preneseny na nitrocelulézovou membranu metodou Western blotu a protein VP1 byl
detekovan specifickou protilatkou. Vysledek mulzeme pozorovat na obrazku ¢ 17A.
Jak je patrné, tak ve vSech vzorcich jsme byly schopni detekovat protein o predpokladané
molekulové hmotnosti. Protein VP1 BKPyV mél ofekdavanou molekulovou hmotnost 42 kDa.
NT-VP1 mél predpoklddanou molekulovou hmotnost zhruba 60 kDa zatimco CT-VP1 mél
predpokladanou molekulovou hmotnost o néco niz$i, a to zhruba 58 kDa. Rozdil
v molekulovych hmotnostech fliznich proteind je dan tim, Ze NT-VP1 je podle sekvence o 25

aminokyselin delsi nez CT-VP1.
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Nasledné jsme museli ovérit, zda skutecné dochazi i k biotinylaci fiznich proteint.
Proto jsme znovu provedli Western blot a detekovali jsme jednotlivé proteiny protilatkou
specifickou proti molekule biotinu. Jak je ukdzano na obrazku ¢. 17B, tak v pripadé vzorki
NT-VP1 a CT-VP1 se v oblasti kolem 58 az 60 kDa vyskytuji prouzKky, které svou molekulovou
hmotnosti odpovidaji fiznim proteinim VP1. Tyto prouzKky se zaroven nevyskytuji
u netransfekovanych bunék (NK). To prokazuje, Ze fuzni proteiny VP1 jsou in vivo
biotinylovany. Dal$i prouzky, které jsme byli schopni detekovat, se zaroven vyskytuji
i v negativni kontrole a jednd se o bunélné proteiny, jeZ buiika biotinyluje prirozené.
Podle dostupné literatury se jedna o riizné karboxylazy, které se uplatnuji v metabolickych

drahach (Bramwell, 1987).

capTEV-NT-VP1 capTEV-CT-VP1

pGwf-VP1 Obrazek €. 16 — Protein VP1 je exprimovan
z pfipravenych expresnich plazmidd.

Sav¢i bunky linie HEK293 byly transfekovany
expresnimi plazmidy. Po 48 hodinach byly buriky
fixovany a testovany na pfitomnost proteinu VP1
BKPyV. Kdetekci byla pouzita krali¢i polyklonalni
protilatka specifickd proti proteinu VP1 a kozi
imunoglobuliny konjugované s fluoroforem Alexa
fluor 546.
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Obrazek ¢. 17 — U faznich proteini dochazi po jejich expresi k posunu molekulovych

hmotnych oproti proteinu VP1 a zaroven i k jejich in vivo biotinylaci

Na obrazku (A) jsou znazornény prouzky odpovidajici proteindm VP1, které byly exprimovany 48 hodin
po transfekci bunék linie HEK293. Proteiny byly detekovany pomoci krali¢i polyklonaini protilatky namitené
proti proteinu VP1. Jak jde vidét u vzorkd NT-VP1 a CT-VP1, tak pfi expresi dochazi k posunu molekulovych
hmotnosti proteinu VP1 oproti jeho neflizované varianté. To znaci, Ze proteiny VP1 jsou exprimovany
spolu sN ¢ C koncové flazovanou capTEV™ kotvou. Na obrazku (B) jsou pak zndzornény proteiny,
které byly detekovany pomoci krali¢i polyklonalni protilatky specifické proti biotinu. Oproti negativni
kontrole (NK) jsou u vzorkd NT-VP1 a CT-VP1 pfitomny navic dva prouzky, které svou molekulovou
hmotnosti odpovidaji fuznim proteindm VP1, jez jsou pritomné na obrazku (A). To nam dokazuje,
Ze fazni proteiny VP1 jsou skutecné in vivo biotinylovany. Zbylé prouzky odpovidaji endogennim bunécnym
proteinlim, které jsou rovnéz biotinylovany.

Na obrazku ¢. 18 je znazornéno schéma stavby vysledného N a C koncoveé fuzovaného
proteini VP1. Nejdelsi oblasti je samotny protein VP1 z BKPyV (subtyp IV), ktery obsahuje
362 aminokyselin. Tento protein je pak na N ¢i C konci pripojen ke capTEV™ kotvé.
Ta je sloZena z celkem péti sekvenci. Nejdelsi z nich je tzv. BioEase™ peptid (72 aminokyselin),
ktery pochazi z C konce a-podjednotky oxalacetat dekarboxylazy bakterie Klebsiella
pneumoniae a ktery je pri expresi v savCich bunikach prirozené biotinylovan (Schwarz et al,
1988). Déle jsou ve fuznim proteinu pritomny i dvé sedmi aminokyselinové TEV Stépici mista,
které umoznuji odStépeni BioEase™ peptidu pfi purifikaci. Tato Stépici mista jsou velmi vzacna
vlidském proteomu. Soucasti kotvy je i 6xHis tag, ktery podobné jako BioEase™ peptid
umoznuje purifikaci proteinti. Nakonec je vsekvenci i tzv. V5 epitop zopiciho viru 5,
ktery je rozeznavan rfadou komercnich protilatek. Diky tomu je tedy mozné detekovat i fuzni

proteiny, proti kterym nejsou dostupné protilatky.
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Obrazek €. 18 — Schéma stavby N a C koncové fuzovanych proteinti VP1

Nejdelsi oblasti obou fuznich protein( je hlavni kapsidovy protein VP1 BKPyV. K tomuto proteinu je pak
na N &i C konci pfipojena capTEV™ kotva, kterd obsahuje pét sekvenci. NejddleZit&jsi z nich je BioEase™
peptid, ktery je v burice pfirozené biotinylovan, diky ¢emuZ je mozné fuzni proteiny purifikovat pomoci
afinitni chromatografie. Ddle jsou v kotvé pfitomny dvé TEV Stépici mista, jeden 6xHis tag a V5 epitop
opiciho viru 5. N koncové fuzovany protein VP1 je dlouhy celkem 525 aminokyselin, zatimco C koncové
fazovany protein je dlouhy pouze 500 aminokyselin.

Poté co jsme ovérili Ze dochazi kexpresi faznich proteini VP1 a Ze dochazi
i kjejich biotinylaci in vivo, jsme presli k maxiprep izolaci expresnich plazmidid. K tomu jsme
pouzili JetStar™ Endotoxin-free Plasmid Purification Kit (Genomed), ktery zarucuje izolaci
plazmidii bez kontaminace bakteridlnimi lipopolysacharidy. Stémito plazmidy jsme
pak provedli zbytek experimenti. U plazmidd byla po izolaci zmérena koncentrace DNA
(tabulka ¢. 10) a pomoci elektroforézy byla ovérena i jejich integrita. Jak je mozné vidét na
obrazku ¢. 19, tak vétSina plazmidl se nachéazela v CCC formé. Zbylé dvé izoformy byly rovnéz

pritomny v preparaci, ale bylo jich znatelné méné.

Tabulka €. 10 — Koncentrace rekombinovanych plazmidu
Po izolaci JetStar™ Endotoxin-free Plasmid Purification Kitem

Koncentrace DNA (ug/ul)

capTEV-NT-VP1 2,23
capTEV-CT-VP1 1,49
pGwf-VP1 2,94
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Obrazek ¢. 19 — Plazmidy urcené pro expresi proteinu VP1 obsahuji vSechny tfi

hlavni izoformy

Maxipreparace plazmidd capTEV-NT-VP1, capTEV-CT-VP1 a pGwf-VP1 byly separovany v 1% agar6zovém
gelu. Naneseno bylo zhruba 0,5 pg DNA. Izolované plazmidy byly prevainé v CCC formé. Zbylé dvé
izoformy (linedrni i OC) byly v preparaci zastoupeny v mensim mnozZstvi.

5.2.2 FRAKCIONACE BUNEK LINIE HEK293 EXPRIMUJICi PROTEIN VP1

Jak bylo patrné z obrazku ¢. 16, protein VP1 se nachazel jak v jadre, tak i v cytoplazmé.
Abychom méli lepsi predstavu o distribuci proteinu v burice, zmérili jsme mnoZstvi proteinu
VP1 v téchto dvou bunécnych frakcich. Pro tento ucel jsme vyuZzili expresni plazmid pGwf-VP1,
ktery koduje neftizovany protein VP1. Vtomto experimentu totiz nebylo zapotiebi afinitni
kotvy, kterd by ndm umozZnila purifikaci a ani jsme nepredpokladali, Ze by se lokalizace fiznich
proteini oproti varianté bez afinitni kotvy méla néjak vyrazné lisit. Pomoci Nuclear
& Cytoplasmic Extraction Kitu (G-Biosciences) jsme pripravili 48 hodin po transfekci
jaderné a cytoplazmatické frakce ze 3 vzorkd transfekovanych bunék linie HEK293.
Frakce byly separovany pomoci SDS-PAGE, proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézovou
membranu a protein VP1 byl imunodetekovdn pomoci krali¢i polyklonalni protilatky.
Vysledek tohoto experimentu ukazuje obrazek ¢. 20. Protein VP1 byl pritomen
jak v cytoplazmatické, tak i jaderné frakci. Pro stanoveni mnozstvi proteinu VP1 v jadre,
jsme pomoci programu Fiji zméfili intenzitu signalu proteinu VP1 ve vzorcich. Namérené
hodnoty byly poté normalizovany na celkové mnoZstvi proteinu v jednotlivych frakcich
(podrobnéji viz kapitola 4.3.5.). Vysledné mnozstvi proteinu VP1 v jednotlivych frakcich po
normalizaci je znazornéno v grafu ¢. 1.

Ztéchto dat je patrné, Ze pfi expresi proteinu VP1 z plazmidu pGwf-VP1 byla vétSina
proteinu i pres N koncovy jaderny lokalizacni signal ptitomna v cytoplazmé (zhruba 77-78 %).

Vjadie se nenachazela ani ne jedna Ctvrtina veskerého proteinu VP1. U vSech 3 vzorki se
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zaroven nevyskytoval prili§ velky rozptyl mezi procenty proteinu VP1 v jadie ¢i cytoplazmé
(smérodatna odchylka pro obé frakce +/- 0,68 %), coZ nam znaci reproducibilitu téchto dat. Je
velmi pravdépodobné, Ze podobna distribuce proteinu VP1 byla i v bunikach exprimujici NT-

VP1 ¢i CT-VP1. Kotva capTEV™ je totiZ navrzena, tak aby pokud mozno neinterferovala s funkci

| Vzorek €. 1 | Vzorek €. 2 | Vzorek é.3
cyto. cyto. cyto.
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Obrazek €. 20 — Protein VP1 BKPyV je pti heterologni expresi v sav€ich bunkach
pritomen jak v jaderné, tak v cytoplazmatické frakci

Buniky linie HEK293 byly transfekovany expresnim plazmidem pGwf-VP1 produkujicim neflzovany protein
VP1 BKPyV. Po 48 hodinach pak byly vzorky bunék frakcionovany na dvé frakce, jddro a cytoplazma
(zkratka cyto.). Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE a pfeneseny na nitrocelulzovou membranu
metodou Western blotu. Protein VP1 byl imunodetekovan kralic¢i polyklonalni protilatkou specifickou proti
proteinu VP1. Jak je z vysledku patrné, tak protein VP1 byl pfitomen u vsech tii vzork( jak v jaderné,
tak cytoplazmatické frakci.

Graf ¢. 1 — Vyskyt proteinu VP1 BKPyV v bunécnych
frakcich 48 hodin po transfekci
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proteinu.
5.2.3 TESTOVANI ROZPUSTNOSTI PROTEINU VP1

Pied samotnou purifikaci proteinovych komplexi, bylo nutné otestovat, Ze pri pripravé
lyzati bude relativné rozumné mnoZstvi proteinu VP1 pfitomno v supernatantu
v solubilni formé. Pro pripravu vzorkl pro afinitni chromatografii je totiz vhodné lyzovat
buniky bez pritomnosti detergentli, aby nedoSlo krozpadu proteinovych komplext.
To ale miZe ovlivnit solubilitu proteinu, a proto jsme se rozhodli otestovat rozpustnost
proteinu VP1 v lyza¢nim pufru.

Buriky linie HEK293 byly transfekovany plazmidem capTEV-NT-VP1 ¢i capTEV-CT-VP1
a po 48 hodinach byly lyzovany ve 200 pl lyzaéniho pufru podle navodu v kapitole 4.5.8.
Po centrifugaci lyzatl byly rozpustné proteiny v supernatantu uschovany a agregované
proteiny v peletech byly resuspendovany ve 200 ul RIPA pufru, aby doslo k denaturaci drive
nerozpustnych proteind. Nasledné byly proteiny ve frakcich separovany pomoci SDS-PAGE
a preneseny na nitrocelulézovou membranu pomoci Western blotu. Poté byl protein VP1

imunodetekovan protilatkou proti biotinu a vysledek je moZné pozorovat na obrazku ¢. 21.

CT-VP1 NT-VP1 NK
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Obrazek ¢. 21 - Fuzni proteiny VP1 jsou po pripravé lyzati pro afinitni
chromatografii pfitomny v rozpustné formé

Bunky linie HEK293 byly transfekovany plazmidy exprimujici N ¢i C koncové fuzovany protein VP1.
Po 48 hodinach byly z bunék pripraveny lyzaty pro izolaci proteinovych komplexu. Proteiny, které pfi
pfipravé lyzatu agregovaly, a tudiz byly vpeletu, byly rozpustény denaturaci vRIPA pufru.
Vzorky poté byly separovany pomoci SDS-PAGE a Western blotem pfeneseny na membranu. K detekci
proteinll byla poufZita krali¢i polyklonalni protilatka specificka proti biotinu.
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Jak je patrné, tak se protein VP1 vyskytoval, jak vrozpustné (supernatant, S)
tak i nerozpustné (pelet, P) frakci. Intenzita signalu proteinu VP1 byla u vSech vzorkd zmérena
pomoci programu Fiji a ziskané hodnoty byly normalizovany na své plvodni objemy.
Ktéto normalizaci byly pouzity podobné rovnice jako v pripadé frakcionace bunék
ale supravenymi hodnotami celkovych objemd vzorkli (v tomto pripadé to bylo 200 pl
jak pro pelet tak pro supernatant). Vysledek méfeni je znazornén na grafu ¢. 2, kde mnoZstvi
proteinu VP1 vjednotlivych frakcich je prezentovano jako procento z celkového mnozstvi
proteinu v burice.

Zvysledku je patrné, Ze rozpustnost proteinu VP1 byla vysoka. V supernatantu,
z néjz se izoluji proteinové komplexy, bylo pritomno vice jak 70 % veskerého proteinu VP1,
a to v pripadé obou fuznich konstruktt. Tak vysoka rozpustnost je pravdépodobné zptlisobena
i cytoplazmatickou lokalizaci proteinu VP1, kterou jsme pozorovali. Jaderné proteiny
totiZ byvaji méné solubilni, a to zejména proto, Ze pfi lyzi agreguji spolu s bunéénou DNA.
Tato data ukazuji, Ze fuzni protein VP1 je pri piipraveé lyzat urcenych pro izolaci proteinovych
komplexti pritomen v supernatantu v solubilni formé, a tudizZ Ze je ho mozZné pomoci afinitni

chromatografie purifikovat z lyzatu spolu s jeho interakénimi partnery.

Graf €. 2 — Mnoizstvi fuznich protein VP1 v peletu
a supernatantu po pripraveé lyzatt pro afinitni
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5.2.4 1ZOLACE PROTEINOVYCH KOMPLEXU OBSAHUIJICICH PROTEIN VP1
AFINITNi CHROMATOGRAFIi S VYUZITiM BIOTIN-STREPTAVIDINOVE
INTERAKCE

Pomoci afinitni chromatografie svyuzitim biotin-streptavidinové interakce byly
izolovany proteinové komplexy z celkem tii typi lyzatd. Prvni dva lyzaty (pripraveny 48 hodin
po transfekci) byly extrakty bunék linie HEK293, které transfekovany plazmidy capTEV-NT-
VP1 ¢i capTEV-CT-VP1. Prvni lyzat obsahoval komplexy s NT-VP1, zatimco druhy lyzat naopak
obsahoval komplexy s CT-VP1. Treti lyzat pak byla negativni kontrola (NK). Jednalo se o lyzat
bunék linie HEK293, které nebyly transfekovany Zadnym plazmidem, ale postup jejich
zpracovani byl Uplné stejny jako u predeslych dvou lyzati. Negativni kontrola nam slouzila
jako kontrola proteinového pozadi, abychom pii nasledné analyze dat zhmotnostni
spektrometrie mohli eliminovat proteiny, které se nespecificky vazi na streptavidin-agar6zové
kuli¢ky, a tim kontaminuji purifikované komplexy obsahujici protein VP1. VSechny tfi lyzaty
byly pripraveny z bunécného materidlu izolovaného zdeseti 60mm Petriho misek.
U kazdého lyzatu byla zmérena koncentrace proteini a pro purifikaci byly naredény tak,
aby v8 ml bylo 15 mg proteinu. Samotna afinitni chromatografie byla provedena pomoci
NativePure™ Affinity Purification Kitu (ThermoFisher Scientific). Presny postup purifikace je
detailné popsan v kapitole 4.5.9. Pro monitorovani priibéhu izolace komplexi byly
po jednotlivych krocich odebirany vzorky pro naslednou analyzu proteinovou elektroforézu.
Celkem jsme timto zplGsobem odebrali 10 vzorkd pro kazdy typ pouzitého lyzatu.

Popis toho, z jaké faze purifikace tyto vzorky pochazely, je shrnut v tabulce ¢. 11.

Tabulka €. 11 - Plvod jednotlivych vzorkii odebranych béhem izolace komplext

Vzorek

[y

Bunécny lyzat z transfekovanych bunék pred oddélenim solubilni proteinovych komplexd.

Supernatant bunécného lyzatu obsahujici pouze solubilni proteinové komplexy.

Proteinové komplexy, jez se nezachytily na streptavidin-agarézovych kuli¢kach.

Proteiny vyplachnuté po 2. promyvu TEV Stépicim pufrem.

Streptavidin-agarézové kulicky s navazanym proteinem VP1.

Streptavidin-agarézové kulicky s rozétépenym proteinem VP1 (16 hodin po pFidani AcCTEV™ proteazy).

Uvolnéné komplexy proteinu VP1 po odstépeni BioEase™ peptidu.

Proteiny vyplachnuté po 3. promyvu TEV elu¢nim pufrem.

O INOUV|B_|W|N

Proteiny proteklé pfi zakoncentrovani vzorku v NativePure™ koncentratoru.

=
o

Purifikované komplexy proteinu VP1.

Proteiny ve vSech 10 vzorcich jak pro NT-VP1 tak pro CT-VP1 byly spolu s negativni
kontrolou (celkovy lyzat z netransfekovanych bunék) separovany pomoci SDS-PAGE a nasledné
imobilizovany na nitrocelulézové membrané. Protein VP1 byl v obou pripadech detekovan

pomoci specifické protilatky a vysledky jsou prezentovany na obrazku ¢. 22.
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Obrazek ¢. 22 — Pfitomnost proteinu VP1 v jednotlivych fazich purifikace

Pribéh purifikace fuznich proteinG VP1 (jak NT-VP1 tak CT-VP1) jsme oveéfili pomoci proteinové
elektroforézy. Proteiny ve vSech 10 vzorcich byly spolu s negativni kontrolou (NK) separovany pomoci
SDS-PAGE a preneseny na nitrocelul6zovou membranu. Protein VP1 byl detekovan specifickou protilatkou.
Jak je ze vzorkl ¢ 1 a 2 patrné, tak protein VP1 se vyskytoval vlyzatu vdostatecném mnoZstvi.
Velké mnoiZstvi proteinu VP1 se ale rovnéZ pfi inkubaci nenavazalo na streptavidin-agarézové kulicky
(vzorek €. 3). Po 2. promyvu kolony se Zadny protein VP1 zkolony jiz neuvolnoval (vzorek ¢. 4),
ale zGstal navdzadn na streptavidin-agarézovych kulickdch (vzorek & 5). Po inkubaci sAcTEV™
protedzou rovnéZ doslo krozstépeni fuznich proteind VP1 (vzorek €. 6) a kjejich uvolnéni z kolony
(vzorek €. 7). Po 3. promyvu se z kolony jiz Zadny protein VP1 neuvolrioval (vzorek €. 8). Protein VP1 rovnéz
neprotekl ani NativePure™ koncentrdtorem p#i koncentraci eludtu (vzorek & 9). V koncentrovaném
eluatu protein VP1 detekovan byl (vzorek ¢. 10).

Protein VP1 byl vjednotlivych vzorcich detekovan dle ocekavani. Byl pritomen
ve vstupnim materidlu (vzorky ¢. 1 a 2) a také ve vzorcich €. 3 (nenavazané proteiny).
Pritomnost ve vzorcich ¢. 3 ukazuje, Ze ne vSechen protein VP1 byl ,vychytan“ pomoci interakce
jejich biotinylované kotvy a streptavidinu. Tato ,propustnost systému nebyla zplisobena
slabou interakci fiznich proteinti se streptavidinem, ale pravdépodobné nadbytkem proteint

vlyzatu, nebot u vzorka ¢. 4 (vzorky po druhém promyti kolony) jiz zZadny protein VP1
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detekovan nebyl. To nam potvrdily vzorky €. 5 (streptavidin-agarézové kulicky s navazanymi
proteiny), kde byl patrny silny prouzek proteinu VP1. Fungovani izola¢niho postupu bylo
rovnéZ potvrzeno vzorky €. 6. Jednalo se opét o streptavidin-agar6zové kulicky s proteinem
VP1, které ale byly 16 hodin inkubovany s AcTEV™ proteazou. Jak miZeme pozorovat,
tak u proteinu VP1 doslo kpoklesu molekulové hmotnosti, coZ znaci uspésné odstépeni
BioEase™ peptidu protedzou. U proteinu CT-VP1 lze pozorovat, Ze doSlo ke Stépeni veSkerého
fazniho proteinu, zatimco u proteinu NT-VP1 zlstala ¢ast proteinu nerozsStépena a byla
ve vzorku pfitomna po cely zbytek purifikace. Vzorky €. 7 (eluované komplexy) potvrdily,
Ze po Stépeni BioEase™ peptidu se protein VP1 uvolnil z kolony. V pripadé proteinu NT-VP1
se uvolnila i ¢ast nerozstépeného proteinu. Mohlo by se jednat o protein, jenz byl soucasti
navazanych komplexi, ale ktery nebyl svym biotionylovanym BioEase™ peptidem prichycen
ke streptavidinu. Vzorky ¢. 8 ukazuji, Ze jiZ po tfetim promyti TEV elu¢nim pufrem se z kolony
neuvoliioval Z7adny protein VP1. Protein VP1 rovnéZ neprotekl ani NativePure™
koncentratorem pii zakoncentrovani eluatu (vzorky ¢. 9). Vzorky ¢. 10 nam potvrdily,
Ze protein VP1 byl Gspésné izolovan, a to jak u vzorku NT-VP1, tak u vzorku CT-VP1. Kromé
Western blotu jsme priibéh purifikace rovnéz sledovali i na gelech obarvenych Commassie.
Na tomto gelu bylo mozZné pozorovat postupny ubytek proteinli v pribéhu afinitni
chromatografie (data neukdzana).

Déle jsme ovérili, Ze se vkoncentrovaném eluatu nachazi i potencionalni interak¢ni
partnefi proteinu VP1. Cast (10 ul) kazdého eluatu (NT-VP1, CT-VP1 a NK) jsme separovali
pomoci proteinové elektroforézy v Bis-Tris gradientovém gelu znacky NuPAGE®
(Life Technologies). Diky separaci v gradientovém gelu jsme ziskali optimalni separaci proteini
vcelém rozsahu molekulovych hmotnosti. Separované proteiny byly poté obarveny
v Coomassie a vysledek milizeme pozorovat na obrazku ¢. 23. V negativni kontrole se zadné
viditelné prouzky proteinti nevyskytovaly. Jediny prouZek, ktery bylo mozné slabé pozorovat
odpovidal velikosti ACTEV™ proteazy (zhruba 20 kDa). U vzorki NT-VP1 a CT-VP1 jiz byly
znatelné pozorovatelné proteinové prouzky. Ve vzorcich byla rovnéz jako v negativni kontrole
pritomna i AcTEV™ proteaza. Celkové lze fici, Ze proteind ve vzorku CT-VP1 bylo méné nez
u vzorku NT-VP1. Ani vjednom pripadé nebylo mozné identifikovat prouzek, ktery byl jasné
odpovidal proteinu VP1. Jeho pritomnost v eluatu ale byla potvrzena pomoci Western blotu.

Ve zbytku eluatu byly hmotnostni spektrometrii identifikovany pritomné bunécné
proteiny. Mezi identifikovanymi proteiny (detaily analyzy dat viz. dale) bylo velké
mnozstvi proteinti vazajicich nukleové kyseliny. Pfi druhé purifikaci komplexi jsme
proto klyzatlim, jeZ se nanasely na purifikacni kolony, pridali i DNazu a RNazu A do konec¢né
koncentrace 100 ng/ml. Protein VP1 je totiz schopen vazby k DNA (a pravdépodobné i k RNA)

a timto krokem jsme chtéli odfiltrovat proteiny, jeZ jsou izolovany s proteinem VP1
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ne diky tomu, Ze by s nim primo interagovali ale proto, Ze je jsou propojeny pies molekulu
DNA/RNA. Vysledek této purifikace jsme rovnéz ovérili pomoci Western blotu a barveni gelu

v Coomassie. Jejich vysledek byl obdobny jako u prvni purifikace (data neukazana).

NT- CT-
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Obrazek ¢. 23 — Proteiny izolované v komplexu s proteinem VP1

Vzorky negativni kontroly (NK), NT-VP1 a CT-VP1 byly separovany pomoci Bis-Tris gradientového gelu
znacky NuPage® (Life Technologies). Gel byl poté obarven pomoci Coomassie. V pripadé negativni
kontroly se kromé& AcTEV™ protedzy ve vzorku nevyskytovaly zadné dalsi viditelné prouzky protein(.
U NT-VP1 a CT-VP1 jiz dalsi prouzky proteind viditelné byly. Vice protein( se vyskytovalo ve vzorku NT-VP1.
Ani u jednoho vzorku ale nebyl vidét prouzek, ktery by jasné odpovidal proteinu VP1.

5.2.5 ANALYZA DAT ZiSKANYCH Z HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Identifikace jednotlivych proteinli, které byly izolovany vkomplexu s NT-VP1
¢i CT-VP1, byla provedena servisni laboratoii Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.
Analyzovany byly jak vzorky NT-VP1 a CT-VP1 tak i negativni kontrola. Pomoci hmotnostni
spektrometrie bylo timto zplsobem identifikovano vice jak 8 000 proteinti, které mohly byt
potencidlni interakéni partnefi proteinu VP1. Proto se pristoupilo k nasledné filtraci dat.
Nejprve byly ze seznamu identifikovanych proteinii odstranény ty proteiny, které byly pomoci
hmotnostni spektrometrie identifikovany jen na zakladé jednoho peptidového Stépu.
Dale byly ze seznamu odstranény vSechny proteiny, které byly identifikovany v negativni
kontrole a které tedy byly nespecificky izolovany pii afinitni chromatografii. Aby byl protein
z negativni kontroly v seznamu proteini ponechan, tak musel byt ve vzorcich NT-VP1 ¢i CT-VP1
nabohacen minimalné desetkrat. Zanalyzy byla rovnéZz odstranéna i TEV proteaza,

kterou jsme do vzork pridali pti purifikaci.

79



Po téchto krocich se seznam potencidlnich interakénich partnerd proteinu VP1
rapidné snizil. Zprvni izolace zlstalo vseznamu potencidlnich interak¢nich partnert
po vySe zminéné filtraci dat uz jenom 1044 proteint. Z tohoto celkového mnozstvi bylo u obou
faznich konstruktid identifikovano pouze 287 proteint. V piipadé NT-VP1 bylo identifikovano
jesté dalsich 666 proteind, které byly specifické pouze pro tento fizni konstrukt a které nebyly
identifikovany u CT-VP1. Naopak pro CT-VP1 bylo identifikovino pouze 91 proteing,
které nebyly pritomny i ve vzorku NT-VP1. Jak bylo zminéno vysSe, tak jsme se obavali,
Ze nékteré z téchto proteint byly identifikovany ne proto, Ze by interagovaly primo s proteinem
VP1, ale proto Ze se vazaly na DNA (¢i RNA), kterou rovnéz vazal i protein VP1. Z toho diivodu
jsme tedy pripravili i druhou izolaci komplexti, kde jsme DNA i RNA degradovali.
KdyZ jsme analyzovali data ztéto druhé purifikace, tak jsme v seznamu identifikovanych
proteind ponechali pouze 272 proteint. U téchto proteinl jsme jiz nerozliSovali, jestli jsou
specifické pro NT-VP1 ¢&i CT-VP1. Zajimavé je, Ze v této izolaci byly identifikovany i proteiny,
které nebyly pritomné v izolaci prvni. Proto jsme do zavére¢ného vyctu proteint, jez by mohly
interagovat s proteinem VP1, zahrnuli prinik obou dvou izolaci, ktery ¢inil 128 proteint.
Jejich jmenny seznam v anglic¢tiné spolu s identifika¢nimi €isly pro databazi UniProt a ndzvem
gen, které je kdduji, mizeme nalézt v Prilohach (kapitola 9.2).

Z proteind jsme nasledné pomoci serveru STRING (https://string-db.org/) vytvorili
mapu interakci mezi jednotlivymi identifikovanymi proteiny. Je totiZ velmi nepravdépodobné,
Zze by protein VP1 fyzicky interagoval se vSemi 128 identifikovanymi proteiny.
Protein VP1 nejspiSe interaguje jen snékolika proteiny, které tvoifi komplexy
s dalSimi proteiny, které se timto zpiisobem také dostaly do analyzy. Server STRING dokaze
jednotlivé proteiny pospojovat na zakladé zdokumentovanych interakci a asociaci,
a tim vytvorit jakési shluky funkcné propojenych proteini. Vysledny ,interaktom“ proteinti
interagujicich s proteinem VP1 je vyobrazen na obrazku ¢. 24. Proteiny jsou v obrazku
znazornény jako kolecka. Pokud koleCko neni prazdné, ale je v ném urcity nastin struktury,
znamena to, Ze struktura proteinu je jiZ zndma. Jednotlivé proteiny lze v obrazku rozeznat
na zakladé nazvu gend, které je koduji a které jsou uvedeny v seznamu proteint v Priloze.
Cim silngjsi je tloustka car, ktera jednotlivé proteiny spojuje, tim vice publikacemi je tato
interakce podloZena. U proteint, které jsou na okraji interaktomu a které nejsou pospojovany
s dal$imi proteiny, zatim Zadné interakce s dal$imi identifikovanymi proteiny popsany nejsou.

Co se tyce shlukd, tak ten nejvétsi odpovida proteiniim ribozému (oznaceny Cervené).
Druhym velkym shlukem proteini ve vyobrazeném interaktomu jsou prekvapivé proteiny
spliceosomu (oznaCeny tmavé modre). Dale je vinteraktomu moZné rozeznat i proteiny
proteasomu (oznaceny zelen€). Jako interakcni partneti byly rovnéz identifikovany i nékteré

proteiny v syntéze aminoacyl-tRNA (oznaceny svétle modie). Mezi dal$imi proteiny s jasnou
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funkci byly identifikovany i proteiny regulujici priichod bunéénym cyklem (oznaceny zluté) ¢i
proteiny ucastnici se replikace (oznaceny fialové). Ostatni proteiny nejdou jednoduse priradit
do zcela vyhranéné funké¢ni skupiny, Schopnost interakce téchto proteint (at jiz konkrétni
metabolické dradhy nebo ,nezatazenych“) stejné tak jejich pripadné zapojeni a funkce

v Zivotnim cyklu BK viru budou pfedmétem dalSiho studia.
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Obrazek ¢. 24 — Interaktom proteinu izolovanych spolu s proteinem VP1 BKPyV

Na obrazku je znadzornén interaktom 128 proteinl, které byly identifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie jako potencialni interakéni partnefi proteinu VP1 BKPyV. Cim silngjsi jsou ¢ary propojuijici
jednotlivé proteiny, tim vicero publikacemi je tato interakce podporena. V pripadé, Ze na obrazku jsou
proteiny nepropojené ¢arami s zadnymi dalSimi proteiny, je to proto Ze se o jejich interakci s dalSimi proteiny
v interaktomu zatim nic nevi. Proteiny oznacené Cervené jsou soucasti ribosomu. Proteiny spliceosomu jsou
oznaceny tmavé modre a zelené proteiny jsou soucasti proteasomu. Svétle modré proteiny hraji roli v syntéze
aminoacyl-tRNA. Proteiny Zluté barvy se Ucastni regulace bunécného cyklu, a nakonec fialové proteiny jsou
potfebné pfi replikaci DNA. Proteiny, které jsou Sedivé maji také zajimavé funkce, ale jiz je nelze seskupit do
jasné definovanych skupin.
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6. DISKUZE
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6.1

6.2 PROTEIN VP1 MYSIHO POLYOMAVIRU NENi SCHOPEN
SE IN VITRO EFEKTIVNE VAZAT MIKROTUBULY

Jednim ze zakladnich piedpokladii, abychom mohli co nejlépe pochopit kompletni
infek¢ni cyklus mysiho polyomaviruy, je nutné porozumét funkcim jeho jednotlivych proteint.
Funkce ¢asnych geni je relativné dobie prostudovana stejné jako vétSina procest ¢asné faze
infekce. VétSi mezery vnaSem pochopeni infekéniho cyklu se nachazi aZ v pozdni fazi.
Do dnesni doby stale neni piresné objasnéno napiiklad, jakym zptisobem dochazi k morfogenezi
virového potomstva ¢i kjeho uvolnéni ven z buiiky. Dalsi z neobjasnénych aspektli infekce
mySiho polyomaviru v pozdni fazi infekce je vazba hlavniho kapsidového proteinu VP1
ke struktuie bunécénych mikrotubulii. Ta byla popsana pri heterologni expresi proteinu VP1
jak v S. cerevisiae (Palkova et al, 2000), tak i vsav¢ich buiikdch (Hornikova et al, 2017).
NaSe laboratof by rada tuto interakci detailné charakterizovala, a proto bylo mym cilem pomoci
in vitro experimentu zjistit, jestli je protein VP1 schopen se vazat na mikrotubuly bez asistence
dalsich bunécnych proteint. K tomuto pokusu jsme tedy vyuzili Microtubule Binding Protein
Spin-down Assay Kit (Cytoskeleton, Inc.), ktery umoziuje testovat, zda se rizné proteiny jsou
schopny vazat na mikrotubuly. Abychom mohli reakci provést, tak zbyvalo jenom vyizolovat
protein VP1 v dostatecné velkém a Cistém mnozstvi. Z toho diivodu jsme pripravili VLPs
v bakulovirovém expresnim systému. Ten jsme zvolili pro jeho vysokou vytéznost, a hlavné
pro posttransla¢ni modifikace proteinti, které jsou u hmyzich bunék mnohem podobnéjsi
tém savcim, néz treba modifikace u kvasinek. KdyZ jsme ale Castice vyizolovali, museli jsme
se jeSté rozhodnout v jaké formé protein VP1 k mikrotubulim pridame. VZadném pripadé
nepripadlo v ivahu pouzit protein VP1 v monomerni podobé, protoze v tomto stavu se protein
v bunice nikdy nevyskytuje. Rozhodnuti tedy bylo mezi tim, jestli pouzit celé virové Castice,
anebo jestli Castice rozlozit a pouzit jednotlivé pentamery proteinu VP1. Nakonec jsme
se rozhodli pouzit pro experiment praveé rozloZené pentamery, a to zejména ze dvou divodi.

Prvni divod byl technického razu. Kdyz se totiZ testuje, jestli se protein zajmu vaze
na mikrotubuly, dochazi koddéleni vazané a nevadzané formy pomoci ultracentrifugace
pres 60% (V/V) glycerolovy polstar. Volné proteiny se pres tento polStar dostat nemohou,
pokud nevazi mikrotubuly. Intaktni VLPs ale mohou byt dostate¢né hmotné na to,
aby polstarem teoreticky projit mohly i bez této vazby. Tim padem by na zakladé naSeho
experimentu nebylo mozné odlisit, jestli se VLPs na mikrotubuly skute¢né vazi nebo ne.

Druhym divodem, pro¢ nepouzit intaktni VLPs, byly informace z dosud publikovanych

dat. Jiz dlouho se totiZ vi, Ze po translaci proteinu VP1 se na sloZenou pentameru vazi bunécné
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chaperony Hsc70, které brani agregaci proteinu v cytoplazmé. Tento protein zaroven
s pentamerou translokuje do jadra, kde nasledné pomaha regulovat spravné slozeni novych
virovych ¢astic (Cripe et al,, 1995; Chromy et al,, 2003). Z tohoto diivodu se tedy pentamery
proteinu VP1 v cytoplazmé vlastné nevyskytuji ve formé virovych Castic, které by se mohly
na mikrotubuly vazat. Mimoto bylo v publikaci Palkova et al. (2000) pomoci elektronové
mikroskopie a ultratenkych rezli bunkou ukadzano, Ze je Sifka mikrotubuli obalenych
proteinem VP1 zhruba 45 nm. Kdyby ale mikrotubuly, jejichZ normalni Siika je kolem 25 nm,
byly obaleny celymi ¢astice, musela by jejich Sitka byt kolem 115-125 nm, protoZe Sifka jedné
virové castice je také kolem 45-50 nm. To také vyvraci hypotézu, Ze by se na mikrotubuly
vazaly celé ¢astice. Sitka jednoho mikrotubulu obaleného proteinem VP1 se ale shoduje
se Sifkou jedné polyomavirové ¢astice. To nas tedy vedlo k postulovani hypotézy, Ze se protein
VP1 na mikrobuly vaze do podobné trubkovité struktury, jakou milZeme pozorovat
pii preparacich VLPs mysitho polyomaviru. Vznik této struktury mize byt
také v transfekovanych burnikach ulehc¢en diky tomu, Ze samotny protein VP1 se bez pritomnosti
minoritnich kapsidovych proteind jen velmi Spatné dostava do jadra. Akumulace pentamer
v cytoplazmé tedy muze zvySit pravdépodobnost toho, Ze se budou pentamery vazat
na strukturu mikrotubuld. K této vazbé ale dochazi nejen pri heterologni expresi ale i pri infekci
divokym virem za situace kdy jsou pentamery do jadra transportovany jiz efektivneé.
MnozZstvi proteinu VP1 je ale v pozdni fazi infekce tak vysoké, Ze se i presto v cytoplazmé
vyskytuje v nezanedbatelné mnozstvi. Vznik mikrotubuli obalenych proteinem VP1 tedy
ziejmé neni jenom artefaktem vzniklym pfi heterologni expresi, ale prirozenou vlastnosti viru.
Kdyz jsme ale provedli in vitro experiment s rozlozenymi pentamerami proteinu VP1,
tak jsme zZadnou vyraznou vazbu k mikrotubullim nepozorovali. V ptipadé 5 pg proteinu VP1
se k mikrotubuliim navazaly pouze 3 % tohoto mnoZstvi, coZ bylo velmi malo. Nyni se tedy
nabizi otazka, jestli tyto 3 % byly vysledkem velmi slabé afinity proteinu VP1 k mikrotubultim
anebo jestli se jednalo o nespecifitu jako v pripadé kontrolniho proteinu BSA. Ten i kdyz neni
schopen vazby na mikrotubuly, tak se vjejich pritomnosti zhruba ze 13 % nachazel v peletu
patrné kvuli tomu, Ze agregoval vsiti mikrotubull. S proteinem VP1 by to mohlo byt
dosti podobné. Sice jsme ovérili, Ze se pentamery proteinu VP1 pri zredéni v GTB pufru
okamzité nesrazi, ale nemohli jsme zarucit, Ze se tak nestane pozdéji béhem reakce.
Mimo to k malé mife agregace pentamer dochdzelo vzdy, kdyZ byl protein uschovan do -20 °C.
Proto jsme museli agregaty vzdy peletovat na dno mikrozkumavky a pro reakci pouzit pouze
supernatant. V elektronmikroskopickych snimcich zreakci jsme sice piitomnost urcitého
proteinového agregatu i tak pozorovali, ale nemohli jsme, jak zjistit, Ze se jedna o pentamery
a ne treba o agregovany, nepolymerovany tubulin. Nicméné jak bylo ukazano pomoci Western

blotu, tak i kdyby dosSlo k malému srazeni proteinu VP1, tak se tyto agregaty sami o sobé
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nemohly dostat pres glycerolovy polstar. Coz nas opét privadi k otazce, jestli ty 3 % procenta
proteinu VP1 v peletu byly ndhodné agregaty nabalené na mikrotubulech nebo vysledek nizké
afinity proteinu VP1. Pro reSeni této otazky je zapottebi vice experimentalnich vysledka.

Jednou z moznosti, je provést in vitro experiment s vy$$im mnozstvim proteinu VP1.
Zajimalo by nas totiz, jaky to bude mit vliv na sedimentaci proteinu VP1. Pokud by se procento
proteinu VP1 v peletu zvedlo iimérné s mnoZstvim pouZitym pri reakci a zaroveni bychom
nepozorovali ani Zddnou zvySenou agregaci proteinu v kontrole, tak by tento vysledek skute¢né
mohl znamenat, Ze protein VP1 se na mikrotubuly vaZe s nizkou afinitou a Ze je ho pottfeba
velké mnozstvi, tak jako pri pozdnich fazich infekce. Tato nizka afinita ale nedokaze vysvétlit,
jak je mozné, Ze protein VP1 je schopen vazat mikrotubuly po takové délce jakou lze pozorovat
pomoci mikroskopie. JiZz ted miZeme skoro s urcitosti fici, Ze pro vznik této struktury budou
zapotiebi dal$i bunécné proteiny.

Na prvnim misté se nabizi, Ze pro tvorbu struktur budou zapottebi buné¢né chaperony.
Jak jiz bylo zminéno vySe, protein Hsc70 se na protein VP1 vaZe ihned po translaci a brani
mu v cytoplazmé ve formovani kapsid. Kdyz je ale protein VP1 v sav¢ich bunikach exprimovan
sam, tak k jeho transportu do jadra skoro nedochazi a v cytoplazmé se hromadi.
Podle nasi soucasné teorie, kdyZ se pentamery proteinu VP1 za¢nou hromadit v cytoplazmé,
tak mlzZe v omezené mire dojit k jejich nizkoafinni vazbé na mikrotubuly. Pokud by se takto
blizko na jeden mikrotubul navazalo vicero pentamer, tak by mohlo dojit s pomoci
asociovanych chaperonti k vyméné C konct jednotlivych pentamer tak jako pri tvorbé kapsid
a doslo by ke vzniku jakéhosi nuklea¢niho centra. Toto nuklea¢ni centrum by pak usnadiiovalo
vazbu dalSich pentamer a mikrotubul by se postupné obaloval proteinem VP1. To nas vraci
k nasi ptavodni teorii, Ze takto obaleny mikrotubul by pak mohl vypadat jako trubkovity typ
VLPs. Obaleni mikrotubulu by tedy nemusela byt konformace, ktera by byla proteinu VP1
vnucend ale kterd by mu byla prirozena. Struktura mikrotubulu by mohla slouZit pouze
jako cytoplazmaticka platforma, kterd by toto skladani s pomoci bunécnych chaperoni
usnadnila. Kromé Hsc70 by roli ve skladani pentamer podél mikrotubuli mohl hrat i chaperon
Hsp90, ktery oproti Hsc70 hraje spiSe roli ve skladani multimernich proteinovych
komplexti (prehledné shrnuto v Schopf et al, 2017). Navic tento protein byl jiz diive
identifikovan jako soucast komplexu mikrotubuld a proteinu VP1 (Hornikova et al, 2017).
Plvodné se totiZ myslelo, Ze tento protein zprostiedkovava vazbu mezi proteinem VP1
a mikrotubuly. Pokusy s siRNA ale ukazaly, Ze tvorba vldken proteinu VP1 neni na Hsp90
zavisla, ale je jeho pritomnosti pouze uleh¢ena (Hornikova et al, 2017). Teoreticky bychom
mohli protein Hsp90 (spolu sATP) pridat do naSeho in vitro systému a pozorovat,

jestli se tim néjak razantné zvysi vazba pentamer proteinu VP1 k mikrotubultim.
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Mimo typovani moznych interakcnich partnert bychom misto toho mohli piejit piimo
kjejich detekci. Jak jiz bylo zminéno v publikaci Hornikova et al. (2017), tak mikrotubuly
obalené proteinem VP1 jsou vysoce stabilni a p¥i frakcionaci transfekovanych bunék ztstavaji
v posledni frakci nerozpustnych protein. Teoreticky by se tato frakce mohla analyzovat
pomoci hmotnostniho spektrometru. Jednotlivé identifikované proteiny by nam pak mohly
pomoci v dals$im pochopeni vzniku této zajimavé struktury.

Posledni otazkou, ktera zlstava, je proc¢ viibec takovéto struktury béhem pozdni faze
infekéniho cyklu vznikaji. Roli miizou mit tyto struktury nékolik nicméné pravdépodobné
kjejich vznikG dochazi zejména proto, aby doslo kzablokovani mitézy, ktera je velice
energeticky narocna. V jejim pribéhu napriklad dochazi k rozpadu jadra, coz ziejmé nebude
pro vjadre se replikujici virus prili§ vyhodné. Zaroven dochazi i k degradaci rady proteing,
které miize mysi polyomavirus pro sviij infekéni cyklus potrebovat. Co se tyce bunék
infikovanych mySim polyomavirem, tak je zndmo, Ze béhem infekce buriky prochazi minimalné
dvéma bunécénymi cykly, které ale nejsou oddéleny mitézou. Misto toho buiiky opét vstupuji
do S faze a pokracuji v replikaci virové DNA dokud nedojde k jejich smrti (Chen a Fluck, 2001).
Virus dokaZe zastavit vstup do mitézy na nékolika drovnich. Jednak tim, Ze velky T antigen
neustale stimuluje replikaci virové DNA a tim aktivuje ATM drahu, ktera naopak blokuje vstup
do mitézy tim, Ze inaktivuje cyklin dependentni kindzu 1 (Dahl et al, 2005). Zaroveii byla
ukazana i role malého t antigenu, ktery dokaze buiiky zadrzet v prometafazi (Pores Fernando
et al, 2015). Rigidita mikrotubulii zplisobena proteinem VP1 tedy zrejmé kooperuje
sdvéma predeslymi mechanismy a brani uskute¢néni mitézy v infikovanych buiikach.
0 proteinu VP1 se ale vi, Ze dokaze mit6zu zastavit i sam. Jak bylo ukazano ve kvasinkach,
tak heterologni exprese proteinu VP1 vedla kzastavé rlstu kolonii po nékolik dni
(Palkovd, Spanielovj, et al., 2000). Hromadéni bunék v pozdni G2 fazi bylo rovnéz pozorovano i
pri expresi proteinu VP1 v sav¢ich bunikach (Hornikova et al,, 2017).

Na zavér mizeme tedy Fici, Ze samotné pentamery proteinu VP1 mysiho polyomaviru
nejsou schopné in vitro se efektivné vazat na strukturu mikrotubuld. Ke vzniku téchto struktur
bude bezesporu zapottebi i dalSich bunécnych proteint, zejména pak chaperoni. Fyziologicka
funkce vazby proteinu VP1 k mikrotubuliim je zfejmé takova, Ze diky tomu dochazi k zastave

bunécného cyklu a vstupu bunék do mit6zy.
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6.2. [IDENTIFIKACE POTENCIALNICH INTERAKCNICH PARTNERU
PROTEINU VP1 POLYOMAVIRU BK

V poslednich letech neuvéfitelné vzrostl zdjem o studium lidskych polyomavirdg,
a to zejména proto, Ze se ukazalo jejich nebezpeci pro imunosuprimované ¢i imunodeficientni
jedince. Kromé toho polyomaviry miizou hrat roli i pri vzniku lidskych nadorovych
onemocnéni. Jednim znejvice prozkoumanych lidskych polyomaviri je BK polyomavirus,
ktery je schopen dlouhodobé perzistovat v mocové soustavé cClovéka bez jakychkoliv
zdravotnich potiZi. BohuZel se ale jednd o velmi nebezpeény oportunni patogen,
ktery zplsobuje Ffadu komplikaci u lidi po transplantacich, a to zejména ledvin. U téchto lidi
se miiZe vyvinout tzv. polyomavirem zptsobena nefropatie (Ramos et al, 2009). Mimo to muze
BKPyV zplisobit u pacientii po transplantaci ledvin i hemoragickou cystitidu mocového
meéchyte (Dropulic a Jones, 2008). V soucasné dobé prozatim neexistuje zadna ucinna 1écba,
ktera by byla specifickd proti BKPyV. VSechny patologickd onemocnéni zplisobena BKPyV
se doposud 1é¢i tim, Ze se snizi mnozstvi podavanych imunosupresiv, coz ale naopak miiZe vést
ke zvySené Sanci na odmitnuti stépu. Co se tyce antivirotik, tak se uvazuje o pouziti nékterych
typt latek, které se podavaji pii 1écbé nemoci zplisobenych jinymi typy DNA virQ
(prehledné shrnuto v Dropulic a Cohen, 2010).

VSechny tyto divody tedy vedly ktomu, Ze se do popredi zajmu védeckych tymi
dostal vyzkum infek¢niho cyklu BKPyV. Vramci na$i laboratore jsme se rozhodli
identifikovat potencidlni interakéni partnery jeho hlavniho kapsidového proteinu VP1,
o0 jehoz dalSich funkcich se kromé té strukturni ptili§ nevi. Proto jsme vytvorili detekéni systém,
ktery nAm pomoci biotin-streptavidinové interakce umoznil purifikovat proteinové komplexy
obsahujici protein VP1. Celkem jsme vytvorili dva fazni konstrukty s tzv. capTEV™ kotvu,
ktera obsahuje biotinylacni misto potfebné pro afinitni chromatografii. Jeden konstrukt
tuto kotvu obsahoval na N konci proteinu VP1 a druhy ji obsahoval na C konci. Konstrukty byly
dva z toho dlvodu, kdyby kotva branila vazbé néjakého proteinu, tak abychom tuto interakci
mohli zachytiti pti pouziti druhého konstruktu. Podobny detektni systém jsme jiz drive
v nasi laboratofi pripravili pro protein VP1 mysiho polyomaviru, a proto jsme jiz s postupem
izolace komplexti méli urcité zkuSenosti. U pripravenych konstrukti jsme ovérili
jejich produkci, velikost, schopnost byt biotinylovan, rozpustnost i pritomnost v bunécnych
frakcich. Kdyz jsme poté pristoupili k samotné izolaci komplexd, tak jsme jednotlivé kroky
purifikace ovérili pomoci Western blotu. Izolované proteiny v komplexu s proteinem VP1
pak  byly identifikovdny v  suspenzi pomoci  hmotnostniho  spektrometru.
Tim se tato identifikace lisila od pokusi s VP1 MPyV, kdyby byly identifikovany pouze proteiny

z nejtlustsich prouzki po proteinové elektroforéze. Nami ziskana data jsou tedy detailnéjsi.
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Pfi prvni purifikaci jsme po filtrovani dat ziskali 1044 potencialnich interakénich
partnerd proteinu VP1 BKPyV, pii¢emzZ nejvice proteind bylo identifikovano u N koncové
fazovaného proteinu (celkem 953). U C koncové flizovaného proteinu jich bylo identifikovano
pouze 398, pricemZ oba proteiny se prekryvaly v 287 proteinech. Na zakladé tohoto vysledku
je velice pravdépodobné, Ze pro interakce bude potirebny ziejmé C konec proteinu, ktery byl
u CT-VP1 zablokovany capTEV™ kotvou. Tento konec se totiZ ucastni interpentamernich
interakci v sestavené kapsidé tim, Ze se vsouva do jadra proteinu VP1 v sousedni pentameie
a dale jeho terciarni strukturu stabilizuje (Liddington et al, 1991). Tento konec je tedy velmi
flexibilni a teoreticky by mohl hrat hlavni roli i v interakci sjinymi proteiny. Dalsi variantou
ale miZe byt, Ze pritomnost kotvy na C konci proteinu VP1 muzZe vést k destabilizaci proteinu
a jeho degradaci. Pri afinitni chromatografii, i kdyZ jsme pouZivali stejné mnoZstvi vstupniho
materiadlu (15 mg proteinu), tak bylo z Western blotu patrné, Ze CT-VP1 je ve vzorcich mnohem
méné. Podobnou véc jsme pozorovali i u C koncové fdzovaného protein VP1 MPyV,
ktery byl v nasi laboratofti pripraven (Hornikova, nepublikovana data).

Kromé této prvni purifikace jsme pripravili i druhou izolaci komplexi proteinu VP1,
ke které byly béhem vychytavani na streptavidin-agarézové kulicky pridany enzymy RNaza A
a DNaza. To bylo kvili tomu abychom limitovali interakce zprostredkované pomoci téchto
dvou polymernich molekul. Protein VP1 ma totiZ nespecifickou DNA vazebnou doménu,
skrze kterou by mohly pres vazbu na DNA kopurifikovat i dals$i DNA vazebné proteiny.
RNaza A pak byla ke komplextim pridana z podobného diivodu a to proto, aby RNA vazebné
proteiny, jeZ by se mohly vazat na protein VP1, nepomdahaly kopurifikovat srze vazbu RNA
dalsi proteiny. Tato nase uvaha se potvrdila, kdyZ po pridani DNazy a RNazy ke vzorklm,
poklesl pocet identifikovanych proteind po filtraci dat na pouhych 272. Co je zvlastni je,
ze i kdyz pocet identifikovanych proteinti poklesl zhruba o tfi ¢tvrtiny, i tak se v druhé izolaci
vyskytovala rada proteind (presnéji 144), které pii prvni izolaci identifikovany nebyly
(po filtraci dat). Vysvétleni bude pravdépodobné v principu izolace, kterou jsme pouzivali.
Neizolovali jsme totiZ jenom proteiny, které interagovali s proteinem VP1 BKPyV, ale izolovali
jsme proteinové komplexy, kterych je protein VP1 soucasti. Spousta identifikovanych proteint
(ne-1i vétSina) tedy s proteinem VP1 vilibec pifimo interagovat nemusi, ale vaze se na jeho
skutecny interak¢ni partner. Proteinové komplexy, které jsme vyizolovali, sice obsahovaly
protein VP1, skrze ktery jsme je purifikovali, ale soucasti téchto komplext byly dalsi ,,nabalené“
proteiny, které podle rznych afinit zlistaly s komplexy asociovany. BEhem rliznych izolaci
se tedy vzdy vyskytne variabilni pocet proteind, které budou piitomné v rtizném mnozstvi.
Pouze ty proteiny, které jsou stabilni soucasti komplext s proteinem VP1, by méli byt pokazdé
identifikovany. KdyZ jsme provedli prinik proteinti identifikovanych béhem téchto dvou

izolaci, zlistalo ndm v seznamu pouze 128 proteind. Proto by bylo zajimavé provést jesté jednu
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izolaci komplexti a identifikaci proteinli a podivat se v kolika proteinech se shoduji poté.
Mimo jiné si musime uvédomit, Ze vSechny identifikované proteiny pochazely z komplexd,
které byly pii lyzi bunék vsolubilnim stavu. Rada proteinf, zejména membranovych
¢i jadernych, viibec nemusela byt identifikovana, protoZe se do supernatantu z lyzovanych
bunék vibec nedostaly. Také je dilezité podotknout, Ze tento experiment cilil
pouze na proteiny, jeZ sproteinem VP1 mohou interagovat a7z vpozdni fazi infekce.
Protein VP1 totiZ miiZe jako soucast virové kapsidy interagovat s fadou dal$ich proteinti v rané
fazi infekce, kdy dochazi k transportu BKPyV do jadra hostitelské burniky. V této fazi virus
prochazi endosomalnimi kompartmenty a endoplazmatickym retikulem, kde, jak jiz bylo
popsano, protein VP1 interaguje srezidentnimi enzymy jako napiiklad s protein disulfid
izomerazou ERdj5 (Inoue et al, 2015) ¢i proteinem ERAD drahy Derlinl (Jiang et al.,, 2009).
Pii heterologni expresi se ale protein VP1 bez tzv. targeting sekvence do téchto organel
nedostane. Nami identifikovany pocet proteinti nemusi (a nenf) dozajista konecny.

Kdyz se podrobnéji podivame na identifikované proteiny, tak mezi nimi mtizeme nalézt
i nékteré proteiny, jejichZz interakce byla jiz dfive potvrzena pro protein VP1 MPyV.
Jednim z nich je i poly(ADP-ribéza) polymeraza 1 (PARP1), ktera se icastni uvolnéni proteinu
VP1 zDNA viruy, a tim pomaha zahjjit Casnou transkripci (Carbone et al, 2006).
RovnéZz jsme identifikovali nékolik bunéénych importini jako napft. importin 5 ¢i importin 7.
To neni nic prekvapivého vzhledem k pritomnosti jaderného lokaliza¢niho signalu na N konci
proteinu VP1. Co uZ zvlastni je, Ze jsme v priniku obou experimenti identifikovali i 2 bunécné
exportiny. Zejména zajimavy je pak exportin 1, ktery hraje roli vjaderném exportu rady
proteind ¢i RNA (Fornerod et al, 1997). Identifikace tohoto proteinu by mohla naznacovat
urcitou roli VP1 v regulaci jaderném exportu. Protein VP1 totiZ nemda Zadny jaderny exportni
signal, na ktery by se mohl exportin 1 vazat, a proto by jejich interakce mohla mit tplné jinou
funkci. Co se pak tyce cytoskeletalnich proteint, tak byl jako soucast proteinovych komplexi
identifikovan i tubulin . Protein VP1 BKPyV je tedy pravdépodobné také schopen interakce
s mikrotubuly podobné jako protein VP1 MPyV. V pripadé BKPyV jsme si ale pii heterologni
expresi nevsimli, Ze by protein VP1 vytvarel podobné vlaknité struktury jako je tomu u MPyV.
Problematika vazby hlavniho kapsidového proteinu na strukturu mikrotubulti ale nebyla
v pripadé BKPyV tématem této prace, a proto jsme se ji detailné nezabyvali. Kromé tubulinu 3
jsme pri obou izolacich nalezli i dal$i proteiny ucastnicich se fungovani cytoskeletu jako
napr. dva fetézce molekularniho motoru dyneinu ¢i tézky tetézec kinesinu-1. Rovnéz byly
identifikovany i intermedialni filamenta jako vimentin ¢i lamin. VSechny tyto identifikované
proteiny by mohly potvrzovat, Ze protein VP1 pii infekci BKPyV je schopen ovlivnit fungovani
bunécného cytoskeletu. Co nam prijde zvlastni je, Ze jsme spolu s proteinem VP1 nepurifikovali

bunécné chaperony jako Hsc70 ¢i Hsp90, jejichZ interakce s proteinem VP1 MPyV byla
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prokazana (Cripe et al, 1995; Chromy et al., 2003; Hornikova et al., 2017). Misto toho jsme
identifikovali dva kochaperony Hsc70, a to tzv. DnaJ homolog subfamily A member 1
a BAG family molecular chaperone regulator 2 (Terada a Mori, 2000; Rauch a Gestwicki, 2014).
Velmi zajimavé bylo, Ze vseznamu proteini se objevil i stresovy protein 70,
coZ je mitochondridlni chaperon ucastnici se role vbiogenezi Zelezo-sirnych center
(Shan a Cortopassi, 2016). Poslednim identifikovanym chaperonem byl protein s anglickym
nazvem T-complex protein 1 subunit 8. Primarni funkci tohoto chaperonu je pomoc
pti sestaveni oktamerniho proteinového komplexu BBSomu, ktery vytvari proteinovy plast
na povrchu vacki cilenych do tzv. primarnich cilii bunék (Jin et al., 2010; Seo et al, 2010).

Celkové nejvétsi skupinou proteintl v seznamu byly proteiny ribosomalni, kterych bylo
identifikovano 16. To zjisténi nas priliS neprekvapilo, protoZe je logické, Ze pfi translaci
proteinu VP1 miuze dojit ke kopurifikaci ribosomu. Pravé translatovany protein sice jesté
nemusi byt biotinylovan, ale jak je znamo tak jiZz béhem translace zacind protein
VP1 pentamerizovat. Timto zplsobem tedy mize byt ribosom izolovan spolu
s jeSté nedotranslatovanym proteinem VP1, ktery jiz ale ¢astecné asociuje s dalsimi proteiny
VP1 (jiz biotinylovanymi). Kromé ribozomalnich proteinii byly identifikovany i dalsi proteiny
Ucastnici se translace, a to celkem 5 podjednotek eukaryotického inicia¢niho faktoru 3 a 6 tRNA
ligaz katalyzujici syntézu aminoacyl-tRNA. Pfitomnost tRNA ligaz v komplexech proteinu VP1 je
prekvapujici, ale da se to vysvétlit tim, Ze tyto enzymy kopurifikovaly spolu s ribosomy.
Vi se totiz, Ze rada téchto ligaz je soucasti velkého proteinového komplexu, ktery kolokalizuje
v butice spolu s translatujicimi ribosomy (David et al, 2011). Co se pak tyCe podjednotek
eukaryotického iniciacniho faktoru 3 tak jejich pritomnost v komplexech proteinu VP1 je
pirekvapiva z nékolika divodid. Zaprvé, proc¢ jsme kromé faktoru 3 zadny jiny eukaryoticky
iniciacni faktor pri izolaci nezachytili a zadruhé, jestlize byly ribosomy izolovany spolu
s jiz translatovanymi proteiny VP1, tak jak to Ze byl jejich soucasti i faktor tcastnici se iniciace
translace. Nedavno sice byl popsan pripad, kdy tento faktor zfistal soucasti jiz elongujictho
ribosomu, ale to bylo pfi translacich mRNA, u nichZ dochazelo kreiniciaci translace
(Mohammad et al, 2017). Mlzeme se tedy zamyslet, jestli byla kopurifikace tohoto faktoru
nahodna anebo jestli protein VP1 neni vazan na ribosomu (¢i iniciacni faktor 3) i zjiného
diivodu nez pri jeho prave probihajici translaci.

Podobné dilema jako v pripadé ribosomalnich proteinii jsme méli i u proteint
proteosomu, kterych jsme v komplexech proteinu VP1 identifikovali celkem 7. Opét jedna
z moznosti, pro¢ byly tyto proteiny kopurifikovany spolu s proteinem VP1, je degradace tohoto
proteinu v proteasomu. Na druhou stranu ani nemtiZeme vyloucit, Ze by tato interakce méla

jinou povahu nez degradace proteinu VP1. Pomoci specifického inhibitoru lactacystinu bylo
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jiz drive ukazano, Ze aktivita proteasomu je nezbytnd pro casnou fazi infekce BKPyV
(Jiang et al., 2009).

Dalsi zajimavou skupinou identifikovanych proteinG byly tii tzv. 14-3-3 proteiny,
coz jsou fosfoserin/fosfothreonin vazebné proteiny ucastnici se riznych signalizacnich déja
(prehledné shrnuto ve Freeman a Morrison, 2011). Jak jsme jiz psali v literarnim piehledu,
tak protein VP1 ma celkem 3 seriny na kterych mitize byt fosforylovan (Fang et al, 2010).
Interakce téchto proteinid s VP1 by tedy teoreticky mohla byt zprostiredkoviana pomoci téchto
fosfoserint. Jaky by ale mohla mit tato interakce vyznam zatim nevime. Je ale pravdou,
Ze se tyto proteiny ucastni signalizaci spojenych s bunécnou proliferaci. Mozna by tedy protein
VP1 mohl regulovat buné¢ny cyklus podobné jako velky T antigen. Jako dalsi interakéni partner
proteinu VP1 byl identifikovan i protein mitotického kontrolniho bodu BUB3. Tento protein je
jednim z esencialnich faktort dulezitych pro spravny rozchod sesterskych chromatid pri mit6ze
(Logarinho et al, 2008). Jestlize s nim protein VP1 interaguje mohl by tim ovlivnit pribéh
mitdzy. Jak jiz bylo zminéno vySe, tak polyomaviry maji spoustu zpasobi, jakym se snaZzi
predejit vstupu bunék do mitdzy. Tato interakce by mohla byt také jednim znich.
Pro toto tvrzeni ale nemame zZadné dlikazy a jedna se tedy pouze o spekulaci.

Protein VP1 byl detekovan i v komplexu s dvéma proteiny, jez se ucastni replikace
jaderného a v pripadé infekce BKPyV i virového genomu. Jednalo se o svorkovy protein PCNA
a endonukledzu FEN1. Pritomnost proteinu VP1 vkomplexu stémito proteiny je docela
necCekana. Kdyby se jednalo o izolaci komplexti z infikovanych bunék, tak bychom mohli rici,
Ze tyto proteiny kopurifikovali sproteinem VP1 kvili vazbé na replikujici se virovy
minichromosom. Pfi této heterologni expresi jsme ale v burice Zadnou virovou DNA neméli.
Tento vysledek nam tedy naznacuje, Ze by protein VP1 mohl podobné jako velky T antigen
vazat (a regulovat) bunécny replikacni komplex. Kjakému tcelu by protein VP1 mohl tyto
proteiny vazat, se miiZzeme prozatim jenom dohadovat. Vzhledem k tomu, Ze protein VP1 ma
nespecifickou DNA vazebnou doménu takto by proteiny replikatniho aparatu mohly slouzit
k vazbé proteinu VP1 na prave se replikujici DNA. Diky tomu by kapsidovy protein mohl 1épe
rozeznat virovy minichromosom urceny pro enkapsidaci. Dal§im proteinem na seznamu
potencilnich interakénich partner byly i riizné varianty histonu H2A. Zadny jiny typ histonii
(tedy H2B, H3 ¢i H4) v praniku obou izolaci identifikovan nebyl. To by teoreticky mohlo
znamenat, Ze protein VP1 se preferen¢né vaze na DNA v blizkosti tohoto histonu. Tato interakce
by tedy mohla byt dtilezitd pro enkapsidaci virového genomu a udrZeni vnitini organizace
ve virionu.

Co je ale dle naseho nazoru nejvice prekvapivym vysledkem této studie interakcnich
partnerd proteinu VP1 je ohromny pocet proteini schopnych vazat se na RNA.

Z celkem 128 proteinti ma podle analyzy serveru STRING presné 73 identifikovanych proteinti
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tuto vlastnost. V této skupiné se nachazi jak jizZ zminéné ribosomalni proteiny, tak i tRNA ligazy.
Také se zde ale nachazi doposud nezminované proteiny spliceosomu, kterych je v seznamu 10.
Mohlo by to tedy znacit, Ze protein VP1 dokaZe néjakym zptisobem regulovat ¢i jinak ovliviiovat
splicing u hostitelské burky? Co se tyce polyomavirg, tak ty vyuzivaji velmi hojné mechanismi
bunécného splicingu k produkci jak ¢asnych, tak i pozdnich transkriptd. Zatim se ale viibec
nepredpokladalo, Ze by tento proces mohl byt regulovan kapsidovym protein. Tato asociace
mezi proteinem VP1 a komponenty bunécného spliceosomu je podle nas velice zajimava
arozhodné by si zaslouzila dal$i studium.

Posledni zajimavou skupinou proteint, ktera byla pomoci hmotnostni spektrometrie
a nasledné analyzy dat identifikovana, byla skupina 7 RNA helikaz patrici mezi
tzv. DEAD/DEAH box helikazy, jejichZ nazev se odviji od 4 konzervovanych aminokyselinovych
zbytkl podilejicich se na tvorbé ATP vazebného mista. Jedna se o asparat, glutamat, alanin
a aspartat/histidin. Tyto proteiny hraji v butice nesmirné dtlezitou roli a castni se prakticky
jakéhokoliv aspektu metabolismu RNA od transkripce az po degradaci RNA (prehledné shrnuto
v Linder a Jankowsky, 2011). Pritomnost téchto proteinti v komplexu s proteinem VP1 tedy
otevird radu otazek, k ¢emu by mohla byt tato interakce pfinosna. U JC polyomaviru bylo
napriklad ukazano, Ze DEAD box helikdza 1 se spolu s proteinem CstF vaze do NCCR viru
v gliovych bunkach a zplisobuje transaktivaci obou jeho virovych promotort (Sunden et al,
2007). Zrovna ale tato helikaza nami nebyla identifikovana jako potencialni interak¢ni partner
proteinu VP1 BKPyV. Co se ale tyce mozné role identifikovanych RNA helikaz v Zivotnim cyklu
BKPyV, tak ta by dle naseho nazort stala rovnéz za podrobnéjsi vyzkum.

Kromé vySe uvedenych proteini je na seznamu samoziejmé i rada dalSich
identifikovanych potencialnich interakénich partnert, které maji spoustu zajimavych funkci.
Vsechny tyto proteiny ale byly pouze identifikovany jako soucast komplext obsahujici protein
sVP1. Jestli s nim ale skutecné fyzicky interaguji a jaka je jejich pripadna funkce v Zivotnim

cyklu viru bude nutné dale ovétit pomoci vice specifickych metod.
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7. ZAVERY
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VSechny vysledky dosazené v této diplomové praci mizeme shrnout do nasledujicich bodd.

Prvnim cilem vramci této diplomové prace bylo otestovat, jestli se hlavni

kapsidovy protein VP1 mysSiho polyomaviru je schopen vazat in vitro na strukturu

bunécnych mikrotubul.

Pomoci bakulovirového expresniho systému byly pripraveny virové castice sloZené
jen zproteinu VP1. Tyto castice jsme poté pro potiebu experimenti purifikovali
a zaroven jsme provedli jejich kvantifikaci.

Izolované VLPs byly rozloZeny na jednotlivé pentamery proteinu VP1 a poté jsme
ziedénim v pufru GTB ovéfili, Ze nedochazi k jejich okamZitému srazeni.

Na zavér jsme pomocich rozloZenych pentamer a mikrotubulli provedli in vitro
experiment, ktery prokazal, Ze se pentamery proteinu VP1 vaZzou na strukturu bunéénych
mikrotubulG jen velice neefektivné. Z nasich vysledkd ale nebylo mozné rozlisit,

jestli se jednalo o nespecifitu anebo jen o nizkoafinni vazbu.

Druhym cilem této diplomové prace bylo pripravit detek¢ni systém, ktery by

umoznil izolaci a naslednou identifikaci proteinovych komplexii obsahujici hlavni

kapsidovy protein VP1 polyomaviru BK.

e Byly pripraveny expresni plazmidy capTEV-NT-VP1 a capTEV-CT-VP1 produkujici

protein VP1 sN ¢i C koncové flzovanou capTEV™ kotvou, jeZ umoziiovala in vivo
biotinylaci téchto proteintli. Zaroven jsme také pripravil i expresni plazmid pGwf-VP1
produkujici protein VP1 bez Zadné koncové znacky.

Pomoci expresnich plazmidi jsme ovéfili produkci rekombinantnich proteint
a také jejich biotinylaci. Zaroven jsme pomoci frakcionace zjistili, Ze vice jak 75 %
proteinu VP1 je pri heterologni expresi pritomno v cytoplazmé bunék.

Otestovali jsme i rozpustnost proteinovych komplexi obsahujicich protein VPI.
Tyto solubilni komplexy jsme dale purifikovali pomoci afinitni chromatografie
a izolované proteiny byly identifikovany hmotnostni spektrometrii.

Ziskana data zhmotnostniho spektrometru jsme analyzovali a identifikovali

128 potencialnich interakénich partnerd proteinu VP1 polyomaviru BK.
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9.1 MAPY POUZITYCH PLAZMIDU

(Pfipravena v programu SnapGene, http://www.snapgene.com)
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9.2 SEZNAM POTENCIALNICH INTERAKCNICH PARTNERU
PROTEINU VP1 POLYOMAVIRU BK

ID v DATABAZI ) ) )
UNIPROT NAZEV GENU NAZEV PROTEINU V DATABAZI UNIPROT
P30566 ADSL Adenylosuccinate lyase
Q09666 AHNAK Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK
P84077 ARF1 ADP-ribosylation factor 1
P18085 ARF4 ADP-ribosylation factor 4
095816 BAG2 BAG family molecular chaperone regulator 2
043684 BUB3 Mitotic checkpoint protein BUB3
Q13895 BYSL Bystin
Q86VP6 CAND1 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1
Q8IX12 CCAR1 Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1
P50991 CCT4 T-complex protein 1 subunit delta
P53621 COPA Coatomer subunit alpha
P55060 CSE1L Exportin-2
P07858 CTSB Cathepsin B
P14868 DARS Aspartate-tRNA ligase
Q92841 DDX17 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17
Q9NR30 DDX21 Nucleolar RNA helicase 2
000148 DDX39A ATP-dependent RNA helicase DDX39A
000571 DDX3X ATP-dependent RNA helicase DDX3X
P17844 DDX5 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5
043143 DHX15 Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15
Q08211 DHX9 ATP-dependent RNA helicase A
P31689 DNAJA1 Dnal homolog subfamily A member 1
Q9Y295 DRG1 Developmentally-regulated GTP-binding protein 1
Q9Y6G9 DYNC1LI1 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1
P63167 DYNLL1 Dynein light chain 1
Q14152 EIF3A Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
Q99613 EIF3C Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C
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P60228 EIF3E Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
075821 EIF3G Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G
Q13347 EIF3I Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit |
P38919 EIF4A3 Eukaryotic initiation factor 4A-IIl

P07814 EPRS Bifunctional glutamate/proline-tRNA ligase
P39748 FEN1 Flap endonuclease 1

P17900 GM2A Ganglioside GM2 activator

P63244 GNB2L1 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1
P78347 GTF2I General transcription factor Il-I

Q92769 HDAC2 Histone deacetylase 2

Q99878 HIST1H2A)J Histone H2A type 1-J

P09651 HNRNPA1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
P22626 HNRNPA2B1 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
P07910 HNRNPC Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2
Q14103 HNRNPD Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO
P61978 HNRNPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
P14866 HNRNPL Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L
P52272 HNRNPM Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Q00839 HNRNPU Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
P00738 HP Haptoglobin

P38646 HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial

P41252 IARS Isoleucine-tRNA ligase

P50213 IDH3A Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha
000410 IPO5 Importin-5

095373 IPO7 Importin-7

P46940 IQGAP1 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1
Q92945 KHSRP Far upstream element-binding protein 2
P33176 KIF5B Kinesin-1 heavy chain

P52292 KPNA2 Importin subunit alpha-1

000505 KPNA3 Importin subunit alpha-4

P11279 LAMP1 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1
P02545 LMNA Lamin-A/C

P42704 LRPPRC Leucine-rich PPR motif-containing protein
095232 LUC7L3 Luc?-like protein 3
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P56192 MARS Methionine-tRNA ligase

P43243 MATR3 Matrin-3

P25205 MCM3 DNA replication licensing factor MCM3
P33992 MCM5 DNA replication licensing factor MCM5
Q9uJ70 NAGK N-acetyl-D-glucosamine kinase

P43490 NAMPT Nicotinamide phosphoribosyltransferase
P07196 NEFL Neurofilament light polypeptide

P07197 NEFM Neurofilament medium polypeptide
Q15233 NONO Non-POU domain-containing octamer-binding protein
Q9Y2X3 NOP58 Nucleolar protein 58

Q9UKK9 NUDT5 ADP-sugar pyrophosphatase

Q8N1F7 NUP93 Nuclear pore complex protein Nup93
P09874 PARP1 Poly [ADP-ribose] polymerase 1

P12004 PCNA Proliferating cell nuclear antigen

P00558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1

Q9GZP4 PITHD1 PITH domain-containing protein 1
Q13162 PRDX4 Peroxiredoxin-4

P30041 PRDX6 Peroxiredoxin-6

P25789 PSMA4 Proteasome subunit alpha type-4

P62195 PSMC5 26S protease regulatory subunit 8
P62333 PSMC6 26S protease regulatory subunit 10B
000232 PSMD12 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12
Q9UNM6 PSMD13 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13
Q13200 PSMD2 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
043242 PSMD3 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3
P26599 PTBP1 Polypyrimidine tract-binding protein 1
P47897 QARS Glutamine-tRNA ligase

P54136 RARS Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic
Q9P258 RCC2 Protein RCC2

P13489 RNH1 Ribonuclease inhibitor

P27635 RPL10 60S ribosomal protein L10

P62913 RPL11 60S ribosomal protein L11

P30050 RPL12 60S ribosomal protein L12

P61313 RPL15 60S ribosomal protein L15
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Q02543 RPL18A 60S ribosomal protein L18a

P62829 RPL23 60S ribosomal protein L23

P62750 RPL23A 60S ribosomal protein L23a

P62424 RPL7A 60S ribosomal protein L7a

P05386 RPLP1 60S acidic ribosomal protein P1
P25398 RPS12 40S ribosomal protein S12

P62263 RPS14 40S ribosomal protein S14

P08708 RPS17 40S ribosomal protein S17

P15880 RPS2 40S ribosomal protein S2

P60866 RPS20 40S ribosomal protein S20

P62847 RPS24 40S ribosomal protein S24

P62753 RPS6 40S ribosomal protein S6

P46781 RPS9 40S ribosomal protein S9

P08865 RPSA 40S ribosomal protein SA

Q8NEX9 SDR9C7 Short-chain dehydrogenase/reductase family 9C member 7
P31947 SFN 14-3-3 protein sigma

Q16637 SMN1 Survival motor neuron protein
P08621 SNRNP70 U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa
P62316 SNRPD2 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2
P63162 SNRPN Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N
Q9UBC9 SPRR3 Small proline-rich protein 3
Q9UHB9 SRP68 Signal recognition particle subunit SRP68
P78362 SRPK2 SRSF protein kinase 2

Q15645 TRIP13 Pachytene checkpoint protein 2 homolog
Q2NL82 TSR1 Pre-rRNA-processing protein TSR1 homolog
Q9BUF5 TUBB6 Tubulin beta-6 chain

P26368 U2AF2 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit
060763 uso1 General vesicular transport factor p115
P45880 VDAC2 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
P08670 VIM Vimentin

014980 XPO1 Exportin-1

P61981 YWHAG 14-3-3 protein gamma

P27348 YWHAQ 14-3-3 protein theta
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