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Abstrakt

Mysi polyomavirus je vyznamnym zastupcem c¢eledi Polyomaviridae s potencialnim vyuzitim v
genové terapii a imunoterapii. Prace s virovymi mutantami je dilezitou soucasti jeho studia, ale
soucasné metody jejich produkce jsou pracné a poskytuji nizky vytézek. Tato prace se zabyva
vyvojem nového experimentdlniho sytému, ktery umoznuje pomoci Cre/loxP rekombinace
generovat intaktni polyomavirovy genom z rekombinantniho plazmidu in vivo. Béhem
rekombinace dochazi k nevyhnutelnému vlozeni jednoho loxP mista do vzniknuvsiho virového
genomu. Byly pfipraveny dvé varianty produkc¢nich plazmida, které vytvaieji virovy genom
divokého typu s loxP mistem vlozenym mezi poly(A) signalni sekvence Casnych a pozdnich
gentl, nebo v intronové oblasti ¢asnych geni. Inzerce loxP mista mezi poly(A) signalni sekvence
méla dramaticky dopad na expresi virovych gent a vedla k uplné ztraté infektivity viru. Naopak,
substituce loxP mista v intronové oblasti ¢asnych genu produkci infekéniho viru umoznila. Pro
zajisténi exprese Cre rekombindzy jsem také vytvoril stabilné transfekované bunécéné linie, které
mohou piipravu Viru zjednodusit. Tato prace ukazuje, ze nové navrzeny systém poskytuje
uspokojivy vytézek viru, fesi omezeni vyskytujici se u bézné pouzivanych metod a muze byt

vyuZit pro produkci malo infekénich virovych mutant.

Klicova slova: mysi polyomavirus, MPyV, Cre rekombindza, loxP, produkce viru, inducibilni

exprese, modifikace virového genomu



Abstract

Murine polyomavirus is an important member of Polyomaviridae family offering potential
applications in gene therapy and immunotherapy. Viral mutant analysis is crucial for study of the
virus, however, commonly used methods of its production are laborious and give low yields. This
thesis involves development of the new experimental system that can produce intact viral genome
from recombinant plasmid in vivo using Cre/loxP-mediated recombination. One loxP site is
unavoidably introduced into newly generated viral genome during recombination. Two variants
of production plasmids generating wild type viral genome with incorporation of loxP between the
poly(A) signal sites of early and late genes or into the intronic region of early genes were
prepared. LoxP insertion between the poly(A) signal sites has a dramatic effect on viral gene
expression and leads to complete loss of virus infectivity. Conversely, the infectious virus was
obtained from the viral genome containing loxP site in the early intronic region. To ensure
expression of Cre recombinase | also prepared stably transfected cell lines which can simplify the
virus production. This thesis shows that newly designed system gives satisfactory yield of the
virus, solves restrictions connected with commonly used methods and can be used for low
infectious viral mutant production.

Key words: Murine polyomavirus, MPyV, Cre recombinase, loxP, virus production, inducible
expression, viral genome modification
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1. Uvod

Studium virt v dneSni dobé napomaha nejen hlubSimu pochopeni jejich Zivotniho cyklu a
interakci s hostitelem, ale vede také k rozvoji jejich terapeutického vyuziti. Mysi polyomavirus je
vyznamnym zastupcem své celedé¢ a pivodné byl zkouman piedevsim pro své tumorogenni
schopnosti. Studium tohoto viru vedlo k odhaleni funkce jeho gent a také pomohlo objasnit fadu
bunénych mechanismi. Jiz v minulosti se také ukazalo, ze je vhodnym kandidatem pro
potencidlni vyuziti v genové terapii, imunoterapii a biomedicing.

Pro vyzkum mysiho polyomaviru a vyvoj jeho terapeutickych uplatnéni je klicova ptiprava
a naslednd produkce virovych mutant. Pfi mutagenezi je virus zpravidla zaklonovan do
bakterialniho plazmidu. Pro jeho naslednou produkci je tedy zapotiebi virovy genom z plazmidu
izolovat a transfekovat do permisivni bunécné linie, kde dojde k produktivni infekci a tvorbé
virového potomstva. Takto produkovany virus lze poté vyuzit pro studium jeho fenotypu ¢i pro
jiné ucely.

Soucasna metoda piipravy virového genomu, pouzivana i v nasi laboratofi, vSak skyta fadu
omezeni. Nejprve je tieba virovou DNA vystépit z nosi¢ového plazmidu pomoci restrikénich
endonukledz. Restrikéni smés je déale vyrazné natedéna, coz pifi ndsledné ligacni reakci
upiednostni intramolekularni spojeni virového genomu. I piesto ¢aste¢né dochazi k ligaci mezi
jednotlivymi molekulami DNA a tvorbé konkatemeri virového genomu ¢i jeho opétovnému
uzavieni do nosiCového plazmidu. To snizuje vytézek intaktniho virového genomu a omezuje
reproducibilitu preparace. Pfitomnost znecisténi ve form¢ vedlejSich produktd ligace piedstavuje
také znacny problém pro néslednou transfekci ligacni smési do bunék.

V disledku vySe zminénych fakti je tato metoda pro nékteré aplikace (napt. produkce malo
infek¢nich mutant) nevhodna a je tfeba patrat po novych ptistupech.

Pro ptekonani problému s produkeci a propagaci viru v bunééné kultuie byl u lidského
papilomaviru vyvinut systém zalozeny na Cre/loxP rekombinaci (Lee et al., 2004). S jeho pomoci
je mozné generovat intaktni virovy genom z nosicového vektoru piimo v buiice pomoci
rekombinace mezi loxP misty. Tento systém je potencidlné¢ vyuzitelny u vSech dsDNA virQ
S kruhovym genomem a nabizi se pro feSeni problémil S produkci mysiho polyomaviru a jeho
malo Zivotaschopnych mutant.

V mé praci nabizim novou strategii produkce mysiho polyomaviru, ktera je zaloZena na
Cre/loxP rekombina¢nim systému. Tento ptistup skyté alternativu k bézné pouzivanym metoddm

pfipravy viru a fesi ne¢které jejich nedostatky.



2. Cile prace

Cilem této prace bylo piipravit experimentalni systém zalozeny na Cre/loxP rekombinaci, ktery
by umoznoval produkci mysiho polyomaviru a jeho mutant. Déle bylo tieba tento systém
podrobné charakterizovat, srovnat s bézné pouzivanou metodou produkce viru a zhodnotit jeho

vyuziti v praxi. Dil¢i cile byly nésledujici:

o Navrhnout a pfipravit dvé varianty rekombinantnich plazmidd vyuzitelnych k produkci
mysiho polyomaviru divokého typu.

o Ovéfit, zda u produkovaného viru nedochazi k naruseni exprese virovych proteinti ¢i

snizeni jeho infektivity.

o Stanovit a porovnat vytézek virové produkce pomoci bézné metody a nové navrzené¢ho

systému.
o Pfipravit stabilné transfekovanou bunéc¢nou linii exprimujici Cre rekombinazu.

o Oveéfit vyuziti této bunééné linie pro produkei viru pomoci nové navrZzeného systému.
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3. Prehled literatury

3.1 Mysi polyomavirus

Mysi polyomavirus (MPyV) patii do celed¢ Polyomaviridae, rod Polyomavirus (ICTV —
International Comittee on Taxonomy of Viruses). Cela ¢eled zahrnuje malé neobalené viry
s ikosahedralni kapsidou o priméru 40-50 nm. Jejich genom tvoii kruhova dsDNA. Hostitelské
spektrum polyomaviri zahrnuje ptaky, savce i1 ¢lovéka. Mezi vyznamné lidské polyomaviry a
oportunni patogeny patii napiiklad BK virus (Gardner et al., 1971) a JC virus (Padgett et al.,
1971). Dalsim, v soucasné dob& casto diskutovanym, polyomavirem je virus karcinomu
Merkelovych bunék (MCPyV), ktery se pravdépodobné ucastni vyvoje koznich nadord (Feng
et al., 2008).

Mysi polyomavirus, ktery byl objeven roku 1953 (Gross), je jednim znejvice
prostudovanych virii této ¢elede. Podobné jako ostatni zastupci polyomavirti je schopen nadorové
transformace hostitelskych bun¢k. V pribéhu let se stal vyznamnym modelovym organismem a
napomohl objevit fadu bunéénych mechanismi. V soucasné dob¢ je studovan piedevsim pro jeho
mozné vyuziti v genové terapii (Krauzewicz a Griffin, 2000; shrnuto v Raniqvist et al., 2007) a
imunoterapii (Eriksson et al., 2011; Hruskova et al., 2009). (Zhang et al., 2012)

3.1.1 Organizace virového genomu

Genom mysiho polyomaviru je tvofen kruhovou molekulou dsDNA o velikosti 5,3 kbp (obr. 1).
Jeho organizace je zna¢né komplexni. Virovy replika¢ni pocatek (ori) je z obou stran obestfen
regula¢nimi oblastmi, které mimo jiné zahrnuji promotorové sekvence takzvanych Casnych a
pozdnich genti.

Casné geny koduji virové regulaéni onkoproteiny: velky T antigen (LT), stfedni T antigen
(MT) a maly T antigen (ST). Ty jsou transkribovany v Casné fazi virové infekce ve forme
spolecné pre-mRNA, kterd je déale sestiihana bunéénym aparitem na konkrétni mRNA.
Mechanismus, kterym jsou casné mRNA pomoci alternativniho sestfihu produkovany,
je pomérné neobvykly. Sekvence ¢asnych gent obsahuje jeden intron pro kazdou ze tif mRNA.
Introny pro MT a ST mRNA jsou nezvykle malé, ¢ini pouze 62 a 48 nukelotidi (Huang a
Carmichael, 2009). Také se ukazuje, ze 3° sestiihova mista téchto mRNA spolu kooperuji.
Bodova mutace v MT sestfihovém misté vede k blokaci sesttihu jak MT, tak i ST mRNA in vitro
(Ge et al.,, 1990). Vsechny tfi introny casnych genti maji spoleény prunik, ktery tvofi
44 nukleotid. Uvniti tohoto useku se nachazi bod vétveni (tzv. branch point - konzervovany

adenosin, nezbytny pro sestiih intronu) pro LT, ST 1 MT intron.
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Pozdni =5 ¢

geny .- .82 '\geny

Mysi polyomavirus
5,3 kbp

Poly(A) signal

Obrazek 1. Schematické vyobrazeni genomu mySiho polyomaviru. Virovy genom je tvofen kruhovou
molekulou dsDNA. Ta obsahuje virovy pocatek replikace (ori) a dvé protismérné transkripéni jednotky, tzv.
gasné (vyznadeny Gerven&) a pozdni geny (vyznaleny zelend). Casné geny koduji virové onkoproteiny LT,
MT a ST. Pozdni oblast kdduje kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3. Pfevzato a upraveno (Gu et al., 2009).

Pozdni geny kdduji majoritni protein VP1 a dva minoritni proteiny VP2 a VP3, které tvoii
virovou kapsidu. Podobné jako u ¢asnych gentll, pozdni oblast je piepisovana do spolecné pre-
mRNA, kterd je dale pomoci alternativniho sestfihu upravena do konkrétni mRNA pro VP1, VP2
¢i VP3. Pre-mRNA produkovana z pozdnich genii ma vsak, na rozdil od Casnych transkriptt,
nejednotnou délku (Treisman a Kamen, 1981), coz je zpisobeno neefektivni terminaci
transkripce a polyadenylace.

Virové transkripéni jednotky casnych a pozdnich genil jsou protismérné orientované a
svym koncem obsahujicim polyadenylacni signalni (PAS) sekvence se prekryvaji (Gu et al.,
2009). Oteviené c¢teci ramce proteinti konéi jesté pred piekryvajicim se usekem. Oblast PAS
sekvenci je tedy spole¢né s regulacni oblasti okolo ori a intronem casnych genl jediné misto,
které nekoduje zadny protein.

3.1.2 Casna a pozdni faze virové infekce

Pro vstup do bunky vyuziva virus receptorem zprostiedkovanou endocytézu. Jako receptor na
bunééném povrchu slouzi gangliosid (Tsai et al.,, 2003). Po internalizaci je virova DNA
dopravena do jadra, kde dojde k okamzité produkci ¢asnych virovych proteini LT, MT a ST. LT
antigen je schopen vazby do virového ori, kde hraje klicovou ulohu pii replikaci virového

12



genomu. Krom¢ toho také interaguje stfadou bunécnych faktorti, a napoméha tak navozeni
S-faze bunécného cyklu.

Jakmile dojde k replikaci virového genomu, spousti se exprese pozdnich geni kodujicich
kapsidové proteiny (Liu a Carmichael, 1993) a nastava ptechod do pozdni faze virové infekce -
tzv. ,early-late switch®. Po vzestupu transkripce pozdnich mRNA dojde k deregulaci exprese
Casnych geni mechanismem, ktery neni zcela objasnén. Nabizi se model regulace Casnych
virovych mRNA pomoci tvorby dsRNA duplexu s komplementarni RNA (Huang a Carmichael,
2009; Liu a Carmichael, 1993). Pti tvorbé pozdnich mRNA dochazi k neefektivni terminaci
transkripce, coz vede k proCteni polyadenylacni sekvence a tvorbé dlouhych primarnich
transkriptt, které jsou komplementarni k oblasti ¢asnych genti. V disledku toho dochazi k tvorbé
dsRNA s ¢asnymi mRNA. Tyto dsRNA molekuly podléhaji editingu (zména adenosinu na
inosin) pomoci enzymu ADAR. Takto upravené mRNA jsou poté zadrzovany v jadie a nedochazi
k jejich translaci. Editovany tsek pozdnich transkriptl je sestfizen bunécnym aparatem, takze
K jejich zadrzeni v jadie nedochazi.

Po transportu sestfizenych pozdnich mRNA do cytoplazmy dochazi k produkci
kapsidovych proteini VP1, VP2 a VP3. Tyto proteiny jsou hlavnimi ,markery” pozdni faze
virové infekce. Po translaci jsou transportovany do jadra, kde tvofi spolecné s replikovanym

virovym genomem intaktni viriony. Ty jsou po lyzi buiiky uvolnény do prostiedi.

3.1.3 Metody produkce viru

Pro vyzkum virovych a bunéénych mechanismi ¢i rozvoj novych terapeutickych aplikaci je
nezbytna prace s virovymi mutantami. Mutantni mysi polyomavirus je zpravidla produkovan ve
formé rekombinantniho plazmidu obsahujiciho virovy genom. Pro charakterizaci mutantniho
fenotypu je zapotiebi z tohoto plazmidu pfipravit virové inokulum. K produkei infekéniho viru
dochdzi pouze po transfekci permisivni buné¢né linie intaktnim virovym genomem (kruhova
forma dsDNA). Pro tyto uUcely musi byt virovy genom z nosi¢ového plazmidu vyjmut a
religovan.

Ktomu se vyuZzivaji restrikéni endonukleazy, které vysStépi virovy genom z plazmidu.
Restrikéni smés je dale precisténa a nafedéna do finalni koncentrace DNA 3-4 g/ml ¢i méné
(Mannové, 2002). Nafedénim se pii nasledné liga¢ni reakci uptfednostni intramolekularni spojeni
virového genomu (Katinka a Yaniv, 1983). I piesto dochazi ve vétsi, ¢i mensi mife k ligaci mezi
jednotlivymi molekulami DNA, coz vede k tvorbé konkatemerli virového genomu nebo jeho
opctovnému uzavieni do nosicového plazmidu. To snizuje vytézek intaktniho virového genomu.
Pritomnost konkatemerl protismérné orientovanych virovych DNA predstavuje také potencialni
problémem pro naslednou transfekci ligacni smési do bun€k, protoze jejich transkripce by

teoreticky mohla zapficinit tvorbu cytotoxickych dsRNA.
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Ligacni smés se dale precisti a zakoncentruje. Takto pfipravend ligacni smés je poté
transfekovana do permisivni bunécné linie, kde dojde k produktivni infekci a tvorbé virového
potomstva. Po n€kolika dnech jsou transfekované bunky spolecné s médiem sklizeny a virus je

izolovan.

3.2 Cre/loxP rekombinacni systém a jeho vyuZziti

3.2.1 Cre rekombinaza bakteriofaga P1

Cre rekombinaza patii do rodiny rekombinaz tyrozinového typu (UniProt, P06956) a umoznuje
mistné specifickou rekombinaci. Sklada se z 343 aminokyselin, které tvoii vétsi C-koncovou a
mensi N-koncovou doménu. N-koncova doména neni mezi ptibuznymi proteiny konzervovana a
je flexibilné spojena s C-koncovou doménou nesouci aktivni misto enzymu. To obsahuje RHR
triddu, ktera je, spole¢né s konzervovanym tyrozinovym reziduem, hlavnim znakem této rodiny.
(Gopaul a Van Duyne, 1999)

Funkce tohoto proteinu byla poprvé popsana v roce 1981 u bakteriofaga P1 (Sternberg et
al., 1981). Bakteriofag P1 patfi mezi temperatni fagy s linearnim dsDNA genomem. Ve svém
zivotnim cyklu uplatnuje jak lytickou, tak lyzogenni fazi, ¢ili miZze v hostitelské burice existovat
ve formé¢ kruhové DNA, jeZ je pienaSena do dcefinych bunék. Cre rekombinaci vyuziva ve svém
ptirozeném replikacnim cyklu. Cre rekombinédza je kodovana v jeho genomové DNA a zastava
nekolik funkei: 1) po vstupu linearni formy bakteriofagové DNA do hostitelské bunky katalyzuje
jeho cirkularizaci, ii) umoZziiuje rozdéleni multimernich forem virové DNA, které vznikaji pfi
replikaci, iii) napomaha pfi alternativni replikaci virového genomu pomoci mechanismu ,,rolling
circle®.

Podstatou reakce Cre rekombinazy je homologni rekombinace mezi dvéma specifickymi
sekvencemi, tzv. loxP misty (Hoess a Abremski, 1984). Jejich sekvence se sklada z 34 paru bazi
(bp), které tvoii 8 bp dlouhou asymetrickou centrdlni ¢ast a 13 bp dlouhé palindromatické
sekvence umisténé na obou koncich (obr. 2). Diky asymetrii v centralni ¢asti je loxP misto
orientované.
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5'- ATAACTTCGTATAGCAT ACATTIATACGAAGTTAT - 3'
3'- TATTGAAGCATAITCGTATGTAATATGCT|TCAATA - 5'

1 3 11 13

Obrazek 2. Sekvence loxP mista bakteriofaga P1. Sekvence obsahuje dva 13bp palindromatické useky
(vyznaceno tuénym pismem) a centralni 8 bp dlouhou oblast, ktera je pti Cre rekombinaci §tépena v mistech
vyznacenych Sipkami. Nejvice konzervované useky zodpovidajici za nasednuti Cre rekombinazy jsou
vyznacéeny Ctverci. Pfejato od Santoro a Schultz (2002).
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Rekombinace zprostiedkovana Cre rekombinazou je vicekrokovy proces (obr. 3). Nejprve
dojde k nasednuti enzymu na 13bp palindromatické sekvence loxP mist (na kazdy palindrom
pfipadd jeden monomer proteinu) a utvofeni tetramerni struktury, coz vede k paralelnimu
pfibliZzeni dvou loxP mist. Hydroxylova skupina tyrozinového rezidua v aktivnim mistu enzymu
poté iniciuje transesterifikani reakci, jejimz vysledkem je preruseni vldkna DNA v 8bp
asymetrické oblasti obou loxP mist a navazani koncovych 3¢ fosfatovych skupin DNA k enzymu.
Volné 5° OH konce DNA jsou poté ligovany s 3¢ koncem protilehlého feté¢zce DNA, ktery byl
kovalentné¢ vazén na tyrozinovy zbytek Cre rekombindzy. Tim dojde k tvorbé Hollidayovy
struktury. V této fazi nejspise nedochazi k migraci ramen (Van Duyne, 2001), jak je postulovano
Vv klasickém modelu homologni rekombinace. Finalni fazi tvofi transesterifikacni reakce druhych
vlaken DNA a jejich vzdjemna ligace, ¢imz je rekombinace mezi loxP misty dokonc¢ena. Nebot’
ke $tépeni dochazi v centralni asymetrické ¢asti (naznaeno na obr. 2), vysledné produkty
rekombinace obsahuji jednu polovinu pGvodniho loxP mista a druhou polovinu loxP mista
z rekombinovaného tiseku DNA. (Gopaul a Van Duyne, 1999; Hoess a Abremski, 1985)
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Obrazek 3. Mechanismus rekombinace zprostiedkované Cre rekombindzou. Sedy a &erny oval znazoriuje
monomery Cre rekombinazy navazané na oba konce loxP mist (pferuiovana &ara). Retézce DNA jsou
roz§tépeny pomoci tyrozinového rezidua Vv aktivnim misté enzymu, coz vede k tvorbé volnych 5° OH koncii
DNA (ii). Ty mohou nasledn¢ atakovat protilehlé 3¢ konce a vytvotit Hollidayovu strukturu (iii/iv). Nasledné
opétovné Stépeni (v) a ligace protilehlych konci DNA vede k rekombinaci mezi lokusy (vi). Pfevzato od
Gopaul a Van Duyne (1999) a upraveno.
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3.2.2 Obecné vlastnosti Cre/loxP systému

Po objevu Cre rekombinace u bakteriofaga P1 (Sternberg et al., 1981) zacal byt Cre/loxP systém
vyuzivan pro ucely genetickych modifikaci. V roce 1988 (Sauer a Henderson) byla Cre
rekombinace poprvé provedena v sav¢ich buiikach. Déle se ukazalo, Ze je tento systém pouzitelny
ve vSech obecné uzivanych modelovych organismech.

Sekvence loxP mist jsou asymetrické a v prubéhu reakce zprostfedkované Cre
rekombinazou jsou rekombinovany vzdy v konkrétni orientaci. Cre rekombinace tedy muze
vytvafet rizné typy uprav DNA podle zvoleného uspotfadani loxP mist (obr. 4). To umoziiuje
téméf neomezenou $kalu genetickych manipulaci, jako je genovy ,.knock-out” (Gao et al., 2004),
,knock-in“ (Michel et al., 2010), Cre rekombinaci indukovana exprese transgenu (vystépeni
STOP sekvence z transgenu) (Dragatsis a Zeitlin, 2001) ¢i tvorba rozsahlych chromozomalnich
prestaveb (Adams et al., 2004; Uemura et al., 2010).

Inverze Transkolace

>
.”r
loxP
L/

Obrazek 4. Vysledek Cre rekombinace v zavislosti na pozici a orientaci loxP mist. (a) Pokud se nachazeji loxP
mista na jedné molekule DNA v protismérné orientaci, Cre rekombinace zplsobi inverzi vnitiniho tseku
DNA. (b) Pokud se loxP mista nachazeji na dvou riznych molekulach DNA, Cre rekombinace zplsobi
translokaci segmentii DNA. (c) Pokud se nachdzeji loxP mista na jedné¢ molekule DNA v pfimé orientaci, Cre
rekombinace zplsobi deleci vnitinitho tseku DNA. Tento typ rekombinace se da také vyuzit v opacném
uspotradani, kdy dochazi k vlozeni kruhového vektoru do cilové sekvence DNA obsahujici loxP misto.
Pfevzato a upraveno (cre.jax.org/introduction.html).

Hlavni vyhodou Cre/loxP systému je fakt, ze pro jeho pouziti jsou zapotiebi pouze dva
elementy (Cre rekombinaza a loxP sekvence) bez jakychkoliv kofaktorti. Cre rekombinace je
navic velmi efektivni a pokud je zajisténa exprese Cre rekombinazy ze silného promotoru a loxP
mista se nachdzeji na jedné molekule dostatecné blizko u sebe, neni nutné pouzivat selekéni
marker (Nagy et al., 1998).
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Potencidlnim omezenim Cre/loxP systému u organisml s komplexnéj§im genomem je
moznost vyskytu sekvenci analognich s loxP mistem, coz muze teoreticky vést k nezadouci
aktivité Cre rekombindazy. Pravdépodobnost vyskytu loxP mista v ndhodné sekvenci nukleotidl je
1:10%, coz prakticky vyluuje, Ze by se originalni loxP misto v genomu modelového organismu
objevilo. Nicméné ke Cre rekombinaci dochazi surcitou frekvenci iU mist, které nejsou
s originalnim loxP striktné homologni. Takovéto sekvence obsazené v genomu modifikovaného
organismu se oznacuji jako pseudo-loxP. U nékterych savcCich pseudo-loxP mist se ukazuje, Ze
jsou po zaklonovani do bakteridlntho genomu schopny rekombinovat v pfitomnosti Cre
rekombinazy s efektivitou blizici se originalnimu loxP mistu (Thyagarajan et al., 2000).
V souladu s tim je i fakt, Ze pii vysoké expresi Cre rekombinazy v sav¢ich bunikach dochazi
Kk tvorbé chromozomalnich aberaci (Schmidt et al., 2000). Na druhou stranu vzdalenost dvou loxP
mist v prostoru je klicovym faktorem ovlivitujicim efektivitu rekombinace, coz pravdépodobnost
ovlivnéni Cre/loxP systému pseudo-loxP sekvencemi zna¢né snizuje.

Po Cre rekombinaci miZe teoreticky dojit ke zpétné reakci, pfi niZz je produkt znovu
rekombinovan v misté¢ loxP sekvenci, coz vede k obnové ptivodniho usporadani DNA. Napftiklad,
pokud jsme provedli inverzi useku DNA, ktery byl na obou stranach opatfen protismérné
orientovanymi loxP misty, stale pfitomna Cre rekombindza muze provést opétovnou rekombinaci
mezi loxP misty, a tim invertovany usek navrétit do vychozi polohy. Aby se tomuto jevu
ptedeslo, bylo vyvinuto n€kolik strategii. Jednou z mozZnosti je uziti mutovanych loxP mist, které
po Cre rekombinaci brani zpétné reakci (Albert et al., 1995; Suzuki et al., 2007). K potlaceni
zpétné rekombinace dochézi také pii pouziti regulované exprese Cre rekombinazy (Cre se
produkuje pouze po dobu nezbytnou k ptimé reakci) ¢i pfi vneseni selekéniho markeru, ktery

upiednostiiuje cilovy produkt.

3.2.3 Podminéna Cre rekombinace

PfedevSim z davodu letality nékterych genetickych modifikaci v embryonalnim stadiu
modelovych organismi (nej¢astéji mysi model) byly vytvoteny systémy umoziujici podminénou
genetickou manipulaci.

Nejdiive vyvinuty systém feSici tento problém je zaloZen na mistné specifické expresi Cre
rekombinazy. Modifikovany organismus ma v genomu vloZeny gen pro Cre rekombindzu
umistény za tkanoveé specificky promotor, coz zaruCuje expresi tohoto proteinu pouze
V konkrétnim misté/tkani. K mutagenezi useku DNA obsahujiciho loxP mista dojde vyhradné
v bunkach produkujicich Cre rekombinazu, a nikoliv v celém organismu (Orban et al., 1992).

Dalsi variantou je pouziti inducibilni exprese Cre rekombinazy (shrnuto v Albanese et al.,

2002). Timto mechanismem je mozné nejen zajistit mutagenezi pomoci Cre/loxP systému
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v konkrétnim stadiu vyvoje organismu, ale také omezit zpétnou rekombinaci mezi loxP misty ¢i
minimalizovat nasledky cytotoxicity Cre rekombinazy.

Jednim z nejpouzivanéjSich variant inducibilni exprese je tetracyklinovy systém (obr. 5)
(Gossen a Bujard, 1992; Gossen et al., 1995). Tento systém je zaloZen na aktivité inducibilniho
transkripéniho aktivatoru, ktery spousti expresi cilového genu - VvnaSem piipadé¢ Cre
rekombinazy. Tento transkripcni aktivator je reverzibilné regulovan pomoci tetracyklinu. Systém
existuje v uspradani tet-on (Gossen et al., 1995) a tet-off (Gossen a Bujard, 1992). Tet-off systém
vyuziva transkripni aktivator tAT (tetracycline-controlled transactivator protein), ktery je
schopen v nepfitomnosti tetracyklinu aktivovat expresi cilového genu vazbou na operator
tetracyklinového promotoru Py Pokud je v systému pfitomen tetracyklin, dochazi k jeho
navazani na tAT. V takovémto stavu neni tAT schopen aktivace Pyt promotoru a exprese
cilového genu je zastavena. Na druhou stranu tet-on systém vyuziva transkripéni aktivator rtAT
(reverse tetracycline-controlled transactivator protein), ktery je po navazani tetracyklinu
aktivovan, coz vede k expresi cilového genu. Pro regulaci tohoto stému se namisto tetracyklinu

pouzivaji i jeho derivaty, jako je naptiklad doxycyklin.

" Tet-off systém b Tet-on systém
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Obrazek 5. Tetracyklinovy systém inducibilni exprese. (a) Tet-off systém. Transkripéni aktivator tTA je
aktivni v nepfitomnosti doxycyklinu (nebo tetracyklinu). Po pfidani doxycyklinu dojde k inaktivaci tTA
a exprese transgenu pod promotorem Py, neprobihd. (b) Tet-on systém. V pfitomnosti doxycyklinu
transkripéni aktivator rtTA aktivuje expresi transgenu pod promotorem P . Pokud doxycyklin neni pfitomen,
rTA je inaktivni a k expresi transgenu nedochazi. Pfevzato a upraveno (Zhang et al., 2012).
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Pro regulovanou aktivaci Cre rekombinace se vyuzivaji také varianty fiznich proteint s Cre
rekombinazou, které umoziuji Cre/loxP rekombinaci pouze po piidani dané¢ho ligandu. Nejvice
uzivany systém se nazyva creER T2 a je zaloZen na fiizi Cre rekombinazy s mutovanou ligand
vazici doménou estrogenového receptoru (Feil et al., 1997; Heimer-McGinn a Young, 2011;
Indra et al., 1999). Tato mutovana c¢ast estrogenového receptoru je schopna po navazani
tamoxifenu translokovat cely fiizni protein do jadra, kde mtize dojit ke Cre rekombinaci. Aktivita
Cre rekombinazy je tedy regulovana zmeénou bunécné lokalizace v zavislosti na pfidani
tamoxifenu.

Vyse zminéné metody se Casto kombinuji, coz nabizi nejriznéjsi varianty mistné a ¢asové
regulované exprese Cre rekombinazy. V soucasné dob¢ je tedy Cre/loxP systém univerzalnim a
lehce modifikovatelnym nastrojem pro cilenou modifikaci DNA v konkrétni tkdni ¢i bunéném

typu a v piesné definovanou dobu.

3.2.4 Cre/loxP systém ve virologii

Cre/loxP systém se vyuzivd pro genetické manipulace u nejriiznéjSich organismi. Nejveétsi
uplatnéni ma v ptipravé geneticky modifikovanych mysich linii (shrnuto v Zhang et al., 2012)
¢iv biotechnologii rostlin (shrnuto v Gilbertson, 2003). Jeho Siroké vyuziti se vSak nabizi
i ve virologii.

Delece ve virovém genomu

Cre/loxP systém umoznuje cilené delece DNA (obr. 6) a tvorbu virovych mutant, které
mohou byt pouZzity pro studium funkce konkrétnich genii ¢i funk¢nich oblasti jejich genomu.
Delece oblasti DNA zpravidla probihéd ve dvou krocich: i) Pomoci homologni rekombinace je do
cileného lokusu vnesena kazeta s dvéma loxP misty, které ohranicuji deletovanou oblast. Kazeta
Casto obsahuje také selek¢éni marker. i1) Po selekci rekombinant je vlozena oblast odstranéna
pomoci Cre rekombinace mezi pfitomnymi loxP misty.

Abrams et al. (2012) stspéchem pouzili tuto metodu pro tvorbu nékolikanasobného
,knock-out” u viru ASFV (African swine fever virus). Delece ¢asti virového genomu pomoci
Cre/loxP systému se také vyuziva pii produkci virovych vektori pro genovou terapii (Logvinoff
a Epstein, 2001; Maeda et al., 2003; Zaupa et al., 2003). Transgenni vektory odvozené od
adenovirt (Clemens et al., 1996; Mitani et al., 1995) ¢i herpes simplex viru typu 1 (Epstein,
2009) jsou produkovany pomoci superinfekce permisivni bunétné linie spole¢né
S tzv. pomocnym virem, ktery nese elementy esencidlni pro replikaci a enkapsidaci virového
vektoru. Tim je zajiSténo, ze vzniknuvsi virovy vektor nebude v cilovém jedinci schopen
produktivni infekce. Problémem je vSak znecisténi vyprodukovaného terapeutického vektoru

pomocnym virem. Pro omezeni schopnosti pomocného viru enkapsidovat do virovych castic je
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tedy jeho enkapsidacni sekvence obklopena loxP misty a terapeuticky virovy vektor je
produkovan v bunécné linii exprimujici Cre rekombinazu. V takovémto uspoiadani dochazi
k vystépeni enkapsida¢niho signalu pomocného viru, a tim k snizeni moznosti kontaminace

V izolovaném terapeutickém vektoru.
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Obrazek 6. Delece lokusu DNA pomoci Cre/loxP systému. DNA vektor vneseny do bunék rekombinuje
s cilovym lokusem pomoci dvou homolognich ramen. Po rekombinaci je ptivodni isek DNA nahrazen kazetou
obsahujici selek¢ni marker (neo) a dvé stejnosmérné orientovand loxP mista. Pomoci vneseného markeru
muze byt rekombinovany klon selektovan. Kazeta je posléze odstranéna pomoci Cre rekombinazy. Pievzato a
upraveno (Zhang et al., 2012).

mutovana alela s deletovanym genem

Aktivace genové exprese zprostiredkovand Cre rekombindzou
Pro vyzkum funkce virovych proteinli a jejich interakci s hostitelskym organismem jsou Casto
vyuzivany transgenni organismy, které je exprimuji. Rada virovych proteinii viak interaguje
S imunitnim systémem hostitele nebo ma cytotoxické ucinky, coz ptipravu takovych modeli
znaéné komplikuje. Pro tvorbu transgenni mysi linie obsahujici core protein viru hepatitidy typu
C byl navien systém podminéné aktivace transgenu pomoci Cre rekombinazy, ktery vyse
zminény problém fesi (Xiao et al., 2004). Podobny piistup byl pouzit také pro pfipravu bunécné
linie s expresi proteinu X viru hepatitidy typu B (Shintani et al., 1999).

Systém podminéné aktivace transgenu pomoci Cre rekombinazy byl poprvé vyvinut
u mySiho modelu (Dragatsis a Zeitlin, 2001) a je zaloZen na inzerci termina¢niho signalu
transkripce (obklopeného loxP misty) do cilového genu, jehoZ exprese je takto zruSena (obr. 7).
K obnové exprese genu miize dojit po vystépeni termina¢niho useku pomoci rekombinace mezi
loxP misty. Timto 1ze docilit exprese cilového genu v pfesné definovanou dobu po aplikaci Cre
rekombinazy ¢i transfekci vektoru, ktery ji exprimuje. Alternativou je také regulovana transkripce
pomoci inducibilniho promotoru, kde vSak miize dochdzet k Caste¢né expresi 1 ve vypnutém stavu
(tzv. leaky exprese).
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Obréazek 7. Aktivace exprese genu pomoci Cre rekombinace. Terminacni signal transkripce obklopeny loxP
misty je vlozen za promotor cilového genu. Pro spusténi exprese transgenu je tfeba pfitomnost Cre
rekombindzy, ktera terminacni kazetu vystépi. Pfevzato a upraveno (Zhang et al., 2012).

Potencialnim omezenim této metody je skuteCnost, ze po vystépeni terminaéni sekvence
pomoci Cre rekombinazy je v cilovém genu uchovano jedno loxP misto (viz obr. 7). To muze
vést k ovlivnéni jeho exprese. LoxP sekvence obsahuje v jednom sméru dva ATG start kodony
(v druhém nikoliv). Pii navrhu konkrétniho uspofadani loxP mist je tedy tfeba zvolit jejich

spravnou orientaci.

Dalsi vyuZiti Cre/loxP systému
Cre/loxP systém muze byt vyuzit také pro sledovani perzistentni infekce v hostitelském
organismu ¢i tkanové kultufe. Klasicky pfistup vyuziva viry s vlozenym reportérovym genem,
ktery je exprimovan po infekci hostitelské burnky (Boldogkoi et al., 1999; Shimeld et al., 2001).
Exprese genil z viru byva v pribehu latentni faze ¢asto umlcena, proto je tfeba zvolit promotor,
ktery tomuto efektu nepodléha. 1 presto miize byt mira produkce reportéru pro detekci
nedostateéna. Dutia et al. (2009) navrhuji systém pro sledovani virové infekce, pii némz
vyuzivaji mysi herpes virus 68 exprimujici Cre rekombinazu. Pii pouziti mySi linie
S reportérovym genem pod silnym promotorem, ktery je aktivovan pomoci Cre rekombinace
(Gilchrist et al., 2003), je mozné sledovat Sifeni infekce v jednotlivych bunkach.

Cre rekombinace se dale vyuziva pro efektivni propagaci lidského papilomaviru (HPV)
v tkanovych kulturdch. HPV je dsDNA virus s kruhovym genomem zodpovédny za tvorbu
nadort u lidi. V hostiteli se vyskytuje ve formé epizomu a produktivni infekce je schopen pouze
v diferencovanych epitelialnich bunkach (Fields et al., 2007). Pro jeho studium se pouzivaji
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tzv. raftové kultury lidskych keratinocyti (McLaughlin-Drubin et al., 2003). Jejich transfekce
HPV genomem a nésledné Sifeni viru v kultufe je vSak neefektivni, coz vyzaduje selekci
pozitivnich bunék (shrnuto v McLaughlin-Drubin a Meyers, 2005). Pro piekonani téchto omezeni
byl vyvinut systém zalozeny na Cre rekombinaci, ktery umoziuje produkci virového genomu
Z nosi¢ového plazmidu piimo v burikach (Lee et al., 2004). Tento systém byl pouzit pro efektivni
infekci kultury lidskych keratinocytii adenovirovym vektorem, jeZ obsahoval HPV genom z obou
stran ohrani¢eny loxP misty. Pfi superinfekci s druhym adenovirovym vektorem exprimujicim
Cre rekombinazu tedy doslo k vystépeni kruhové formy genomu HPV schopného produktivni
infekce. Pozdéji byla obdoba tohoto systému vyuzita pro zvyseni vytézku produkce HPV a jeho
mutant (Chow et al., 2009; Wang et al., 2009). V tomto ptipadé¢ byl HPV genom zaklonovan
do plazmidu obsahujiciho selekéni marker a transfekovan do bunék spole¢né s vektorem
exprimujicim Cre rekombinazu. Transfekované buitky mohly byt s vyuZzitim vneseného markeru
selektovany. Zaroven s tim byl v bunikdch pomoci Cre rekombinace mezi loxP misty generovan
virovy genom, coz umoznilo jeho produktivni infekeci.

3.3 DalS$i mistné specifické rekombinacni systémy

Krom¢ Cre rekombindzy bakteriofaga P1 existuje fada dalSich mistné specifickych
rekombinacnich systémi, které jsou piirozenou soucasti zivota riznych organismui. Nekteré
Z téchto systém jsou také ve vétsi, ¢i mensi mife vyuzivané v metodach genového inzenyrstvi a
mohou skytat vyhodnou alternativu k vySe popsanému Cre/loxP systému (shrnuto v Turan a
Bode, 2011) (tab.1l). Podle sekvencni podobnosti a struktury aktivniho mista jsou mistné
specifick¢é rekombindzy déleny do dvou rodin: 1) rekombindzy tyrozinového typu,
i) rekombinazy serinového typu.

3.3.1 Rekombinazy tyrozinového typu

Mezi nejvice vyuzivané rekombindzy tyrozinového typu patii kromé Cre také Flp rekombinaza,
objevena v 2um plazmidu S.cerevisiae (Andrews et al., 1985), a integraza bakteriofaga A (Weil a
Signer, 1968). Mechanismus rekombinace téchto enzymt je shodny a vyuziva tvorby
Hollidayovy struktury.

Flp rekombinaza je schopna, podobné jako Cre, obousmérné rekombinace mezi 48 bp
dlouhymi FRT sekvencemi. Minimalni velikost FRT mista potfebna k rekombinaci je vSak 34 bp.
Pro vylepSeni vlastnosti Flp/FRT systému a zabranéni zpétné rekombinace byla vyvinuta fada
variant FRT mist (Buchholz et al., 1998; Turan et al., 2010). Fakt, Ze tento systém nevyzaduje
zadné dalsi bunécné kofaktory, jej Cini spoleéné s Cre/loxP rekombinaci Siroce vyuzitelnym.

Cre/loxP a FIp/FRT systémy se také ¢asto kombinuji, coZ dale roz$ifuje moznosti pouZiti.
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Integraza bakteriofaga A je dal$si mistné specifickou rekobindzou tyrozinového typu.
Zprostfedkovava rekombinaci mezi dvéma heterolognimi sekvencemi attP (cca 250 bp) a attB
(cca 25 bp). Na rozdil od Cre a Flp rekombinaz je schopna jednosmérné integrace fragmentu
DNA do cilového lokusu bez zpétné rekombinace. Jeji vyuziti ma vSak fadu zasadnich omezeni.
Pro rekombinaci vyzaduje dals$i bunécné faktory a konkrétni topologickou formu DNA -
negativni nadSroubovici. (shrnuto v Hirano et al., 2011)

3.3.2 Rekombinazy serinového typu

Rekombindzy serinového typu obsahuji proteiny spadajici do dvou skupin: 1) resolvazy/invertazy,
mezi které patii napt. resolvaza bakteridlniho transpozonu Tn3 ¢i Hin invertaza; ii) integray, které
zahrnuji napf. integrazu bakteriofaga $C31 (Kuhstoss a Rao, 1991). Mechanismus mistné
specifické rekombinace téchto enzymil se od rekombinaz tyrozinového typu znac¢né lisi. Misto
postupného Sté€peni fetézci DNA v rekombina¢nim komplexu a tvorby Hollidayovy struktury
jsou oba fetézce kazdé molekuly DNA Stépeny zdroven. Bezprosttedné poté dochézi
Kk tzv. podjednotkové rotaci o 180° coz ma za nasledek vyménu ramen a rekombinaci DNA
molekul (Smith et al., 2010).

Vyuziti resolvaz/integraz v genovém inzenyrstvi je omezené. Pro rekombinaci totiz
vyzaduji velmi uspofadanou nadsroubovicovou strukturu DNA a rekombinaéni mista v Cis
orientaci. VétSina z téchto enzymu navic vyuziva dalSich bunécnych faktord. Nicméné nékteré
mutanti formy integraz/invertaz tyto problémy c¢asteéné pickonavaji (Arnold et al., 1999).
V nedavné dobé byly také navrZeny programovatelné filizni proteiny téchto enzym, které
umoziuji velice pfesné integrace transgenu do lidského genomu (Gordley et al., 2009).

Asi nejuzivanéjsi rekombinazou serinového typu je integraza bakteriofaga $C31. Tento
enzym nepotiebuje pro rekombinaci zadné dalsi faktory ani konkrétni topologickou formu DNA.
Provadi mistné specifickou rekombinaci mezi dvéma heterolognimi misty attP a attB. Ta probiha
pouze v pfimém sméru, coz zamezuje zpetnou rekombinaci produktl (ke které dochazi napt. u
Cre/loxP systému). Potencialni nevyhodou tohoto systému je vyskyt pseudo-attP mist v savéim
genomu. Bylo ukazano, ze po transfekci sav¢ich bunék plazmidem nesoucim attB dochazi k jeho
integraci Vv téchto pseudo-attP mistech (Thyagarajan et al., 2001). I pfesto je $C31 integraza
Siroce vyuzivana pro nejruznéjsi genetické manipulace (Lu et al., 2011; Robert et al., 2012).
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Tabulkal. Prehled nejcastéji vyuzivanych mistné specifickych rekombinaz. Citace jsou uvedeny v textu prace.

. o Dalsi pozadavky
. ; Smér Cilové
Rodina Zastupce . .
rekombinace sekvence Hostitelské Topologie
faktory DNA
=
e Fagové integrazy Cre rek. obousmérna loxP (34nt) ne ne
~—
=
z
& Fagové integrazy Flp rek. obousmeérna FRT (48nt) ne ne
£
=
g Y . . . ., attP ¢250nt) 5 )
v Fagové integrazy Aint. jednosmérna ano nadSroubovice
) attB (-25nt)
7
a . , . ., nadSroubovice,
S+ Resolvazy/invertazy Tn3 res. jednosmérna res (114nt) ne , .
Z rek. mista v cis
5
& , o hixL, hixR dgroubovice,
&  Resolvazy/invertazy Hin inv. obousmérna ano na SI‘O}J ov1c§
S (26nt) rek. mista v cis
=
E S 2 . . . attP, attB
v Fagové integrazy $C3lint.  jednosmérna ne ne
é 40nt)
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4. Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Bunécné linie, bakterialni kmeny a viry

3T6 Swiss Albino - permanentni buné¢na linie embryonalnich mysich fibroblasti, adherentni,
kat.¢c. ACC 202 (DSMZ)

WOP - permanentni bunécné linie embryonalnich mysich fibroblasti odvozend od 3T3 linie,
adherentni, kat.c. ATL99011 (ICLC)

MEF — permanentni buné¢na linie mySich embryonalnich fibroblastl, adherentni, (Pier Paolo
Pandolfi, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New Yourk)

TOP10 E. coli - elektrokompetentni bakterie E. coli, genotyp: hsdR, mcrA, lacZAMI15, endAl,
recAl, kat. ¢. C4040-03 (Life Technologies)

Mysi polyomavirus (MPyV) - kmen BG, poskytnula B. Griffin (Royal Postgraduate School,
Londyn)

4.1.2 Vektory

PMJG - rekombinantni plazmid bakteridlniho typu odvozeny od pMJI s vlozenym genomem
myS$iho polyomaviru, kmen BG, ktery byl linearizovan pomoci restrikéni endonukleazy EcoRI,
rezistence na ampicilin (Krauzewicz et al., 1990)

pBluescript-SK - rekombinantni plazmid bakterialniho typu, rezistence na ampicilin (Agilent
Technologies)

pPuro.Cre empty - rekombinantni plazmid pro expresi transgenu v sav¢ich buiikach, exprese Cre
rekombinazy, rezistence na ampicilin (Addgene plasmid 17408, (Kumar et al., 2008)

PNIT - expresni retrovirovy vektor pro pfipravu bunééné linie s regulovanou expresi transgenu
(tet off), regulace exprese pomoci doxycyklinu, rezistence na G418, poskytnul Zbyn¢k Kozmik
(GenBank: AF311318.1)

pCALNL-DsRed - expresni vektor odvozeny od vektoru pCALNLS , inducibilni exprese
fluorescen¢niho proteinu DsRed =zavisld na Cre rekombindze, slouzi ke kontrole
pfitomnosti/funkce Cre rekombinazy, rezistence na ampicilin, poskytnul Zbynék Kozmik
(Addgene plasmid 13769) (Matsuda a Cepko, 2007)
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4.1.3 Protilatky a fluorescencni barviva

Primarni protilatky

aGAPDH - kréli¢i polyklondlni protilatka reaktivni s GAPDH, pouzita pro western blot,
fedéni 250x (Abcam)
aPyVPI-A - mysi monoklonalni IgG reaktivni s VP1 proteinem mysiho polyomaviru, pouzita

pro western blot, fedéni 50x (Forstova et al., 1993)

aPyVP1-D4 - mysi monoklonalni IgG reaktivni s VP1 proteinem mysiho polyomaviru, pouzita

pro imunofluorescenci, fedéni 20x (pfipravena v nasi laboratofi)

aPyLTl1 - krysi monoklonalni IgG reaktivni s LT antigenem myS$iho polyomaviru, pouzita
pro imunofluorescenci, fedéni 100x (Dilworth a Griffin, 1982)

aPyCl - krysi monoklonalni IgG reaktivni se vSemi tfemi T-antigeny mysiho
polyomaviru, pouzita pro western blot, netedéna (Dilworth a Griffin, 1982)
aPyC4 - krysi monoklonalni IgG reaktivni se vSemi tfemi T-antigeny mySiho

polyomaviru, pouzita pro western blot, nefedéna (Dilworth a Griffin, 1982)

Sekunddrni protilatky
anti-mouse A488 - osli IgG proti mysi, konj. s fluoroforem Alexa Flour 488 (Invitrogen)

anti-rat A546 - kozi IgG proti potkanovi, konj. s fluoroforem Alexa Flour 546 (Invitrogen)
anti-rabbit HR - kozi IgG proti kralikovi, konj. s kienovou peroxidazou (BioRad)
anti-mouse HR - kozi IgG proti mysi, konj. s kienovou peroxidazou (BioRad)

anti-rat HR - kozi IgG proti potkanovi, konj. s kienovou peroxidazou (Sigma-Aldrich)

Fluorescencni barviva
DAPI - 4’,6’- diamino - 2 fenylindol, koncentrace 0,1 ug/ml (Sigma-Aldrich)

4.1.4 Markery molekulovych hmotnosti
DNA marker - GeneRuler 1 kb DNA Ladder, obr. 8, (Thermo Fisher Scientific)
Proteinovy marker - SDS7B2 - Prestained Molecular Weight Marker, tab. 2, (Sigma-Aldrich)
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bpng/05Spg %

10000 300 6.0
/3000 00 60
/ 50 109 138
/, 4000 300 60
7 3500 300 6.0

3000 70.0 14.0
— 2500 250 50

2000 250 50
— 1500 250 50

1000 60.0 120
— 750 250 50
— 500 250 50
— 250 250 50

Obrazek 8. Popis DNA markeru "GeneRuler 1 kb DNA Ladder". Agar6ozova DNA elektroforéza 0,5 pg
markeru, 7 V/cm, 1x TAE, 45 min. Obrazek znazoriiuje molekulové hmotnosti a mnozstvi jednotlivych DNA
fragmentd v markeru. Pfevzato a upraveno. (www.thermoscientificbio.com)

Tabulka 2. Slozeni proteinového markeru "SDS7B2". Prevzato z http://www.sigmaaldrich.com.

Native* Subunit

Prestained Protein Molecular Mass
(Da)

az-Macrquobulln 180,000
from equine serum
B-Galactosidase from E. coli 116,000
Lactoferrin from human milk 90,000
Pyruvate Kinase 58,000

from rabbit muscle
Fumarase from porcine heart 48,500

Lactic Der_wydrogenase 36,500
from rabbit muscle
Triosephosphate Isomerase
from rabbit muscle

26,600
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4.1.5 DNA oligonukleotidy

Veskeré uvedené oligonukleotidy byly syntetizovany na objednavku firmou Integrated DNA

Technologies. Sekvence jsou psany od 5' konce a piipadné modifikace jsou uvedeny v popisu

kazdého oligonukleotidu.

Tabulka 3. Ptehled pouzitych DNA oligonukleotida.

Nazev Sekvence Popis
ATAACTTCGTATAGCATACATTATA  Oligonukleotidy pouZité na pfipravu
S CGAAGTTATCTCGAGGCGGCCGCGT dsDNA fragmentu pro konstrukci
- CGACATAACTTCGTATAGCATACAT plazmidt pBS-Pyl/A, sekvence
TATACGAAGTTAT obsahuje dv¢ stejnosmérné uspoiadana
ATAACTTCGTATAATGTATGCTATA  loxP mista (podtrzeno), ktera jsou
R CGAAGTTATGTCGACGCGGCCGCCT odd¢lena restrikénimi misty pro
- CGAGATAACTTCGTATAATGTATGC Xhol, Notl a Sall,
TATACGAAGTTAT modifikace: 5' fosforylace.
Py-1_fw TTCTTACAGGGCTCTCCCCCTAG Klonovaci PCR primery pouZité pro
Py-1_rv CTTACTTGGATTATACACGCTGTGC konstrukei plazmidu pBS-PyI
S CAAT CATTAATTTCCAGG Klonovaci PCR primery pouzité pro
Py-A_rv CAATAAACTGTGTATTCAGC konstrukci plazmidu pBS-PyA.
Sekvenacni primer komplementarni
pMJG-966_rw TTCTGAGCAACCCGACCTA k sekvenci v ¢asné oblasti genomu
mysiho polyomaviru.
Sekvenacéni primer komplementarni
pMJG-740 fv GATGTGCACAGCGTGTA k sekvenci v ¢asné oblasti genomu
mysiho polyomaviru.
Sekvenacéni primer komplementarni
pMJIG-5322_rw TATGACGCGCTATGTTGACC k sekvenci v pozdni oblasti genomu
mysiho polyomaviru.
Sekvenacni primer komplementarni
pMJG-4108_rw GAGGCCTGGCTTATTTTCTG k sekvenci v casné oblasti genomu
mysiho polyomaviru.
M13_fw GTAAAACGACGGCCAGT Sekvenacni primer.
M13 rv CAGGAAACAGCTATGACC Sekvenacni primer.
T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA Sekvenacni primer.
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4.1.6 Pouzité chemikalie

Agar6za pro elektroforézu (Amresco)

Agar pro bakteriologii (Sigma-Aldrich)

Akrylamid (Serva)

Ampicilin (Sigma-Aldrich)

APS - persiran amonny (Serva)

Bisakrylamid (Serva)

Bromfenolova modf (Serva)

BSA - bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

CBBG250 - Coomassie Brilliant Blue (Serva)

Deoxycholat sodny (Lachema)

Doxycyklin (Sigma-Aldrich)

DMSO - dimethyl sulfoxid (Sigma-Aldrich)

dNTPs - smés deoxyribonukleosid trifosfati (Sigma-Aldrich)
DTT - dithiothreitol (Roche)

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Serva)

Ethanol (Penta)

Fenol - upraveny saturaci Tris-HCI, pH=8 (Sigma-Aldrich)
Glycerol (Penta)

Glycin (Serva)

H,0; - peroxid vodiku (Sigma-Aldrich)

HCI - kyselina chlorovodikova (Lachema)

HCIO, - kyselina chlorista (Lachema)

Chloroform - chloroform s izoamylalkoholem v poméru 24:1 (Lachema)
Izopropylalkohol (Penta)

KAC - octan draselny (Lachema)

Kanamycin (Sigma-Aldrich)

Kyselina borita (Serva)

Kyselina octova (Lachema)

Methanol (Lachema)

MgCl; - chlorid hofeénaty (Lachema)
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NaAc - octan sodny (Lachema)

NaCl - chlorid sodny (Lachema)

NaOH - hydroxid sodny (Penta)

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)

PEG 4000 - polyethylen glykol 4000 (Thermo Fisher Scientific)
PMSF - fenylmethylsulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich)
SDS - dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich)

TEMED - tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich)
Tris - tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva)
Triton X-100 (Serva)

Zelatina z praseéi kiize (Sigma-Aldrich)

B-merkaptoethanol (Serva)

4.1.7 Nejcastéji pouzivané roztoky a média

Pokud neni uvedeno jinak, jako rozpoustédlo pii ptiprave roztokl byla pouzita destilovana voda.

Roztoky
Barvici roztok - 0,5% (w/v) CBBG250, 3,5% (v/v) HCIO4

Blotovaci pufr - 25mM Tris, 192mM glycine, 20% (v/v) methanol
Elektroforeticky pufr na SDS-PAGE - 25mM Tris, 192mM glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH=8,3
HD hybridiza¢ni pufr - 70 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 50 mM NacCl, pH=7,6

PBS (Phosphate-Buffered Saline) - 1,37M NaCl, 27mM KCIl, 100 mM Na2HPO4 - 12H20,
18mM KH2PO4, pH=7,4

RIPA pufr - 150mM NaCl, 5mM EDTA, 50mM Tris-HCI, 0,05% (v/v) NP-40, 1% (w/v)
deoxycholat sodny, 0.1% (w/v) SDS, pH=7,4

Roztok trypsinu - 0,25% (w/v) trypsin v PBS (Sigma-Aldrich)

Roztok verzenu - 0,25% (w/v) EDTA v PBS (Sevac)

TAE elektroforeticky pufr - 40mM Tris-kys. octova, ImM EDTA, pH=8,0

TBE elektroforeticky pufr - 44mM Tris-HCI, 44mM kyselina borita, ImM EDTA, pH=8,0
TE pufr - 10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH=7,5
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Kultivaéni média
SOC médium - 2% (w/v) pepton pro bakteriologii, 0,5% (w/v) kvasni¢ny autolyzat, 10mM NaCl,
2,5mM KCI, 10mM MgS04, 10mM MgCI2, 20mM glukoza

LB médium - 1% (w/v) pepton pro bakteriologii, 0,5% (w/v) kvasni¢ny autolyzat, 1% (w/v) NaCl

DMEM (Dublecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich) - pfidan 2mM L-glutamin
(Gibco), smés antibiotik pro tkanové kultury a 5% fetalni bovinni sérum (FBS; Sigma-Aldrich),
v nékterych piipadech bez séra

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) - ptidano 5 % fetalniho bovinniho séra (Sigma-Aldrich)

4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace nadobi a nacini

VétSina uzitych roztokli, mikrozkumavky a Spicky k automatickym pipetdm byly sterilizovany
pomoci autoklavu po dobu 30 minut (127 °C, 120 kPa). Roztoky choulostivé na teplo byly
sterilizovany pomoci filtrace ptres 0,22um filtr. Chemické sklo bylo sterilizovano horkym
vzduchem o teploté 160 °C po dobu 3 hodin. Pinzety, mikrobiologické hokejky a ocka byly pied

pouzitim namoceny do ethanolu a vyzihany.

4.2.2 Prace s bunécénymi kulturami

Pasdzovani a kultivace

Z misky s konfluentné narostlymi bunikami bylo odsato médium a buiky byly oplachnuty
roztokem verzenu. Poté byl na misku ptidan roztok trypsinu predehtaty na 37 °C (cca 500 ul na
@6¢cm misku). Burniky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C, dokud se neodpoutaly od povrchu
- ne vSak déle nez 5 minut. Poté byly bunky dikladné resuspendovany v pfiméfeném mnoZstvi
DMEM média s 5% sérem a pasdzovany na novou misku v poméru 1:6 u bunécné linie 3T6
a 1:12 u bunééné linie WOP. Médium bylo dopInéno do objemu 10 ml u @10cm misky a 6 ml
u@6cm misky. V nékterych piipadech byla koncentrace bun¢k v suspenzi pocitdna pomoci
Biirknerovy komiirky a pfesné mnozstvi poté vyseto na misku. Buiikky byly uchovavany v 5%
atmosfére CO, pii 37 °C.

Konzervovani
Pro ptipravu konzerv byly pouzity bunky v exponencialni fazi ristu (70-90% konfluence).
Z misky bylo odsato médium a buiiky byly oplachnuty roztokem verzenu. Poté byl na misku

ptfidan roztok trypsinu ptedehiaty na 37 °C (1 ml na @10cm misku). Buiiky byly inkubovany
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Vv termostatu pii 37 °C, dokud se neodpoutaly od povrchu - ne v$ak déle nez 5 minut. Poté byly
buiiky resuspendovany v pfiméfeném mnozstvi DMEM média s 5% sérem a pomoci centrifugace
sedimentovany 10 minut pfi 1500 rpm (Beckman Centrifuge GS-15R, rotor S4180). Peleta bunék
byla opatrné resuspendovana v zamrazovacim roztoku (70% DMEM, 20% FBS, 10% DMSO) a
suspenze plnéna do 1ml kryozkumavek. Na 1 ml konzervované suspenze byla pouzita jedna
?10cm miska bunék. Naplnéné kryozkumavky byly umistény do mraziciho kontejneru, pies noc
zchlazeny na -80 °C a uskladnény v tekutém dusiku.

4.2.3 Priprava linie se stabilni expresi transgenu

Do sav¢éi bunécné linie byl pomoci elektroporace (viz kapitola 4.2.4) transfekovan expresni
plazmid nesouci dany transgen. Buiiky (4x10° bunék z jedné transfekce) byly vysety na dvé
?10cm misky a doplnény do 10 ml sérovym DMEM médiem obsahujicim selekéni antibiotikum.
Utinna koncentrace selekéniho antibiotika byla stanovena piedem. Buiky byly kultivovany
po dobu né€kolika tydni. Kazdé tii dny jim bylo ménéno médium s ¢erstvym antibiotikem. Béhem
kultivace doslo k vyhubeni bunék, které¢ neobsahovaly rekombinantni plazmid nesouci ptisluSnou
rezistenci a utvoreni monoklonalnich kolonii s plazmidem integrovanym do genomu. Poté byla
kazda miska oplachnuta 5 ml roztoku verzenu a jednotlivé kolonie resuspendovany v 10 pl
roztoku trypsinu, pfeneseny na 24jamkové plato a doplnény do 1 ml sérovym DMEM médiem
S ptislusSnym antibiotikem. Kazda monoklonalni kultura byla kultivovana, pasdzovéana a nasledné
zamrazena (viz kapitola 4.2.2). Jednotlivé monoklondlni linie byly dale testovany na expresi
daného transgenu. Stabiln¢ transfekované linie byly vZdy pasdZovany v médiu se selekénim
antibiotikem.

4.2.4 Transfekce cizorodé DNA

Elektroporace plazmidové DNA

Pro vneseni plazmidové DNA do sav¢ich bunék byl pouZit elektroporator Amaxa® Cell Line
Nucleofector® V a reagencie Amaxa Nucleofector Solution (Lonza). Na jednu reakci bylo
pouzito 4x10° bungk v exponencialni fazi ristu, které byly pied elektroporaci sklizeny z misek a
sedimentovany pomoci centrifugace (10 min, 1500 rpm; Beckman Centrifuge GS-15R, rotor
S4180). Bunky byly resuspendovany ve 100 pl transfekéniho roztoku s 6 pg plazmidové DNA a
preneseny do @2mm elektroporacni kyvety. Bezprostiedné poté byl aplikovan elektricky pulz
podle programu prednastavené¢ho vyrobcem. Bunétna suspenze byla dale natfedéna 500 pul RPMI
média a inkubovana 15 min, 37 °C. Nasledn¢ byly buiiky vysety na misky a kultivovany v 5%

atmosféie CO; pii 37 °C. Po Sesti hodinéach jim bylo vyménéno médium.
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Transfekce DNA pomoci TurboFect reagencie

Pro transfekci DNA do sav¢ich bunék pomoci lipofekce byl pouzit produkt TurboFect
Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific). Transfekovany byly butiky v exponencialni fazi
rustu (70-90% konfluence) vyseté na 24jamkové plato (2,0 cmz/jamka) s 1 ml DMEM média se
sérem. Pro jednu transfekci byl rozpustén 1 pg DNA ve 100 ul bezsérového DMEM média a 2 pl
Turbofect reagencie. Po 15minutové inkubaci pti pokojové teploté byl roztok nakapan na bunky a
ty byly dale kultivovany v 5% atmostéte CO; pii 37 °C.

4.2.5 Infekce savcéich bunék

Preparace viru

Jako virové inokulum byly v této praci pouzity bunééné extrakty transfekovanych bunék, které
byly piipraveny nasledovné: Bunky transfekované virovou DNA byly 6 dni po transfekci
sklizeny spolecné s médiem. Tato suspenze byla dale tfikrat zmrazena a rozmraZena, coz vedlo
K lyzi bunék, a umoznilo uvolnéni intracelularniho viru. Buné¢ny lyzat byl dale centrifugovan
po dobu 15 minut, 10000 g pii laboratorni teploté. Supernatant byl odebran a pouzit pro infekci

bunék.

Infekce bunék

Den pted infekci byly buitky mysSich fibroblastd 3T6 vysety na kryci sklicka usazena
v 24jamkovém platu (3x10* bunék na jamku). Buiiky byly oplachnuty bezsérovym DMEM
médiem a inkubovany se 100 pl virového inokula po 1 hodinu pfi 37 °C. Poté byl do kazdé jamky

pfidan 1 ml DMEM média se sérem a bunky byly dale kultivovany v 5% atmosféfe CO;
pii 37 °C.

4.2.6 Plakova zkouska

Plakova zkouska byla pouZita pro stanoveni infektivity virového inokula. Buiky MEF byly
vysety na 3,5cm misky v koncentraci 5x10° bunék/miska. Druhy den byly buiiky infikovany
testovanym inokulem (viz kapitola infekce bunék), které bylo pfedem nafedéno (obvykle pouzita
desitkova fedici fada 102 az 10°). Po infekci byly buiiky zality DMEM médiem s 0,8%
SeaPlaque agar6zou, 7,5% FBS a 0,5% DMSO. Po zatuhnuti média (cca 30 min, pokojova
teplota) byly buiky inkubovany v termostatu po dobu 7-10 dni. Pro lepsi viditelnost plakt byly
buniky obarveny vitalnim barvivem a inkubovéany dals§i 3 hodiny v termostatu. Misky byly poté

fotografovany a vyhodnoceny.
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4.2.7 Imunofluorescenc¢ni analyza

Fixace bunék a imunodetekce

Bunky rostouci na sklickach byly oplachnuty PBS a fixovany 3% (w/v) paraformaldehydem
vVPBS po dobu 30 minut. Paraformaldehyd byl odsan, bunky 2x oplachnuty PBS
a permeabilizovany 0,5% Tritonem X-100 v PBS po dobu 5 minut. Poté¢ byly 3x dikladné
oplachnuty PBS.

Fixované bunky byly 30 minut inkubovény v bloka¢nim roztoku (0,25% bovinni sérovy
albumin, 0,25% zelatina v PBS). Blokaéni roztok byl odsan a preparaty byly inkubovany
60 minut s primarni protilatkou fedénou v bloka¢nim roztoku za stalého kyvani. Poté byly bunky
3x dikladn¢ promyty v PBS a inkubovany se sekundarni protilatkou fedénou v blokac¢nim
roztoku po dobu 30 minut za stalého kyvani. Po opakovaném promyti v PBS byly sklicka
S buitkkami oplachnuty v ddH,0O, 15 minut suSeny pfi laboratorni teploté¢ a montovany na podlozni
sklicko do 50% glycerolu s DAPI.

Mikroskopie a vyhodnoceni vysledkii
Preparaty byly pozorovany mikroskopem Olympus BX-60. Fotografie byly potfizeny s vyuzitim
kamery Olympus U-CMAD-2 a upraveny pomoci softwaru Lucia G ver. 5.10. Ve vétsing piipadu
byl pouzit mdéd autoexpozice (nastaveni Auto-Exposure a Auto-White-Balance). Pokud bylo
cilem porovnat intenzitu signalu mezi jednotlivymi vzorky, byl pouzit mod konstantni expozice
s parametry: Exposition 200 ms, Gain 2,00.

Pro kvantifikaci bun€k pozitivnich na detekovany protein byly vzorky zpravidla pfipraveny
v duplikatech. Z kazdého sklicka bylo potfizeno 10 ndhodnych snimk, ve kterych byly spocitany
buiiky pozitivni na dany protein. K pocitani bun€k byl pouZit program Imagel] 1.46r (Wayne
Rasband). U kazdého vzorku bylo urceno relativni mnozstvi pozitivnich bunék vztazené na

vzorek pozitivni kontroly (PK). Pro kazdé pocitané pole byl tedy pouzit nasledujici vzorec:

1) Relativni mnozstvi pozitivnich bunék vzorku x

% pozitivnich b.vzorku x (pocet pozitivnich b. vzorku x/pocet vSech b. vzorku x)

% pozitivnich b. vzorku PK ~ (potet pozitivnich b. vzorku PK /potet viech b.vzorku PK)

Smérodatna odchylka byla urcena z jednotlivych pocitanych poli (oba duplikaty
dohromady) a korigovana pro normalizovana data (tj. pro hodnoty vypoéitané podle vzorce 1).

Korekce smérodatné odchylky vzorku x (SDx) byla provedena podle nésledujiciho vzorce:

2) Normalizovand smerodatna odchylka vzorku x

( SDx )2+( SDrx )2 x relativni mnostvi pozitivnich b. vzork
% pozitivnich b.vzorku x % pozitivnich b.vzorku PK TeLativml mnozstvl pozItivmich o. vzorru X
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4.2.8 SDS-PAGE a western blot

Priprava vzorku

Buiiky rostouci na 6jamkovém platu (9,5 cm%/jamka) byly 48 hodin po transfekci oplachnuty
PBS a sklizeny do 1 ml PBS. Buné¢na suspenze byla centrifugovana 15 minut, 6000g pii
laboratorni teploté a peleta resuspendovana v 60 pl RIPA pufru s PMSF. Bunky byly 20 minut
lyzovény na ledu a poté centrifugovany 15 minut, 15000g pii 4 °C. Supernatant byl smichan
s Laemmliho pufrem (Sigma-Aldrich), 5 minut povafen a nanesen na polyakrylamidovy gel.

SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Slozeni spodniho a vrchniho (tzv. zaostiovaciho) gelu bylo nésledujici:

Piiprava spodniho 10% gelu (celkovy objem 12 ml):

e 4 ml 30% akrylamidu

e 45ml 1M Tris-HCI (pH=8,8)
e 120 pul 10% SDS

e 3,25 ml demineralizované vody
e 40 pl 10% amonium persulfatu
e 8,5ul TEMED

Ptiprava vrchniho 5% gelu (celkovy objem 3 ml):
e 0,5ml 30% akrylamidu
e 0,375 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8)
e 30 ul 10% SDS

e 2,11 ml demineralizované vody

e 20 pl 10% amonium persulfatu
e 5ul TEMED

Gel byl umistén do aparatury (Hoefer) a pielit elektroforetickym pufrem. Po naneseni 15 pl
vzorku do kazdé drahy byl aplikovan elektricky proud o intenzité¢ 80 V/cm po dobu 20 min, poté
120 V/ecm dokud nedorazilo ¢elo ke spodnimu okraji gelu.

Western blot

Po elektroforéze byl polyakrylamidovy gel inkubovan 10 minut v blotovacim pufru. Poté byl gel
umistén do blotovaci soupravy (Hoefer) a pomoci metody mokrého blotu byly proteiny
pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (nitrocelulose-NC45, Serva). Pienos probihal 3 hodiny
pii 250 mA.
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Imunodetekce

Nitrocelul6zovd membrana byla blokovéana 30 minut v roztoku 5% odtu¢néného mléka v PBS a
poté¢ 1 hodinu inkubovana s primarni protilatkou. Po nékolikandsobném promyti v PBS byla
membrana 30 minut inkubovdna se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidazou. Primarni i sekundarni protilatka byly fedény v 5% odtucnéném mléce v PBS.
Po intenzivnim promyti v PBS byla membrana vyvolana pomoci reagencie Pierce ECL Western
Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific) a exponovana na rentgenovy film CP-BU NEW
(Agfa).

Barveni gelu

Po western blotu byl polyakrylamidovy gel obarven pomoci CBBG250, ¢imz se zviditelnily
zbylé proteiny, které nebyly pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu. Gel byl inkubovan ptes
noc v barvicim roztoku a po obarveni né€kolik hodin odbarvovan promyvanim v destilované vode¢.

4.2.9 Prace s DNA

Izolace plazmidové DNA
Pro izolaci plazmidové DNA byla pouzivana komer¢ni souprava XNAPS Plasmid FlexSpin Kit
(Renogen Biolab Inc.). Monokolonie bakterialni kultury nesouci plazmid byla zao¢kovana do LB
média s pfisluSnym antibiotikem (viz kapitola 4.2.9) a inkubovéna 16 hodin na tfepacce
(200 rpm). Poté byla z bakterialni suspenze izolovana plazmidovda DNA podle protokolu
pfiloZeného vyrobcem.

DNA pro ucely transfekce do savcich bunck byla izolovana soupravou XNAPS Plasmid
Endofree FlexSpin Kit (Renogen Biolab Inc.). Timto byla zaru¢ena preparace Cisté plazmidové
DNA bez kontaminace bakterialnim endotoxinem.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
Koncentrace DNA v roztoku byla stanovena spektrofotometricky pti 260 nm pomoci pfistroje
Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).

DNA elektroforéza

DNA byla elektroforeticky délena v 1% agar6zovém gelu. Pro ptipravu gelu bylo rozpusténo
pfislusné mnozstvi agarézy v TBE pufru pomoci kratkého povateni. V piipad€ preparativni
elektroforézy byl pouzit TAE pufr. Po zchladnuti na teplotu cca 50 °C byla ptiddna fluorescencni
barva a roztok agardzy byl nalit do plastového bloku s hiebenem. Po zatuhnuti gelu byl blok
vsazen do elektroforetické aparatury (multiSub Mini, Cleaver) a zalit TBE pufrem (TAE pufr,
Vv piipad¢ preparativni elektroforézy). Na gel byl nanesen marker molekulovych hmotnosti a
vzorky smichané s nanasecim pufrem (Orange DNA Loading Dye; Thermo Fisher Scientific).
Elektroforéza probihala zpravidla 60 minut pfi napéti 5 V/cm. Po elektroforetické separaci byl
gel prohlédnut pomoci UV transluminatoru (BioLum).
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Stépeni DNA

Pro analytické ucely byl zpravidla $t€pen 1 ug DNA v objemu 20 pl. Pokud byla restrikéni smés
dale separovéana pomoci DNA elektroforézy a izolovdna z gelu, bylo Stépeno 5 pg DNA
v objemu 50 pl. SloZeni restrikéni smési, doba a teplota inkubace byla ur¢ena podle doporuéeni
vyrobce (www.thermoscientificbio.com). Stépeni DNA pii piipravé virového genomu bylo

provedeno podle upraveného protokolu (viz pfiprava virového genomu).

SloZeni restrikéni smési:
e Xxul ddH,O
e 2-5ul 10x doporuceny pufr pro restrikéni endonukleazu
e 1-5pug substratova DNA

e 5-10 u/ug DNA restrik¢éni endonukleaza
koneény objem: 20-50 ul

Pokud byla DNA $tépena vice restrikénimi endonukledzami nardz, byl pouZzit optimalni pufr

podle doporuceni vyrobce. Vysledek st€peni byl oveéfen pomoci agar6zové DNA elektroforézy.

Defosforylace koncii a ligace DNA
Konce DNA molekul byly po restrikénim §tépeni v nékterych ptipadech defosforylovany pomoci
FastAP termosenzitivni alkalické fosfatazy (Thermo Fisher Scientific). Reakéni smés byla

inkubovana 10 minut pti 37 °C. Enzym byl poté teplotné inaktivovan 10 minut pii 75 °C.

SloZeni reakcni smési:

x ul ddH20

1 pg linearizovand plazmidova DNA
*2 ul 10x FastAP pufr

e 1lu FastAP
koneény objem: 20 pl

*alternativn& probihala reakce v pufru restrikéni endonukleazy, ve kterém byla DNA pied defosforylaci §tépena

Pti ligaci koncti DNA byla pouzita T4 DNA ligaza (Thermo Fisher Scientific). Ligovan byl
zpravidla defosforylovany vektor a DNA inzert v molarnim poméru 1:3. Pokud byly ligovany
DNA konce bez ptesaht (tupé), byl do reakce ptiddn PEG 4000 a zvySeno mnozstvi ligazy.
Liga¢ni smés byla inkubovéna ptes noc pii pokojové teploté. Ligace DNA pfi piipravé virového

genomu byla provedena podle upraveného protokolu (viz ptiprava virového genomu).
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Slozeni smési pro ligaci koheznich a tupych koncu:
e Xxul ddH,O

e 20-100 ng linearizovany vektor

e xng DNA inzert
o *2ul 50% PEG 4000
e 2ul 10x DNA lig. pufr

e 1u,*5u T4 DNA ligaza
kone¢ny objem: 20 pl
* ligace tupych koncl

Izolace DNA z gelu

Restrikéni smés obsahujici DNA fragment naSeho z4jmu byla separovana pomoci agardézové
DNA elektroforézy (viz DNA elektroforéza). Cast gelu obsahujici pozadovany fragment byla
vyfiznuta a DNA izolovana pomoci komer¢ni soupravy NucleoSpin® Extract I (Clontech).

Postupovano bylo podle protokolu ptilozené¢ho vyrobcem.

Polymerdzovad retézovd reakce (PCR)

Metoda PCR byla vyuzita k amplifikaci celého genomu mysiho polyomaviru. Aby nedoslo
k zaneseni mutaci do amplifikované DNA, byl pouzit enzym s vysokou efektivitou a piesnosti
polymerace, Advantage® HD Polymerase (Clontech). Slozeni PCR reakce bylo nasledujici:

Slozeni PCR reakce:

e Xxul ddH,O

e 5ul 5x Advantage HD Buffer (5mM MgCl,)

e 2ul smés dNTPs (2,5mM kazdy)

e 0,75ul primer1 (10uM)

e 0,75ul primer 2 (10pM)

e 1ul plazmidova DNA (5 ng/pl)

e 0,25 ul Advantage HD Polymerase (2,5 u/pl)
kone&ny objem: 25 pl
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PCR reakce byly michany na ledu a enzym byl do smési pfidan jako posledni. Amplifikace
probihala v pfistroji Mastercycler EPgradient S (Eppendorf) s nasledujicim programem:

Program PCR reakce:

e pocateéni denaturace - 95 °C, 1 minut

e denaturace - 98 °C, 10 sekund

e “*nasedani primeru - 50-60 °C, 5 sekund
e polymerace - 72 °C, 8 minut

e konenc¢na polymerace - 72 °C, 10 minut

*pfi prvnim pouziti primert byl zpravidla testovan gradient teplot 50, 55, 60 °C

Priprava virového genomu

Pro ucely transfekce do savéich bunék byl genom mySiho polyomaviru vystépen z plazmidu
pMIJG a religovan do cirkularni formy, ktera je infekéni. St&peno bylo 100 pug pMJG ve 400 pl
restrikéni smési pomoci enzymu EcoRI (30 U). Usp&snost §tépeni byla ovéfena pomoci DNA
elektroforézy (viz DNA elektroforéza). Restrikéni smés byla dale precisténa
fenol/chloroformovou extrakci. DNA byla precipitovana piidanim 2,5x objemu 96% ethanolu
a 0,1x objemu 3M octanu sodné¢ho a inkubovana v -20 °C pfes noc. Vznikla srazenina byla
30 min centrifugovana (15000g, 4 °C) a sediment rozpustén ve 100 pl ddH,O. Koncentrace DNA

byla stanovena spektrofotometricky. Nasledné byla namichana liga¢ni smés:

SloZeni liga¢ni smési:
e xml ddH,O
e 14ml T4 DNA lig. pufr
e 70 pug Sstépena a precisténd DNA
e 15u T4 DNA ligaza
kone¢ny objem: 14 ml

Ligace probihala 18 hodin pfi teploté¢ 16 °C. Poté byla DNA opét sraZena pomoci 2,5X
objemu 96% ethanolu a 0,1x objemu 3M octanu sodného pies noc pii -20 °C. Srazenina byla
sedimentovana pomoci centrifugace (30 000g, 2 hodiny pii 4 °C). VysuSeny sediment byl
rozpustén ve 100 pl ddH,O a koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky. Kvalita

pfipravené smési obsahujici religovany virovy genom byla ovéfena pomoci DNA elektroforézy
(viz DNA elektroforéza).
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DNA sekvenace

Spravnost vytvofenych DNA konstrukti byla ovéfena pomoci sekvenacni analyzy provedené
servisnim pracovistém prirodovédecké fakulty, UK (Laboratot sekvenace DNA). Sekvenacni
reakce byla analyzovana pomoci piistroje 3130x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.2.10 Prace s bakterialnimi kulturami

Kultivace a skladovdni bakterii

Bakterialni kultury byly kultivovany v tekutém LB médiu na tfepa¢ce Duomax 1030 (Heidolph)
pti 200 rpm, nebo na agarovych plotnach (LB médium + 15 g/l agar pro bakteriologii) v teploté
37 °C. Doba kultivace byla zpravidla 16 hodin. Bakterie transformované rekombinantnim
plazmidem byly kultivovany v médiu s pfislusnym selekénim antibiotikem (ampicilin 100 mg/l).
Pro kultivaci bakterii za ti¢elem izolace plazmidové DNA byla zaockovana vzdy Cerstvé narostla
monoklonalni kolonie. Kratkodob¢ byly bakterie rostouci na pevném médiu skladovany piti 4 °C.
Pro dlouhodobé skladovéni byly vytvofeny bakteridlni konzervy (700 ul kultury v LB médiu +
300 pl 50% glycerolu), které byly prudce zmrazeny v tekutém dusiku a uchovavany v -80 °C.

Transformace bakterii pomoci elektroporace

Suspenze 50 pl elektrokompetentnich bakterii byla pozvolna rozmrazena na ledu a smichana s
1-2 pl DNA (10 ng plazmidové DNA). V ptipad¢ ligacni smési byl pouzit 1 ul DNA. Suspenze
byla pfenesena do vychlazené @2mm elektroporacni kyvety a elektroporovana (2,5 kV, 200 uF,
5 sekund) pomoci pfistroje Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad). Poté byla bunécnd suspenze
prevedena do 1 ml SOC média, tfepdna 1 hodinu pii 37 °C a vyseta na bakteridlni plotny

Vv piiméteném fedéni (podle mnoZstvi a charakteru elektroporované DNA).
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5. Vysledky

5.1 Priprava Cre/loxP systému pro produkci MPyV

Pro produkci mysiho polyomaviru v permisivnich buiikdch pomoci Cre/loxP systému bylo
nejprve potfeba vytvorit rekombinantni vektor obsahujici virovy genom na obou koncich
opatfeny loxP misty (produkéni plazmid). Prostiednictvim loxP mist miZze v bunikach
exprimujicich Cre rekombinazu dojit k rekombinaci, jejimz vysledkem je uvolnéni virového
genomu z nosi¢ového plazmidu a jeho recirkularizace (obr. 9a). Takovato forma virové DNA je

infek¢ni a schopna v buiice tvofit viriony, které jsou poté uvolnény do prostiedi.

5.1.1 Navrzeni produkc¢nich plazmidia pBS-Pyl a pBS-PyA

Vysledkem enzymatické reakce zprostitedkované Cre rekombindzou je homologni rekombinace
plazmidu dojde k uchovani jednoho loxP mista v genomu viru (obr.9a). Tato mutace je
pienesena do vzniklého virového potomstva a muze vést k naruSeni zivotniho cyklu viru. Aby
byla Sance, Ze dojde ke sniZeni infektivity takto produkovaného viru co nejnizsi, byla ve virovém
genomu navrzena dvé mista integrace loxP sekvence (obr. 9b, c¢). V téchto mistech by nemélo
dojit k naruseni kodujicich sekvenci ani regulacnich oblasti viru.

Prvni misto se nachazi v intronové oblasti spole¢né pro vSechny tfi ¢asné mRNA (obr. 9b).
Substituce loxP mista v této pozici zachovava veSkeré znamé sekvence ucastnici se sestfihu
mRNA ¢asnych geni véetné 3' a 5' sestiihového mista a tzv. bodu vétveni (branch point) (Huang
a Carmichael, 2009). Druha pozice pro integraci loxP mista se nachazi mezi ptekryvnymi
polyadenyla¢nimi sekvencemi (PAS) protismérné orientovanych transkripénich jednotek ¢asnych
a pozdnich gent (Gu et al., 2009) (obr. 9c).

Pro obé¢ varianty byly navrZzeny sady PCR primeru (tab. 3) umoziujici namnozeni linearni
formy virové DNA, ktera je rozdélena bud’ v intronové oblasti ¢asnych genti (Py-I_fw/rv) nebo v
mist¢ PAS (Py-A_fw/rv). Tyto primery byly dale pouzity pro konstrukci dvou variant
produk¢nich plazmida oznacenych pBS-Pyl a pBS-PyA (obr. 10).
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LT intron

ST intron

MT intron
! |
taatccaagtaagtatcaagagggcgggtgggtatttacggectatattcttacagggectcteccececctaga

taatccaagtaagATAACTTCGTATAGCATACATTATACGRAGTTATt tcttacagggctctececececctaga

' LoxP
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LT ORF VP1 ORF
B Casny PAS K
agctgaatacacagfttta ttg-------—-----——--———-——— o o attaatt
agctgaatacacagttta ttgATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATgRAa taaacattaatt

Svd lupzod | '

LoxP

Obrazek 9. Princip Cre/loxP systému pro produkci MPyV. (a) Cre rekombinace. V buikach
kotransfekovanych produkénim plazmidem pBS-Pyl/A s vektorem exprimujicim Cre rekombinazu dochazi
ke Cre rekombinaci. Vysledkem je vy$tépeni a recirkularizace virového genomu, coz umozni jeho naslednou
replikaci a produkci virového potomstva. Cerné &tverce znazoriiuji loxP sekvence umisténé v produkénich
plazmidech na obou koncich virového genomu. Po rekombinaci dojde k zachovani jednoho loxP mista
ve vystépeném virovém genomu, druhé loxP misto je integrovano do vzniklého plazmidu pBlueScript-SK.
Byla navrzena dvé mista ve virovém genomu, vhodna pro vélenéni loxP sekvence (b, ¢). (b) Substituce loxP
mista do intronové oblasti spoleéné pro vSechny tfi ¢asné geny. Horni nukleotidova sekvence predstavuje
intronovou oblast myS$iho polyomaviru divokého typu, dolni sekvence ukazuje substituci ¢asti intronu za loxP
sekvenci (velka pismena). Bod vétveni (tzv. branch point) a sestfihovad mista vSech tii introna zistavaji
zachovéana a jsou zndzornéna Sipkou a tu¢nym pismem. (c) Inzerce loxP mista mezi PAS. Oteviené Cteci
ramce casnych a pozdnich genl jsou vyznaceny Sipkami. Na rozdil od kédujicich sekvenci, transkripty
Casnych a pozdnich gent se piekryvaji, coz je zplisobeno protismérnym umisténim PAS sekvenci. Horni
sekvence pfedstavuje oblast PAS mist mySiho polyomaviru divokého typu. Spodni sekvence ukazuje inzerci
loxP mista mezi PAS.
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Xhol

Obrazek 10. Schéma produkénich plazmidi pBS-PyA a pBS-Pyl. Plazmidy se skladaji z bakterialniho vektoru
pBlueScript-SK, ktery nese genom mys$iho polyomaviru oddéleny z obou stran loxP misty (vyznaceno
Cervené). Za loxP sekvence jsou umisténa restrikéni mista pro Sall, ¢i Xhol endonukledzu. Ve virovém
genomu je vyznacen pocatek replikace (Ori) a geny kodujici LT a VP1 protein. (a) pBS-PyA obsahuje virovy
genom rozdéleny mezi PAS sekvencemi. (b) pBS-Pyl obsahuje virovy genom rozdéleny v misté intronu
¢asnych geni.

5.1.2 Konstrukce plazmidia pBS-Pyl a pBS-PyA

Pro konstrukci produkénich plazmidi pBS-Pyl a pBS-PyA byl pouzit podobny piistup jako
v praci Wang et al. (2009). Konstrukce probihala v n€kolika krocich, které zahrnovali: i) pfipravu
fragmentu dsDNA s dvéma loxP misty, i1) amplifikaci linearnich molekul plazmidu pMJG
(obr. 11b), obsahujiciho virovy genom, iii) inzerci loxP fragmentu do virového genomu,
iv) zaklonovani virového genomu, opatfeného loxP misty, do plazmidu pBlueScript (obr. 11a).

Nejprve byl piipraven fragment dvoufetézcové DNA (loxP-loxP) obsahujici dvé
stejnosmérné orientované loxP sekvence, které byly odd€leny restrikénimi misty pro enzymy
Xhol, Notl a Sall.

Sekvence loxP-loxP dsDNA fragmentu (loxP mista podtrzena):
ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCTCGAGGCGGCCGCGTCGACATAAC
TTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT

LoxP-loxP dsDNA jsem pfipravil hybridizaci dvou jednofetézcovych oligonukleotidi, které
byly na 5' konci fosforylovany. Hybridizovano bylo 300 pmol kazdého oligonukleotidu v 30 ul
HD pufru po dobu 5 hodin pii kontinudln€ klesajici teploté¢ z 99 na 25 °C. Teoreticky vytézek
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hybridizace ¢inil 0,61 pg/ul dsDNA (Mw jednoho paru nukleotidi = 700 g/mol). Reéalna
koncentrace dsDNA byla stanovena spektrofotometricky a ¢inila 0,21 pg/ul.

Plazmid pMJG, obsahujici genom mysiho polyomaviru, byl amplifikovan pomoci PCR. Pro
konstrukci pBS-Pyl byly pouzity primery Py-lI _fw, Py-l_rv a pro konstrukci pBS-PyA byly
pouzity primery Py-A_fw, Py-A_rv. Pii PCR doslo k amplifikaci linearni DNA obsahujici
nosi¢ovy plazmid a virovou DNA rozdélenou bud’ v intronové oblasti ¢asnych gent (Py-1_fw/rv),
nebo v misté PAS (Py-A_fw/rv).

Obdrzeny PCR produkt byl poté ligovan s loxP-loxP inzertem (ligace tupych koncti). Tim
doslo k vytvofeni upraveného plazmidu pMJG, ktery nesl virovy genom s inzerci loxP-loxP
fragmentu v pfislusném misté. Vysledna ligaéni smés byla elektroporovana do bakterii.
Z vyselektovanych bakteridlnich monokolonii byla izolovdana plazmidovda DNA. Spravnost
klonovan¢ho konstruktu byla ovéfena pomoci restrikéni analyzy a plazmidova DNA
z 3 pozitivnich kolonii byla dale sekvenovéana. K sekvenaci byly pouzity primery pMJG-966_rw
(pro ovéreni pBS-Pyl) a pMJG-5322_rv (pro ovéfeni pBS-PyA). Po srovnani sekvenacénich dat s
teoretickou sekvenci se mi podafilo u obou variant klonovaného plazmidu ovéfit jeho spravnost.

Takto ptipraveny konstrukt byl dale oddélené §té€pen enzymy EcoRI a Xhol, nebo EcoRI
a Notl. Tim jsem docilil vystépeni dvou fragmentl virového genomu, kazdy opatfeny na jednom
konci loxP mistem. Oba fragmenty byly elektroforeticky rozdé€leny, izolovany z gelu a spole¢né
ligovany do bakterialniho vektoru pBlueScript-SK linearizovaného pomoci enzymi Xhol a Notl.
Tim doslo k vytvofeni produkéniho plazmidu pBS-Pyl nebo pBS-PyA, ktery nese genomovou
sekvenci mySiho polyomaviru opatfenou loxP misty na obou koncich (obr. 10). Po elektroporaci
ligaéni smési do kompetentnich bakterii se mi podafilo vyselektovat monoklondlni kolonie
nesouci bezchybné ligované obé varianty produkénich plazmidd. Spravnost konstrukti byla
ovéfena restrikéni analyzou a sekvenaci DNA. Jako sekvenacni primery byly pouzity
pMJG-740_fw, T3 (pro pBS-Pyl) a pMJG-4108_rw, M13_fw, M13_rv (pro pBS-PyA).
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Obrazek 11. Schéma rekombinantnich vektort pouzitych pii konstrukci produkénich plazmidu pBS-PyA/l.
(a) Vektor bakterialniho typu pBlueScript-SK. Vyobrazeno je pfiblizné umisténi pouzitych restrikénich mist,
bakterialniho pocatku replikace (bakt. ori) a ampicilinové rezistence (amp®). (b) Vektor bakterialniho typu
pMJG nesouci genomovou sekvenci MPyV. Vyobrazeno je pfiblizné umisténi pouzitych restrikénich mist,
bakterialniho pocatku replikace (bakt. ori), ampicilinové rezistence (amp") a genomu MPyV. O téchto
vektorech viz také kapitola 4.1.2.

v

5.2 Ovéreni ucinnosti Cre/loxP systému pro produkci MPyV

5.2.1 Priprava virového genomu pomoci in vitro religace

Aby mohl byt nov€ navrzeny systém na produkci polyomaviru otestovan, ptipravil jsem ptislusné
pozitivni kontroly ve formé in vitro religovaného virového genomu. Krom¢ genomové DNA viru
divokého typu (Py-wt) byl pfipraven také virovy genom obsahujici loxP sekvence v intronové
oblasti ¢asnych gent (Py-1) a v oblasti mezi PAS sekvencemi (Py-A).

K pftipravé virové DNA divokého typu byl pouzit plazmid pMJG, ktery obsahuje genom
mysiho polyomaviru vlozeny v unikatnim restrikénim misté pro EcoRI. Tento plazmid byl tedy
$tépen pomoci restrikéni endonukleazy EcoRI. Stépend DNA byla posléze nafedéna a ligovana.
Natedéni smési je nezbytné pro podpotfeni intramolekuldrni liga¢ni reakce, ktera vede k tvorbé
intaktniho virového genomu. Vysledna liga¢ni sm¢s obsahovala recirkularizovany virovy genom
a vedlejsi produkty ligace, které zahrnuji: kruhovou formu nosicového plazmidu, znovu uzavieny

virovy genom v plazmidu a rizné formy konkatemerti virové DNA a plazmidu. Kvalita takto
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pripravené¢ho virového genomu, tj. mira znecisténi vedlejSimi produkty ligace, byla ovétfena
pomoci DNA elektroforézy (obr. 12).

Ptiprava genomti obsahujicich loxP sekvence byla provedena obdobné¢. Jako zdroj virové
DNA byl pouzit plazmid pBS-Pyl (pfiprava varianty virového genomu Py-l), ¢i pBS-PyA
(ptiprava varianty Py-A). Pro vyStépeni virového genomu z plazmidu byly vyuzity restrikéni
mista (Xhol, Sall) vnesend za loxP sekvence nachéazejici se na obou stranach virové DNA
(obr. 10). Po religaci $t€épené DNA jsem tedy obdrzel kruhovou formu virového genomu, ktery
obsahoval sekvenci dvou loxP mist, bud’ v intronové oblasti ¢asnych gentt (Py-I), nebo mezi PAS
sekvencemi (Py-A). U obou variant byla pomoci DNA elektroforézy ovéfena kvalita piipravy
virového genomu (obr. 12). Nutno poznamenat, z¢ tyto produkty se 1isi od virového genomu
generovaného pomoci Cre rekombinace z konstruktii pBS-Pyl/A, kde dochazi k vneseni pouze
jednoho loxP mista. Pii pouziti Py-1 a Py-A jako pozitivni kontroly je tedy tieba brat tento fakt
na ztetel.

pBS-PyA pBS-Pyl
Py-A" Xhol,Sall Py-l  Xhol,sall  Py-wt

~=m Vir. genom

~g=m NOSICOVY
plazmid

Obrazek 12. Ovéfeni kvality virového genomu religovaného in vitro. Liga¢ni smési obsahujici religovany
virovy genom Py-A, Py-I a Py-wt byly elektroforeticky rozdéleny v 1% agarézovém gelu. Pro ptiblizné urceni
produktti ligacni smési byly elektroforeticky rozdéleny také plazmidy pouzité k pfipravé ligacnich smési
(pBS-PyA/1 a pMJG) stépené Xhol a Sall, ¢i EcoRI. Poloha vystépeného virového genomu a prazdného
nosi¢ového plazmidu je zndzornéna Sipkami.
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5.2.2 Transfekce pBS-Py-I/A do bunék a analyza exprese virovych proteint

Pro ovéfeni produkce viru pomoci Cre/loxP systému jsem kotransfekoval plazmid pBS-Pyl, nebo
pBS-PyA s vektorem pPuro.Cre empty, exprimujicim Cre rekombindzu, (znaceno jako + Cre)
do permisivni buné¢né linie mySich fibroblastii 3T6. Jako negativni kontrola byly transfekovany
produk¢ni plazmidy pBS-Pyl/A bez ptitomnosti Cre rekombindzy. V téchto podminkach by
nemélo dochézet k tvorbé infekéniho virového genomu, a tudiz ani produkci virového potomstva.
Jako pozitivni kontrola byla transfekovana virova DNA divokého typu piipravena in vitro (Py-wt)
a také jeji varianty nesouci loxP sekvence v intronové oblasti ¢asnych genu (Py-1) a mezi PAS
signaly (Py-A). Tyto varianty virového genomu byly brany jako analogie k DNA vzniklé
Z plazmidt pBS-Pyl/A pomoci rekombinace. Pfehled veskeré DNA, ktera byla pfi experimentech
transfekovana do bunék, znazornuje tabulka 4.

Tabulka 4. Piehled DNA molekul transfekovanych do sav¢ich bunék.

Nazev Typ DNA MnoZstvi Cre® (3 ng) Vysledek po transfekci
Py-wt Virovy genom TR 3ug T+ genom divokého typu
in vitro
) virovy genom religovany genom s dvojici loxP
Py-I in vitro 3ne " V intronové oblasti
) virovy genom religovany genom s dvojici loxP mezi PAS
Fyn in vitro 3 Hg " sekvencemi
genom s jednim loxP
. 3ue * V intronové oblasti
pBS-Pyl plazmid
6 ug - puvodni plazmid, obr. 10b
3 + genom S ngﬁi/r:nlggrzimem PAS
pBS-PyA plazmid
6 ng - puvodni plazmid, obr. 10a

& Kotransfekce plazmidem exprimujicim Cre rekombinazu (pPuro.Cre empty)

Abych urcil, zda v€lenéni loxP mista do virového genomu ovliviiuje expresi virovych
proteinii v transfekovanych bunkach, provedl jsem imunofluorescencéni detekci velkého
T antigenu (LT) a majoritniho kapsidového proteinu (VP1), viz obr. 13a. Pfitomnost LT antigenu
je dikazem toho, ze virovd DNA doséhla jadra a je schopna transkribovat ¢asné geny, zatimco
VP1 protein je hlavnim markerem pozdni faze virové infekce a tudiz i1 replikace virového
genomu (viz kapitola 3.1.2). Bunky vyseté na sklicka a fixované paraformaldehydem 24 hodin po
transfekci jsem barvil protilatkami aPyLT1 (anti-LT) a aPyVP1-D4 (anti-VP1). Pfi pofizovani
fotografii byla kamera nastavena na mdd autoexpozice nebo konstantni expozice (tj. parametry

nastaveny manualné€ na konstantni hodnou pro v§echny snimky).
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Automaticka expozice Konstantni expozice
VP1 DAPI LT VP1

Py-wt

+CRE
Py-A Py-1

pBS-PyA pBS-Pyl

-CRE
pBS-PyA pBS-Pyl

Nontr.

-

(o)

LT

1.0 4 WmVP1

o ©o 9 o
S O o
R

N
"

Relativni mno2stvi pozitivnich bunék

o

Py-wt Py Py-A pBS-Pyl pBS-PyA pBS-Pyl pBS-PyA NK

Cre + + - + + - -

Obrazek 13. Imunofluorescen¢ni analyza exprese virovych proteini v transfekovanych builkach. Transfekce
byly provedeny podle Tabulky 4. Produkéni plazmidy pBS-Pyl/A a virové genomy religované in vitro (Py-wt,
Py-1, Py-A) byly kotransfekovany s vektorem exprimujicim Cre rekombinazu do 3T6 bunék. Jako negativni
kontrola byly transfekovany samotné produkéni plazmidy. Buniky byly fixovany 24 hodin po transfekci. Pro
detekci virovych proteinta LT a VP1 byly pouzity primarni protilatky aPyLT1 a aPyVP1-D4. Fotografie byly
pofizeny jak v moddu automatické expozice, tak i konstantni expozice (a). U vzorki bylo spocitano
procentualni zastoupeni bunék pozitivnich na LT a VP1 protein (podil pozitivnich bunék z celkového poctu
bunék). Tyto hodnoty jsou vyneseny v grafu (b) jako relativni mnozstvi pozitivnich bunék vztazené ke vzorku
Py-wt . Mnozstvi pozitivnich bunék ve vzorku transfekovaném Py-wt je tedy zastoupeno hodnotou 1 na osey.
Pro kazdy vzorek bylo spocitano nejméné 2000 bunék. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku
mezi pocitanymi poli u kazdého vzorku. NK - netransfekované bunky
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Analyza dat z imunofluorescence ukazala, ze z virového genomu generovaného in vitro
i invivo dochazi k expresi jak LT, tak VPI proteinu. AvSak u vzorku transfekovaného Py-A
variantou byla intenzita signalu vyrazné niz$i (obr. 13a ,auto- vs. konstantni expozice).
Podobny vysledek byl pozorovan i u bunék kotransfekovanych produkénim plazmidem pBS-PyA
a pPuro.Cre. Narozdil od toho po transfekci pBS-Pyl v pfitomnosti Cre rekombinazy byla
intenzita LT a VPI signdlu srovnatelna s pozitivni kontrolou Py-wt. Pokud byly bunky
transfekovany produk¢nimi plazmidy pBS-Pyl/A bez vektoru eximujicim Cre rekombinazu, byl
pozorovan slaby, ale zietelny signal LT i VP1 proteinu (obr. 13a, autoexpozice). Tento vysledek
je zajimavy pfedevSim u plazmidu pBS-Pyl, kde je virovy genom rozdélen nosicovym
plazmidem v intronu LT. Pfitomnost LT antigenu byla navic testovana protilatkou vazici C-konec
tohoto proteinu, coz naznacuje, ze dochazi k sestiihu celého intronu, obsahujiciho témét 3 000 bp
dlouhy vektor pBlueScript-SK.

Pro kvantifikaci téchto dat bylo u kazdého vzorku spocitano procentudlni zastoupeni
pozitivnich bunék (podil pozitivnich bunék =z celkového poctu bunck), které jsem dale
normalizoval hodnotou obdrzenou po transfekci Py-wt (obr. 13b). Buiky transfekované Py-I
variantou virového genomu obsahovaly srovnatelné mnozstvi buné€k pozitivnich na LT i VP1 jako
transfekce Py-wt. U vzorku kotransfekovaného plazmidy pBS-Pyl a pPuro.Cre jsem pozoroval
ptiblizné 70% zastoupeni pozitivnich bunék na LT a VPl ve srovnani s transfekci Py-wit.
Na druhou stranu jsem vSak pozoroval vyrazné nizs§i pocet pozitivnich bunék u transfekce Py-A
varianty virového genomu. U tohoto vzorku se navic vyskytoval znaény rozdil mezi
procentualnim zastoupenim bunék pozitivnich na LT a bunék pozitivnich na VP1 protein. Tento
trend vykazoval i vzorek kotransfekovany plazmidy pBS-PyA a pPuro.Cre.

Vysledky poukazuji na to, Ze v¢lenéni loxP mista do intronové oblasti ¢asnych genil
nebrani pfirozené produkci proteind z virového genomu (obr. 13b, Py-wt vs. Py-l). Dale je
zfejmé, Ze v pritomnosti Cre rekombindzy dochdzi k tvorbé intaktniho virového genomu,
coz umoznuje expresi virovych gent (obr. 13b, pBS-Pyl+Cre vs. -Cre). Nicméné se také
ukazuje, Ze inzerce loxP mista mezi PAS signaly virového genomu negativné ovliviiuje expresi
jak LT, tak VP1 proteinu (viz obr. 13b, Py-A, pBS-PyA+Cre). To naznacuje, Ze tato modifikace
vede k vaznému naruseni virového replika¢niho cyklu, a varianta plazmidu pBS-PyA tudiz neni
K produkci viru vhodna.

Z divodu ovéfeni predeslych vysledkd a presnéjsi kvantifikace mnozstvi proteint
exprimovanych z virového genomu jsem analyzoval transfekované buiky pomoci metody
western blot. Bunky byly transfekovany (viz tab. 4) a po dvou dnech sklizeny. Lyzaty bunék byly
rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pfeneseny na membranu, kde byly s vyuzitim specifickych
protilatek detekovany virové proteiny LT (obr. 14a) a VP1 (obr. 14b). V souladu s vysledky
Z imunofluorescen¢ni analyzy jsem pozoroval normalni produkci intaktniho VP1 a LT u bunék
transfekovanych virovou DNA s loxP mistem v intronu Casnych gent (Py-1). U vzorku
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kotransfekovaného produkénim plazmidem pBS-Pyl s vektorem exprimujicim Cre, kde dochazi
K tvorb¢ virového genomu pomoci rekombinace, byla produkce proteini LT a VP1 oproti
transfekci Py-wt jen nepatrné niz$i. Nicméné mnozstvi LT aVP1 bylo vyrazné nizsi u bunék
transfekovanych virovou DNA obsahujici loxP misto mezi PAS. Je$té razantnéjsi snizeni jsme
pozorovali ve vzorku, kde byla tato varianta virového genomu generovana pomoci
Cre rekombinace (pBS-PyA +Cre).

K produkci virovych proteini dochazelo 1 v bunkéach transfekovanych produkénimi
plazmidy v nepfitomnosti Cre rekombinazy. Konkrétné u plazmidu pBS-Pyl jsem detekoval
nizkou hladinu proteinu VP1, av8ak zadny LT. To naznacuje, ze nosi¢ovy plazmid pBlueScript,
ktery se u konstruktu pBS-Pyl nachazi v intronu ¢asnych gentl, vyrazné snizuje efektivitu sestfihu
LT antigenu. Hladina intaktniho proteinu v buikach je tedy pod detekénim limitem pouzité
metody. V pfipad¢ vzorku transfekovaného plazmidem pBS-PyA bez Cre rekombindzy byla

situace opacna. K produkci malého mnozstvi LT antigenu dochazelo, VP1 protein v§ak detekovan
nebyl.
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Obrazek 14. Analyza exprese virovych proteini v transfekovanych bunkach pomoci metody western blot.
Transfekce byla provedena podle tabulky 4. Produkéni plazmidy pBS-Pyl/A a virové genomy religované
in vitro (Py-wt, Py-I, Py-A) byly kotransfekovany s vektorem exprimujicim Cre rekombindzu do 3T6 bunék.
Jako negativni kontrola byly transfekovany samotné produkéni plazmidy. Bunky byly sklizeny 2 dny
po transfekci a produkce LT (a) a VP1 (b) proteinu byla ovéfena pomoci metody western blot. Imunodetekce

byla provedena s vyuzitim primarnich protilatek aPyCl (LT) a aPyVP1-A (VP1). NK - netransfekované
bunky.
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5.2.3 Produkce viru pomoci Cre/loxP systému

Abych ovéril, zda dochazi pomoci navrzeného systému k tvorbé infekéniho viru, a zda je
ucinnost jeho produkce dostate¢nd, provedl jsem nasledujici experiment. Builkky 3T6 byly
transfekovany podle tabulky 4. Po Sesti dnech byly spole¢né s médiem sklizeny a lyzovany
opakovanym zmrazenim a rozmrazenim. Bunécné debris bylo odstranéno centrifugaci a
supernatant byl pouzit jako virové inokulum. Tim jsem infikoval bunky, které byly vysety na
kryci sklicka predesly den. 48 hodin po infekci byly buiiky fixovany a imunofluorescencné
znaCeny na virové proteiny LT a VPI1. U kazdého vzorku bylo vypocitano procento bunck
pozitivnich na LT a VP1 (podil pozitivnich bun¢k z celkového poctu bun€k). Vysledek byl dale
normalizovan na procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék ve vzorku infikovaném inokulem,
které bylo obdrzeno z bunék transfekovanych virovou DNA divokého typu (Py-wt). Tyto
hodnoty, které odpovidaji infekénimu titru pfislusného inokula, jsem vynesl do grafu (obr. 15).
Procentualni zastoupeni pozitivnich bun¢k ve vzorku Py-wt ¢inilo 38 % (LT) a 23 % (VP1);
PO nezavislém opakovani experimentu pak 24 % (LT) a 22 % (VP1). V grafu jsou tyto hodnoty
reprezentovany ¢islem 1 na ose'y.

Varianta virového genomu Py-I se ukéazala byt infekéni. Vytézek produkovaného viru byl
dokonce o néco vyssi nez u virového genomu divokého typu (Obr. 15, Py-I). Pokud byly buiiky
infikovany virem produkovanym z plazmidu pBS-Pyl pomoci Cre rekombindzy, pozoroval jsem
piiblizné 60 % bunék pozitivnich na LT a VP1 oproti viru divokého typu (obr. 15, pBS-Pyl +
Cre). Pokud byl pBS-PyI transfekovan bez vektoru exprimujiciho Cre rekombinazu, zadny virus
dle o¢ekavani produkovan nebyl (obr. 15, pBS-Pyl).

Jak naznacovaly predchozi vysledky, bunky transfekované variantou virového genomu
Py-A ¢i produkénim plazmidem pBS-PyA netvotily infekéni virus (obr. 15, Py-A, pBS-PyA +
Cre), a to ani v pfitomnosti Cre rekombinazy.

Z téchto vysledki vyplyva, Zze pritomnost loxP mista v intronové oblasti ¢asnych geni
nema vyrazny negativni dopad na infektivitu viru, varianta produkéniho plazmidu pBS-Pyl je
tedy pouzitelna pro produkci virioni pomoci navrzeného systému. Na druhou stranu z plazmidu
pBS-PyA nejsem schopen produkovat infekéni virus, coz je zpisobeno defektem ve virovém
replikacnim cyklu v disledku inzerce loxP mista mezi polyadenyla¢ni sekvence virového
genomu.
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Obrazek 15. Efektivita produkce viru pomoci Cre/loxP systému. Builkky byly transfekovany podle tabulky 4.
Produk¢éni plazmidy pBS-Pyl/A a virové genomy religované in vitro (Py-wt, Py-lI, Py-A) byly
kotransfekovany s vektorem exprimujicim Cre rekombinazu do 3T6 bunék. Jako negativni kontrola byly
transfekovany samotné produkéni plazmidy. Virus byl izolovan 6 dni po transfekci a pouzit pro infekci 3T6
bunék, narostlych na skli¢kach. Buiikky byly fixovany a imunofluorescen¢né znaceny 48 hodin po infekci. Pro
detekci virovych proteini byly pouzity primarni protilatky oPyLT1 (detekce LT) a aPyVP1-D4 (detekce
VP1). U vzorka bylo spoditino procentualni zastoupeni bunék pozitivnich na LT a VP1 protein (podil
pozitivnich bunék z celkového poctu bunék). Tyto hodnoty jsou vyneseny v grafu jako relativni mnozstvi
pozitivnich bunék vztazené ke vzorku Py-wt . MnoZstvi pozitivnich bunék ve vzorku Py-wt je tedy zastoupeno
hodnotou 1 na ose y. V grafu jsou zobrazeny dva nezavislé experimenty. Pro kazdy vzorek bylo spocitano
nejméne 1000 bunék. Chybové Usecky piedstavuji smérodatnou odchylku mezi pocitanymi poli u kazdého
vzorku. NK - falesné infikované bunky.

5.3 Dalsi charakterizace systému pro produkci MPyV

Abych nové navrzeny systém pro produkei viru lépe charakterizoval, bylo tieba zjistit optimalni
mnozstvi produkéniho plazmidu, kotransfekovaného do bunék spolecné s vektorem exprimujicim
Cre rekombinazu. Lze si totiZz pfedstavit moznost, Ze pfili§ velké mnoZstvi transfekovaného
produkéniho plazmidu miiZze podpofit dalSi Cre rekombinaci jiZ uvolnéného virového genomu
(obsahujiciho jedno loxP) s plivodnim plazmidem. Déle bylo také potieba stanovit optimalni
dobu, po které z transfekovanych bun¢k izolovat virus. Z téchto diivodi jsem provedl nasledujici
experiment, ve kterém nebyl testovan produkéni plazmid pBS-PyA, jez se na zékladé
predchozich vysledki (obr. 15) ukézal byt pro produkci viru nepouzitelny.

Bunky 3T6 byly kotransfekovany vektorem exprimujicim Cre rekombindzu a virovym
genomem divokého typu pfipravenym in vitro (Py-wt, 3 pg) ¢i produkénim plazmidem
pBS-Pyl o rizném mnozstvi (3, 1 a 0,3 pg). Nejvyssi mnozstvi transfekované DNA tedy cinilo

6 ng, coz je pro zvolenou metodu maximalni doporuc¢ena hranice. Buiiky byly fixovany 24 hodin
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po transfekci a imunofluorescenné znaceny na virové proteiny LT a VP1. U kazdého vzorku
bylo spocitano procentualni zastoupeni bunék exprimujicich virové proteiny. Hodnoty byly
normalizovany procentualnim zastoupenim pozitivnich bunék ve vzorku Py-wt + Cre a vyneseny
do grafu na obrazku 16a. Timto experimentem byla ovétena ucinnost transfekce v jednotlivych
vzorcich. Ve vzorku transfekovaném 3 pg produkcniho plazmidu byl pocet VP1 a LT pozitivnich
bun¢k srovnatelny s transfekci virové DNA divokého typu (Py-wt). Pfi snizeni mnozstvi
transfekovaného produkéniho plazmidu doslo také k poklesu poctu pozitivnich bunék.
U transfekce 0,3 pg produkéniho plazmidu bylo mnozstvi LT a VP1 pozitivnich bunék pfiblizné
30 % oproti transfekci Py-wt.

Bunky byly dale spole¢n¢ s médiem sklizeny (2, 4 a 6 dni po transfekci) a lyzovany
opakovanym zmrazenim a rozmrazenim. Bunécné debris bylo odstranéno centrifugaci a
supernatant byl pouzit jako virové inokulum. Tim byly infikovany builky vyseté na podlozni
sklicka. Bunky byly fixovany a imunofluorescenéné znaéeny na virovy protein LT 48 hodin
po infekci. U kazdého vzorku bylo vypocitano procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék (podil
pozitivnich bun¢k z celkového mnozstvi bunék), které odpovidalo infek¢nimu titru pouzitého
inokula. Vysledek byl dale normalizovan na zastoupeni pozitivnich bun¢k ve vzorku infikovaném
divokym virem (inokulum obdrzené z bunék kotransfekovanych Py-wt a pPuro.Cre). Tyto
hodnoty byly vyneseny do grafu (obr. 16b).

U vzorkll infikovanych divokym virem c¢inilo zastoupeni pozitivnich bunék 2 dny
po infekci 3 %, 4 dny po infekci 32 % a 6 dni po infekci 38 %. V grafu (obr. 16b) jsou tyto
hodnoty reprezentovany c¢islem 1 na ose y. Hodnoty u ostatnich vzorkd tudiz ptedstavuji
mnozstvi infikovanych bunék vztazené ke vzorku infikovaného divokym virem, ktery byl
izolovan v pfislusném case po transfekci (2, 4 ¢i 6 dni). Inokulum sklizené 2 a 4 dny
po kotransfekci 3 pg pBS-Pyl a pPuro.Cre vykazovalo velmi nizky infekéni titr (10 %
infikovanych bunék oproti divokému viru). V pfiipadé transfekce 1 a 0,3 pg bylo obdrzeno
inokulum s jesté niz§im poctem infekEnich castic (pfiblizn€ 2 % infikovanych bunék oproti
divokému viru). Pokud bylo z bun¢k kotransfekovanych pBS-Pyl a pPuro.Cre virové inokulum
sklizeno 6 dni po infekci, doSlo k razantnimu zvySeni infekéniho titru. Ten €inil v piipadé
transfekce 3 pg pBS-Pyl 55 % oproti inokulu divokého viru. V piipad¢ transfekce 1 a 0,3 ug
produkéniho plazmidu byl vytézek infekéniho viru vyrazné niz$i, avSak 6 dni po transfekci byla
opé¢t patrna tendence "ptiblizit se" infekénimu titru inokula divokého viru.

Z vysledki tedy vyplyva, Ze sniZeni mnozstvi transfekovaného produkéniho plazmidu pBS-
Pyl nevede Kk ucinngjsi produkci infek¢éniho viru. Naopak, v disledku poklesu efektivity
transfekce je mnozstvi vzniknuvsiho viru nizsi. Dale je patrné, ze produkce viru z pBS-Pyl je
oproti transfekci virové DNA divokého typu zpomalena, pfi¢emz toto zpozdéni se zmenSuje az

6 dni po transfekci.
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Obrazek 16. Optimalizace systému pro produkci viru. a) Ovéfeni efektivity transfekce. Buiky 3T6 byly
kotransfekovany vektorem exprimujicim Cre rekombinazu a virovym genomem divokého typu pfipravenym
in vitro (Py-wt, 3 pg) ¢i produkénim plazmidem pBS-Pyl o rizném mnozstvi (3, 1 a 0,3 pg). Buiky byly
fixovany 24 hodin po transfekci a imunofluorescenéné znadeny na virové proteiny LT (protilatka aPyLT1)
a VP1 (protilatka aPyVP1-D4). U vzorkl bylo spocitano procentudlni zastoupeni bun¢k pozitivnich na LT
a VP1 protein (podil pozitivnich bunék z celkového pocétu bun€k). Tyto hodnoty jsou vyneseny v grafu jako
relativni mnozstvi pozitivnich bunék vztazené ke vzorku Py-wt + Cre. Pro kazdy vzorek bylo spocitano
nejméné 2000 bunék. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku mezi pocitanymi poli u kazdého
vzorku. NK - netransfekované buiiky. b) Stanoveni G¢innosti produkce viru. Buiiky byly sklizeny spole¢né
s médiem 2, 4 a 6 dni po transfekci. Z nich bylo pfipraveno virové inokulum pouzité pro infekci 3T6 bunék
narostlych na sklickach. Ty byly fixovany a imunofluorescen¢né znaceny na LT antigen (aPyLT1) 48 hodin
po infekci. U vzorkl bylo spocitano procentudlni zastoupeni bunék exprimujicich LT protein. Tyto hodnoty
byly vyneseny do grafu jako relativni mnozstvi vztazené ke vzorku Py-wt + Cre. Pro kazdy vzorek bylo
spocitano nejméné 2000 bunck. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku mezi pocitanymi poli
u kazdého vzorku. NK - falesné infikované bunky.

54



S virovym inokulem sklizenym 6 dni po transfekci byla provedena také plakova zkouska.
Ta je Casto vyuzivana pro ovéteni kvality virového inokula. V disledku cytopatického efektu viru
dojde na vrstvé infikovanych bun€k k tvorbé plaki, které jsou zpravidla odvozeny od jedné
infikované bunky. Velikost plakii tedy odrazi efektivitu a rychlost infekce testovaného viru.

Inokulum bylo izolovano zbun¢k Kotransfekovanych virovym genomem piipravenym
in vitro (Py-wt a Py-I) a pPuro.Cre, produkénim plazmidem pBS-Pyl a pPuro.Cre ¢i médiem bez
viru, slouzicim jako negativni kontrola. Bunky MEF, narostlé na s3,5cm miskach, byly
infikovany riiznym fedénim inokula a zality agarovym médiem, které zamezilo difuzi viriona
produkovanych v pribéhu infekce. Vzniknuvsi plaky byly u bun€k pozorovany 7 (obr. 17a) a 10
dni po infekci (obr. 17b). Vzorky infikované inokulem obdrzenym po kotransfekci pBS-Pyl a

pPuro.Cre bohuzel nebylo mozno vyhodnotit z diivodu chyby v pribéhu experimentu.

a
Mock

10* 10° 10*

Py-wt

Py-l

10* 10° 10*

Obrazek 17. Plakova zkouska virového inokula. Z bun¢k 3T6 transfekovanych virovym genomem divokého
typu (Py-wt) ¢i virovym genomem s inzerci dvou loxP mist v intronové oblasti ¢asnych gent (Py-I) bylo
po 6 dnech izolovano virové inokulum. Bunky MEF, narostlé na 6cm miskach, byly infikovany riznym
fedénim tohoto inokula (107, 107, 10™) nebo médiem bez viru (Mock) a zality agarézovym médiem. Vzorky
byly barveny vitalnim barvivem a vyhodnoceny 7 (a) a 10 dni po infekci (b).
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Sedm dni po infekci inokulem Py-wt byl patrny rozvoj plakli ve vSech tfech zobrazenych
fedénich (107, 103, 10*. U vzorkd infikovanych inokulem Py-1 bylo po sedmi dnech
pozorovano jen né¢kolik mensich plakt (fedéni 102 a 10'3), nikoliv vak u fedéni 10™. Deset dni
po infekci inokulem Py-wt doslo k vyraznému nartstu poctu a velikosti plaki ve vSech fedénich.
U vzorki infikovanych inokulem Py-1 doglo také k zna¢nému rozvoji plakii v fedéni 102 a 10°%;
v fedéni 10 bylo patrnych nékolik mensich plakd.

Z vysledku je ziejmé, ze inokulum viru s vlozenym usekem dvou loxP mist (Py-I)
je schopno tvorby plaki, avSak v niz§i mife nez virus divokého typu. To naznacuje, Ze inzerce
loxP mista do intronové Céasti Casnych genli mirn€, avSak prokazatelné, ovliviluje virovou
infektivitu.

5.4 Vyuziti bunécné linie se stabilni expresi Cre rekombinazy pro produkci
MPyV

Nutnost kotransfekovat vektor exprimujici Cre rekombinazu spole¢né s produkénim plazminem
znaéné ztézuje uzivani navrzené¢ho systému v praxi a teoreticky také snizuje jeho efektivitu.
Z téchto diivodi bylo potieba ptipravit permisivni bunéénou linii, kterd stabilné exprimuje Cre
rekombinazu. Takovéto linie by zarucila produkci viru po transfekci samotného produkéniho
plazmidu. K tomuto ucelu byly pouzity dvé bunééné linie permisivni pro MPyV: 3T6 a Wop.
Wop je bunécna linie, ktera stabiln¢ exprimuje LT antigen mySiho polyomaviru. To umoziiuje

replikaci a naslednou produkci virovych mutant defektnich v LT.

5.4.1 Konstrukce vektoru exprimujiciho Cre rekombinazu

Pro konstrukci plazmidu exprimujiciho Cre rekombinazu byl pouzit vektor pNIT. Ten zajistuje
regulovanou expresi transgenu pomoci tet-off systému. V pfitomnosti doxycyklinu nedochazi
v plazmidu k expresi cilového genu. Navic je tento plazmid opatfen retrovirovymi LTR (Long
Terminal Repeat) useky, coz zajist'uje jeho integraci do bunécného genomu. Varianta plazmidu
s regulovanou expresi byla zvolena po zjisténi, Ze konstitutivni produkce Cre rekombinazy
v savéich bunkich vede kjejich negativni selekci (nepublikované vysledky). To zplsobuje
postupné natedéni linie exprimujici Cre rekombinazu populaci buné¢k, které tento transgen jiz
neprodukuji.

Gen pro Cre rekombinazu byl vyStépen z plazmidu pPuro.Cre empty pomoci restrikénich
endonukledz Pvull a Smal. Oba enzymy generuji tupé konce DNA. Po §tépeni byla restrikéni
smés preciSténa pomoci DNA agardzové elektroforézy a izolaci z gelu. Fragment kodujici Cre
rekombindzu spole¢né s C-koncovou WPRE stabiliza¢ni sekvenci (1860 bp) byl poté zaklonovan
do plazmidu pNIT (linearizovany enzymem Pmel a defosforylovany) pomoci ligace tupych
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koncti DNA. Liga¢ni smés byla elektroporovana do kompetentnich bakterii. Z vyselektovanych
bakterialnich monokolonii byla izolovana plazmidova DNA. Totoznost klonovaného konstruktu a
spravna orientace vlozeného genu byla ovéfena pomoci restrikéni analyzy. Zkonstruovany
plazmid je déle oznacovan jako pNIT-Cre.

5.4.2 Selekce stabilné transfekované bunécné linie sinducibilni exprexi Cre
rekombinazy

Aby mohly byt efektivné selektovany pouze transfekované bunky, byla pfedem stanovena u¢inna
koncentrace antibiotika G418, jehoz rezistenci plazmid pNIT-Cre nese. Bunécné linie 3T6 a Wop
byly kultivovany po dobu dvou tydni v médiu s riznou koncentraci antibiotika. U¢inna
koncentrace odpovidd nevySsimu fedéni antibiotika, ve kterém dosSlo do dvou tydnd k vyhubeni
vSech bunék. U bunééné linie 3T6 Cinila tato koncentrace 800 pg/ml, u linie Wop 400 pg/ml.

Expresni plazmid pNIT-Cre byl transfekovan do bun¢k 3T6 a Wop pomoci nukleofekce.
Transfekované buniky byly selektovany pomoci antibiotika G418. Po selekci jsem obdrzel
stabilné¢ transfekované bunécné monokolonie - tj. monoklonalni linie, které nesou plazmid
PNIT-Cre integrovany v genomu. Tyto linie byly izolovany, uchovany v tekutém dusiku a
testovany na expresi Cre rekombindzy.

Protoze nebyla k dispozici fungujici protilatka vazici Cre rekombinazu, bylo nutno stanovit
ptitomnost tohoto proteinu v Selektovanych bunéénych liniich pomoci kontrolniho plazmidu
PCALNL-DsRed. Tento plazmid obsahuje reportérovy gen kddujici fluorescencni protein DsRed.
Produkce DsRed se spusti pouze v pfitomnosti Cre rekombinédzy, coz je umoznéno rekombinaci
V promotorové oblasti reportérového genu (Cre-dependentni aktivace promotoru). Tato metoda
bohuzel nemuze slouzit k absolutni kvantifikaci buné¢k pozitivnich na Cre rekombinazu, nebot’
nelze presné stanovit efektivitu transfekce kontrolniho plazmidu v konkrétnim experimentu.

Ptiblizn€ 20 vyselektovanych monoklonalnich linii od kazdého bunécéného typu (Wop a
3T6) bylo testovano na pfitomnost Cre rekombinazy. Bunky byly transfekovany kontrolnim
plazmidem pCALNL-DsRed pomoci reagencie TurboFect. Jako pozitivni kontrola byl
do ptivodnich, nemanipulovanych, bunéénych linii 3T6 a Wop kotransfekovan pCALNL-DsRed
spole¢né s plazmidem exprimujicim Cre rekombinazu (pPuro.Cre empty). Zastoupeni bunék
pozitivnich na Cre rekombinazu bylo u vSech klonli vyhodnoceno 24 hodin po transfekci pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie. U linie Wop jsem obdrzel 3 klony a u linie 3T6 pouze 2 klony
pozitivni na Cre rekombinazu (obr. 18). Z vysledki bohuzel nelze urcit presné procentualni
zastoupeni pozitivnich bunék v jednotlivych liniich. V pfipad¢€ pozitivni kontroly byly buiky
kotransfekovany dvéma plazmidy (pCALNL-DsRed+pPuro.Cre) a testované linie byly
transfekovany pouze kontrolnim plazmidem pCALNL-DsRed. V dusledku rozdilné efektivity
transfekce poskytuje srovnani jednotlivych vzorkli s pozitivni kontrolou pouze orientacni
informaci o kvalité transgenni linie.
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Obrazek 18. Test Wop a 3T6 bunécnych linii s regulovanou expresi Cre rekombinazy. Bunééné linie 3T6 a
Wop byly transfekovany vektorem s regulovanou expresi (tet-off) Cre rekombinazy - pNIT-Cre. Klony
exprimujici Cre rekombindzu byly selektovany. Pro ovéfeni pfitomnosti Cre rekombindzy byly bunky
transfekovany kontrolnim plazmidem pCALNL-DsRed Vv nepiitomnosti doxycyklinu (spusténa exprese
transgenu). Na obrazku jsou ukazany reprezentativni snimky pozitivnich monokolonii (Wop-Cre 1/2/3,
3T6-Cre 1/2) 24 hodin po transfekci kontrolniho plazmidu. PK — 3T6 ¢i Wop bunky kotransfekované
pCALNL-DsRed a pPuro.Cre Empty, NK — netransfekované bunky.

re

5.4.3 Ovéreni ucinnosti produkce viru v buiikach se stabilni expresi Cre rekombinazy

Zvolil jsem dvé stabilné exprimujici monoklonalni linie Wop (Wop-Cre 1, 2) a 3T6 bunck
(3T6-Cre 1, 2), které jsem dale pouzil k produkei viru pomoci navrzeného Cre/loxP systému.

Do bunék byl pomoci nukleofekce transfekovan produkéni plazmid pBS-Pyl (6 pg) nebo
virovy genom Py-wt (6ug), ktery slouzil jako pozitivni kontrola. Aby byla ovéfena GspéSnost
transfekce, byly buniky 24 hodin po transfekci fixovany a imunofluorescencné znaceny na virové
proteiny. U 3T6 bun¢k byl detekovan LT antigen, Wop buiiky vSak musely byt znaceny na VP1
protein, nebot’ LT exprimuji pfirozené a nezéavisle na ptitomnosti viru. U kazdého vzorku byl
spocitan podil bun€k pozitivnich na virové proteiny z celkového poctu bunék. Hodnoty byly
normalizovany procentudlnim zastoupenim pozitivnich buné€k ve vzorcich transfekovanych Py-wt
a vyneseny do grafu (obr. 19, Sedé sloupce). Hodnota 1 na ose y tedy znazornuje zastoupeni
pozitivnich bunék u transfekce Py-wt. Vysledky ukazuji, Ze G€innost transfekce produkéniho
plazmidu byla srovnatelna s transfekci Py-wt, ¢i dokonce vyssi.
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Obrazek 19. Efektivita produkce viru v buikach se stabilni expresi Cre-rekombinazy. Produkéni plazmid
pBS-Pyl a virovy genom religovany in vitro Py-wt byly transfekovany do bunéénych linii Wop-Cre 1, 2
a 3T6-Cre 1, 2. Bunky byly fixovany a imunofluorescenéné znaceny 24 hodin po transfekei. U 3T6 bunék byl
detekovan LT antigen (aPyLT1), Wop buiky byly znadeny na VP1 protein (aPyVP1-D4). U vzorku byl
spocitan podil bunék pozitivnich na LT ¢i VP1 z celkového poctu bunék. Hodnoty byly normalizovany
na zastoupeni pozitivnich bunék ve vzorku transfekovaném Py-wt a vyneseny do grafu (transfekce, sedé
sloupce). Z transfekovanych bunék byl dale izolovan virus (6 dni po transfekei), ktery byl pouzit pro infekei
3T6 bungk, narostlych na sklickach. Bunky byly fixovany a imunofluorescenéné znaceny na LT antigen
48 hodin po infekei. U vzorku byl spocitan podil infikovanych bunék z celkového poétu bunék. Hodnoty byly
normalizovany na zastoupeni pozitivnich bunék ve vzorku infikovaném divokym virem (inokulum obdrzené
z bunék transfekovanych Py-wt) a vyneseny do grafu (reinfekce, ¢erné sloupce). Pierusovana ¢ara, oznacujici
hodnotu 1 na ose y, predstavuje zastoupeni pozitivnich bunék ve vzorku transfekovaném Py-wt nebo ve
vzorku infikovaném virem divokého typu. Pro kazdy vzorek bylo spocitano nejméné 2000 bunék. Chybové
usecky predstavuji smérodatnou odchylku mezi pocitanymi poli u kazdého vzorku.

Transfekované bunky byly dale spoleéné s médiem sklizeny (6 dni po transfekci) a
lyzovéany opakovanym zmraZenim a rozmraZenim. Bun&¢né debris bylo odstranéno centrifugaci a
supernatant byl pouzit jako virové inokulum. Tim byly infikovany 3T6 buiiky, vyseté na podlozni
sklicka. 48 hodin po infekci byly bunky fixovany a imunofluorescenéné znaceny na virovy
protein LT, ktery byl zvolen jako marker infikovanych bun¢k. U kazdého vzorku byl spocitan
podil infikovanych buné€k z celkového poctu bunék. Hodnoty byly normalizovany na zastoupeni
pozitivnich bun€k ve vzorku infikovaném divokym virem (inokulum obdrzené z bunck
transfekovanych Py-wt) a vyneseny do grafu (obr. 19, ¢erné sloupce). U vzorkt infikovanych
divokym virem ¢inilo zastoupeni pozitivnich bunék 45 % a 43 % (u linii Wop-Cre 1 a 2) ¢i 25 %
a 66 % (u linii 3T6-Cre 1 a 2). V grafu (obr. 19) jsou tyto hodnoty reprezentovany cislem
1 na ose y. Jako negativni kontrola byly pouzity netransfekované buriky.

Pomoci bunééné linie Wop-Cre 1 transfekované produkénim plazmidem bylo
vyprodukovano 57 % infekéniho viru oproti transfekci Py-wt. Tato hodnota je srovnatelna

s vysledkem obdrZzenym po kotransfekci produkéniho plazmidu s vektorem exprimujicim Cre
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rekombinazu do ¢isté linie 3T6 bunék (obr. 15). Piedpokladané zvyseni efektivity produkce viru
S pouzitim bunécné linie stabiln¢ exprimujici Cre rekombinazu tedy dosazeno nebylo. Ostatni
bunécné linie exprimujici Cre rekombindzu nebyly schopny z produkéniho plazmidu
vyprodukovat vice nez 5% mnozstvi infekéniho viru ve srovnani s buiikami transfekovanymi

Py-wt. Pro efektivni produkci viru v praxi jsou tedy nepouzitelné.
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6. Diskuze

6.1 Produkce MPyV pomoci Cre/loxP rekombinace

V této préci jsem pfipravil novy experimentalni systém pro produkci mysiho polyomaviru a jeho
mutant in vivo, ktery je plnohodnotnou alternativou k bézné pouzivané metod¢. Pro tvorbu viru
v bunikach je zapotiebi pouze pfitomnost Cre rekombinazy, jez virovy genom vystépi
z produkéniho plazmidu pomoci rekombinace. Potencidlni omezenim je skutecnost, ze po Cre
rekombinaci dochazi k vlozeni jednoho loxP mista do vzniknuvsiho virového genomu.

Produk¢ni plazmid pBS-Pyl byl navrzen tak, aby generoval virovy genom se substituci
loxP mista v intronové oblasti spoleéné pro vSechny tii ¢asné geny. Pokud jsem tento plazmid
kotransfekoval do permisivni bunécné linie spole¢né s vektorem exprimujicim Cre rekombinazu,
doslo k tvorbé virového genomu. Tomu napovida vyrazné zvySena exprese virovych proteint,
pozorovana u kotransfekovanych buné€k, oproti vzorku bez Cre rekombinazy. Na Cre
rekombinaci byla také striktné zavisla produkce infekéniho viru ztohoto plazmidu. Jak se
ptedpokladalo, virovy genom uzavieny v nosi¢ovém plazmidu byl neinfekéni.

Pomoci Cre rekombinazy jsem byl schopen z produkéniho plazmidu pBS-Pyl generovat
fadové srovnatelné mnozstvi infekéniho viru jako u bézné pouzivané metody, kdy je do bunék
transfekovan virovy genom pfipraveny in vitro. ldentita produkovaného viru byla ovéfena
dal$imi ¢leny laboratofe pomoci elektronové mikroskopie a PCR (Hron et al., 2013). Substituce
loxP mista ve virovém genomu tedy nevedla ke ztraté¢ infektivity. Z vysledka také vyplyva,
ze nedoslo k znatelnému naruseni exprese virovych proteind LT a VP1. Metoda ptipravy viru
pomoci plazmidu pBS-Pyl je vysoce reproducibilni a jeji efektivita ¢ini ptiblizné¢ 60 % oproti
bézné metode, pokud je virus z bunék izolovan Sest dni po transfekci.

Vytézek virové produkce pomoci navrzeného systému je potencialné omezeny z nékolika
moznych divodu. Teoreticky je tvorba viru z produkéniho plazmidu zdrzena (oproti transfekci
virového genomu piipraveného in vitro) o dobu potiebnou k expresi Cre rekombinazy. To by
mohlo vysvétlovat opozdéni, patrné pii izolaci viru z transfekovanych bunék v riznych casech.
Dva a ¢tyfi dny po transfekci bylo ve srovnani s béznou metodou dosazeno pouze 10% vytézku
produkce viru, Sest dni po transfekci vSak vytézek systému vzrostl na zminovanych 60 %.
Po Sesti dnech bylo pravdépodobné zpozdéni zpisobené expresi Cre rekombindzy caste¢né
setieno.

Produkce viru pomoci Cre/loxP systému je také vyrazné omezena efektivitou kotransfekce
produkéniho plazmidu s vektorem exprimujicim Cre rekombindzu. Jak se ukazuje (Ma et al.,
2007), kotransfekce dvou rtznych expresnich plazmidi do savcich bunek je problematicka
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a vyznamna populace bunék vykazuje expresi pouze jednoho transgenu. To, ze vytézek viru je
zavisly na efektivité transfekce, dokladaji také wvysledky experimentu, pii kterém bylo
pozorovano umeérné snizeni efektivity produkce viru po transfekci menSiho mnozstvi
produkéniho plazmidu.

V Gcinnosti virové produkce pomoci pBS-Pyl se samoziejmé muize odrazit také snizena
infektivita vznikajiciho viru, ktery ve svém genomu obsahuje loxP misto. A¢ se zda, Ze exprese
virovych proteini LT a VP1 nebyla narusena a virus byl bez problémi produkovan, nékteré
vysledky naznacuji, ze k ¢aste¢nému snizeni infektivity pfeci jen doslo. Pro vylouceni faktort
souvisejicich s Cre rekombinaci jsem pouzil kontrolu ve formé virového genomu obsahujiciho
zdvojené loxP misto v intronu ¢asnych gent pfipraveného in vitro (Py-1). Plakova zkouska
inokula izolovaného z bunék transfekovanych Py-l ukdzala, Ze k rozvoji plaki doSlo pozdéji,
tj. jejich pocet a velikost byly ve stejném ¢asovém okamziku mensi, nez u viru divokého typu.
viru Py-I izolovaného Sest dni po transfekci oproti Py-wt), da se predpokladat, ze inokulum Py-I
obsahovalo srovnatelny pocet infek¢nich ¢éstic jako inokulum viru divokého typu. Rozdil byl
vSak v pomalej$im pribéhu infekce viru Py-I, ktery vedl k tvorbé viditelnych plakd v pozdéjsim
case. Tento efekt se neprojevil zménou infekéniho titru inokula zfejmé proto, Ze Sest dni po
transfekci jiz doslo k infekei vSech bunck vysetych na misce jak virem divokého typu, tak virem
Py-1. Dalsi produkce viru divokého typu byla tedy omezena a zpozdéni mutantniho viru Py-I bylo
srovnano.

V piipadé viru produkovaného pomoci plazmidu pBS-Pyl bylo sice vélenéno pouze jedno
loxP misto (nikoliv dvé&, jako u Py-I), nicméné dalsi vysledky v nasi laboratofi (Spanielova,
nepublikovand data) ukazuji, ze k obdobnému efektu pii plakové zkouSce presto dochézi.

Virus, produkovany pomoci Cre/loxP systému, je tedy v budoucnu tieba piesnéji
charakterizovat. VloZzena loxP sekvence sice nezasahuje do ¢teciho ramce zadného virového
proteinu, ale mizZe vést k problematickému sestfihu Casnych transkriptd, a tim ovlivnit jejich
expresi. Odpoveéd’ by mohla poskytnout napiiklad analyza exprese MT a ST antigenu.

Kromé pBS-Pyl byl vytvofen a testovan také produk¢ni plazmid pBS-PyA, ktery generoval
virovy genom s inzerci loxP mista mezi PAS sekvence Casnych a pozdnich gend. Experimenty
vak ukazuji, Ze tato varianta produkéniho plazmidu nebyla schopna tvofit infekéni virus. Uplna
ztrata infektivity viru byla zpisobena vyhradné inzerci loxP mista, nebot’ virovy genom s loxP
mistem pfipraveny in vitro (Py-A) vykazoval stejny defekt. Toto zjisténi bylo prekvapivé, nebot
veskeré znamé sekvence polyomavirti nezbytné pro terminaci transkripce se nachdzeji mimo
oblast v¢lenéni loxP mista (Batt a Carmichael, 1995). Gu et al. (2009) také popisuji plné infekéni
mutantu mysiho polyomaviru, kterd obsahuje syntetickou PAS sekvenci, vloZzenou misto PAS

pozdnich gend.
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Jak Py-A, tak i virovy genom generovany z pBS-PyA pomoci Cre rekombinace mél dale
vyrazné narusenou expresi LT a VP1 proteinu. Hladina LT antigenu byla 24 hodin po transfekci
oproti divokému viru razantn¢ snizena. VP1 protein se vSak produkoval, coz by mohlo
naznacovat, ze k replikaci virového genomu dochazelo (Liu a Carmichael, 1993). Cilem moji
préace nebylo stanovit pfi¢inu ztraty infektivity této virové mutanty, nicméné jeji budouci studium
by mohlo napomoct lep$imu pochopeni mechanismi polyomavirového replika¢niho cyklu.
Obdrzené vysledky naznacuji, Ze k vstupu do pozdni faze virové infekce dochazelo diive,
nez byla dosazena potfebna hladina LT antigenu. Pfitomnost loxP mista tedy mohla zptsobit
defekt v regulaci ,,pfepnuti mezi ¢asnou a pozdni fazi virové infekce. Podle predpokladaného
modelu regulace ptfechodu do pozdni faze polyomavirové infekce hraje prekryvajici se oblast
Casnych a pozdnich genu kli¢ovou tlohu v deregulaci exprese LT antigenu (Gu et al., 2009).
Vlozenim loxP mista mezi PAS sekvence ¢asnych a pozdnich genti doslo K roz§ifeni oblasti
jejich prekryvu, coz by mohlo umocnit deregulaci exprese LT antigenu a iniciovat piredcasny
vstup do pozdni faze virové infekce. Je vSak pravdépodobné, Ze pouze tento efekt by nevedl
K uplné ztraté infektivity viru, ktera byla u Py-A viru pozorovana. Pro odhaleni primarni pfi¢iny
by bylo potfeba nejprve zjistit, zda dochazi k produkci virovych ¢astic, piipadné pro¢ nejsou
schopny infikovat dal$i bunky. Jednou z pfi¢in vzniku neinfekénich viriond by mohlo byt
napiiklad narusSeni exprese minoritnich kapsidovych proteint, které jsou pro produktivni infekci
nezbytné (Mannova et al., 2002; Sahli et al., 1993).

6.2 Vyuziti stabilné transfekovanych bunék s expresi Cre rekombinazy

Pro produkci mysSiho polyomaviru pomoci Cre/loxP systému je potieba v pouzité bunécné linii
zajistit vysokou hladinu exprese Cre rekombinazy, ktera je schopna z plazmidu pBS-Pyl vystépit
intaktni virovy genom. Jednou z moZnosti je transientni transfekce expresnim vektorem nesoucim
gen pro Cre rekombindzu. V takovémto piipad¢ vSak musi byt expresni vektor kotransfekovan
spole¢né s produkénim plazmidem, coz komplikuje rutinni vyuziti systému a také teoreticky
snizuje jeho efektivitu. Tyto omezeni mohou byt feSeny pomoci stabilné transfekovanych
bunéénych linii. V mé praci jsem pfipravil a otestoval transgenni bunécné linie Wop a 3T6,
schopné inducibilni exprese Cre rekombindzy. Variantu s inducibilni expresi jsem zvolil po
zjisténi, Ze konstitutivni produkce Cre rekombindzy v bunkach vede k jejich negativni selekci
(nepublikované vysledky). To zplisobuje postupné nafedéni linie exprimujici Cre rekombinazu
populaci bun¢k, které tento transgen jiz neprodukuji. Negativni selekce transgenni linie je
nejspiSe zapii¢inéna cytotoxicitou Cre rekombindzy, coz je v souladu s dfive publikovanymi
vysledky (Loonstra et al., 2001).
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Ptitomnost funkéni Cre rekombinazy v pfipravenych transgennich liniich jsem ovéfil
pomoci kontrolniho vektoru pCALNL-DsRed (Matsuda a Cepko, 2007), ktery je schopen
exprimovat reportérovy gen pouze po Cre rekombinaci v jeho promotorové oblasti. Tento zptisob
vsak poskytnul jen orientacni informaci o Cistoté transgenni linie, nebot’ vysledek byl zkreslen
proménlivou efektivitou transfekce. Presné wureni procentudlniho zastoupeni bunék
exprimujicich transgen by bylo mozné s pouzitim specifické protilatky, kterda vSak nebyla
k dispozici.

Ze ctyt testovanych bunécnych linii exprimujicich Cre rekombinazu (2xWop a 2x3T6) byl
pouze u jedné obdrzen uspokojivy vytézek vyprodukovaného viru z plazmidu pBS-Pyl. Ten ¢inil
57 % oproti produkci viru pomoci genomu religovaného in vitro. Byla tedy dosazena srovnatelna
efektivita jako v pfipadé transientni transfekce vektoru exprimujiciho Cre rekombinazu. Pro
skutecnost, ze nedoslo k pfedpoklddanému zvysSeni vytézku produkovaného viru, navrhuji
nékolik vysvétleni. i) Pouzité transgenni linie mohly obsahovat vyznamny podil bunck
s naruSenou expresi ¢i funkci Cre rekombindzy. K tvorbé virového genomu tedy doSlo pouze
v malém procentu bunék transfekovanych produkénim plazmidem, coz vedlo k nizké produkci
viru. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo potfeba piesné stanovit ¢istotu transgenni linie pomoci
specifické protilatky. ii) Shodny vytézek produkce viru z pBS-Pyl jak pomoci transientni
exprese Cre rekobindzy, tak i s vyuZitim transgeni bunétné linie miiZe naznaCovat, Ze bylo
dosazeno maximalni efektivity systému. Pro¢ vSak byla u¢innost systému takto omezena, neni
jasné. Vysledky, diskutované v kapitole 6.1, naznacuji, ze zpomaleni infekce u viru s loxP
mistem v intronové oblasti nemélo vliv na efektivitu produkéniho systému, pokud byl virus
Z bunék izolovan v dostate¢né dlouhé dobé po transfekcei (6 dni po transfekei). Omezeny vytézek
produkovaného viru by tedy mohl souviset spise s efektivitou Cre/loxP rekombinace. Je znamo,
ze aktivita promotoru pouZit€ho pro transientni expresi Cre rekombindzy v bunécné linii vyrazné
ovlivituje ucinnost rekombinace (Araki et al., 1997). Stabiln¢ transfekované bunééné linie maji
obecné¢ niz8i aktivitu exprese transgenu oproti transientni transfekci. Nizka hladina Cre
rekombindzy v pfipravenych transgennich liniich by tedy mohla u¢innost produkéniho systému
negativné ovlivnit. iii) Existuje také moznost, Ze pouziti stabilné transfekované bunécné linie
mohla efektivitu produkce viru snizit z jiného divodu. Pfedstavme si, ze mame transgenni linii se
100% zastoupenim bunék exprimujicich Cre rekombinazu. Po transfekci produkéniho plazmidu
tedy dochazi k tvorbé virového genomu a uvolnéni viriont do média. Tyto viriony poté reinfikuji
okolni bunky, které vSak stale exprimuji Cre rekombinazu. Internalizovany replikujici se virovy
genom (obsahujici loxP misto) tedy mize opét rekombinovat a tvofit konkatemerni molekuly
DNA. To muze vést k zpomaleni produkce viru nejen u transfekovanych bunék, ale i ve vSech

naslednych kolech infekce. Tuto hypotézu je tieba v budoucnu ovéfit. Pro ptipadné feSeni by
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bylo mozné vyuzit inducibilni expresi Cre rekombinazy a v uréitém case po transfekci
produk¢éniho plazmidu v bunééné linii produkci Cre rekombinazy vypnout. Dal$i moznosti by
bylo také nahrazeni Cre/loxP systému nékterou z variant poskytujicich ireverzibilni mistné
specifickou rekombinaci (viz kapitola 3.3).

6.3 Genetické manipulace genomu MPyV

Pted piipravou Cre/loxP systému pro produkci mysSiho polyomaviru bylo zapotiebi navrhnout
mista virového genomu, do kterych by bylo mozné v¢lenit loxP sekvenci dlouhou 34 bp, aniz by
doslo k naruseni replika¢niho cyklu viru. Zvolena byla intronova oblast spole¢na pro vSechny tfi
Casné geny a oblast PAS sekvenci ¢asnych a pozdnich genii. Jediné dal$i misto, které nekoduje
zadny virovy protein, je regulacni oblast v okoli ori. V minulosti se v8ak ukazalo, Ze jeji naruSeni
ma dramaticky dopad na virovou replikaci (Spanielové, 2002).

Introny c¢asnych genti mySiho polyomaviru jsou velice malé a piekryvaji se pouze
44 nukleotidy. Tato oblast navic obsahuje konzervovany adenosin, ktery je nezbytny pro sestiih
casné pre-mRNA (Ge et al., 1990). Navrzeni vloZeni loxP mista bylo tedy velmi komplikované.
Vysledky této prace vsSak ukazuji, ze pritomnost loxP mista v intronové oblasti umoznila
produkci infekéniho viru, a to i v ptipadé v¢lenéni zdvojeného loxP mista, coz bylo dokazano pti
transfekci varianty virového genomu Py-I. To také naznacuje, Ze zachovani vzdalenosti mezi 3¢
a5°¢ sesttthovymi misty ¢asnych genli nemusi byt pro tvorbu mRNA nezbytné. Bez zajimavosti
neni ani fakt, Ze k sestfihu intronu LT antigenu zfejmé ¢asteéné dochazelo i v pfipadé transkripce
z produkéniho plazmidu pBS-Pyl, kde se v intronové oblasti nachazela témét 3 000 bp dlouha
sekvence nosicového plazmidu pBlueScript. Tomu nasvédcuje imunofluorescenéni analyza
transfekovanych bungk, pfi které byla pouzita protilatka specificka pro C-konec LT antigenu.

Komplexita polyomavirového genomu vyrazné¢ komplikuje tvorbu geneticky
manipulovaného viru bez ztraty jeho infektivity. Poznatky z analyzy virovych mutant s vnesenym
loxP mistem ve svém genomu jsou v tomto ohledu cennym piinosem. Intronova oblast ¢asnych
genu se ukézala jako optimalni misto pro inzerce cizorodé DNA. V této praci byl produkovan
infekéni virus s vélenénim dvou loxP mist v této oblasti (zvétSeni intronové sekvence o 44 bp).
Maximalni velikost inzertu, ktera vyrazné nenarusi infektivitu viru, by vSak mohla byt mnohem
vétsi. Moznost takovychto manipulaci nabizi upotiebeni ve vyzkumu mySiho polyomaviru.
Sekvencni podobnost mezi zastupci ¢eled¢ Polyomaviridae navic umoznuje tyto poznatky vyuzit

1 pro jiné polyomaviry.
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6.4 Vyuziti navrzeného systému pro produkci MPyV v praxi

Nové navrzeny systém, zalozeny na Cre/loxP rekombinaci, vyrazné zjednodusuje produkci
mysiho polyomaviru a poskytuje uspokojivy vytézek. Je tedy plnohodnotnou alternativou k bézné
pouzivané metod¢, kterd zahrnuje pracnou pfipravu virového genomu in vitro. Cre/loxP
rekombinacni systém navic piekonava nékteré problémy spojené s béznou metodou produkce
viru, jako je nizka reproducibilita preparace virového genomu ¢i kontaminace vedlejSimi
produkty liga¢ni reakce.

Zde navrhovany systém je potencidlné vyuzitelny pro pfipravu malo infekénich virovych
mutant. Stejna strategic je jiz 1éta tspéSné pouzivana pro produkci lidského papilomaviru, kde
fesi problémy s jeho neefektivni propagaci v tkanové kulture (Chow et al., 2009; Lee et al., 2004;
Wang et al., 2009). Cre/loxP systém pro produkci MPyV je také vhodnym nastrojem pro tvorbu
knihoven virovych mutant, nebot nevyzaduje oddélenou konstrukci mutantnich plazmidi a
pfipravu virové knihovny. V nasi laboratofi se v soucasné dobé planuje jeho vyuZziti pfi
mutagenezi MPyV metodou fizené evoluce.

Experimentalni systém pro produkci mysiho polyomaviru popsany v této praci je tedy plné
funkéni, jednoduchy a skyta uplatnéni pti pripravé virovych mutant, jejichz produkce je s pomoci
béznych metod problematickd. V porovnani s klasickou metodou poskytuje také mnohadenni

usporu ¢asu a vyrazné niz$i spotfebu materialu.
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7. Souhrn

1. Pripravil jsem experimentalni systém zaloZeny na Cre/loxP rekombinaci, ktery

umoZziiuje produkci mySiho polyomaviru.

o Vytvoftil jsem dvé varianty produk¢nich plazmidi, pBS-PyA a pBS-Pyl, které jsou schopny
generovat virovy genom divokého typu in vivo pomoci Cre rekombinazy. pBS-PyA
produkuje virovy genom s inzerci loxP mista mezi poly(A) signalnimi sekvencemi ¢asnych
a pozdnich genti. pBS-Pyl generuje virovy genom se substituci loxP mista v intronu

¢asnych gend.

o Inzerce loxP mista mezi poly(A) signdlni sekvence méla dramaticky dopad na expresi
virovych gent a vedla k Gplné ztrat¢ infektivity. Na druhou stranu substituce loxP mista

V intronové oblasti ¢asnych genti produkcei infekéniho viru umoznila.

2. Pomoci Cre/loxP rekombinace Ilze dosahnout Fradové srovnatelného vytézku
produkovaného viru jako u béZné pouzivané metody. Nové navrZeny systém je tedy

vyuzitelny v praxi a je moZné ho uplatnit pro produkci malo infekénich virovych mutant.

o Mysi polyomavirus divokého typu byl produkovan: 1) pomoci transfekce virového genomu
pfipraveného in vitro (bézné pouzivana metoda), ii) pomoci Cre/loxP systému -
kotransfekci pBS-Pyl a vektoru exprimujiciho Cre rekombinazu.

o Vytézek vyprodukovaného viru pomoci Cre/loxP systému c¢inil asi 60 % oproti bézné

metodé.

3. Pro zajiSténi exprese Cre rekombinazy jsem pripravil stabilné transfekovanou bunéénou
linii. Ta produkci mySiho polyomaviru pomoci Cre/loxP rekombinace usnadiiuje, av§ak

ke zvySeni vytéZku viru oproti transientni expresi Cre rekombinazy nevede.

o Pfipravil jsem stabilné transfekované bunééné linie 3T6 a Wop s inducibilni expresi Cre

rekombinazy
o Tyto bun&tné linie jsem pouzil pro produkci mysiho polyomaviru divokého typu pomoci
Cre/loxP rekombinace. Ze Ctyi testovanych linii pouze jedna poskytovala uspokojivy

vytézek produkovaného viru. Ten byl srovnatelny s vytézkem po transientni transfekci

vektorem exprimujicim Cre rekombinazu.
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