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M. Adam, M.Pidra
Ustav genetiky a $lechténi rostlin — Mendeleum, Zahradnicka fakulta MZLU, Valticka 334,
691 44 Lednice
ZJISTOVANI PRITOMNOSTI VIRU POMOCI IMUNOENZYMATICKYCH A BIOLOGICKYCH TESTU NA
PRACOVISTI MENDELEUM - TECHNICKY IZOLAT

Od roku 2002 probiha na pracovisti Mendeleum testovani na piitomnost zakladniho
souboru vira doporucenych metodikou EPPO (European Plant Protect Organization)
(ANONYMOUS 1997). V casti teplomilné peckoviny bylo od roku 2001 do roku 2004
provedeno testovani 6445 rostlinnych vzorka na pritomnost vira ACLSV (Apple chlorotic
leafspot virus) ApMV (Apple mosaic virus) PDV (Prune dwarf virus) PNRSV (Prunus
necrotic ringspot virus) a PPV (Plum pox virus) pomoci metody DAS-ELISA (Clark, MF,
Adams, AM. 1977), 990 vzorka bylo otestovano pomoci bylinnych indikatora (Chenopodium
foetidum, Chenopodium quinoa, Cucumis sativus, Cucurbita maxima, Phaseolus vulgaris,
Heliantum annum, Nicotiana clevelandii, Nicotiana acuminata, Nicotiana bentamiana,
Nicotiana glutinosa)( Kegler, H. Verderevskaja, T. Bivol, T. 1977) a 603 vzorkiz pomoci
drevinnych indikator: (Prunus persica ,,GF 305*; Prunus serulata ,,Shirofugen)(Jelkmann,
W. 2001).
Za tti roky testovani bylo zjisténo 41 rostlin podezielych ¢i pozitivnich na ptitomnost
sledovanych virt, z toho ACLSV 2 rostliny; ApMV 19 rostlin; PDV 18 rostlin; PNRSV 4
rostliny; PPV 4 rostliny.

Podékovani: Préace byla podpoiena projektem NAZV QC 1359;

Literatura:

Clark, MF, Adams AM, 1977: Characteristic of the method of enzyme-linked imunosorbent
assay for detection of plant viruses. J. Gen. Virol. 34, 475-483

Anonymous, 1997. Certification schemes virus-free or virus-tested fruit trees and rootstock,
EPPO/OEPP (00/7845 (99/7214) PCF Bod 4.2), 1997, p 29

Jelkmann, W. International Working Group on Fruit Tree Viruses. Detection of Virus and
Virus Like Diseases of Fruit Trees. Proc. 18th. Int. Symp. On Fruit Tree Virus Diseases. Acta
Hort. 550, ISHS 2001 ISBN — 90 6605 814 5 p 473-493

Kegler, H. Verderevskaja, T. Bivol, T.. Untersuchungen zur Snelldiagnose von Obstvirosen. I.
Biologische Testung durch Mechanische Virustuibertragung. Arch. Gartenbau, 1977, Berlin 25
(4) p 171-178



V. Bohagova, H. Spanielova, V. Ludvikova a J. Forstové

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Vini¢na 5, Praha 2

VYUZITI POLYOMAVIROVYCH STRUKTUR K VYVOJI VAKCIN PRO PODPURNOU LECBU CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je myeloproliferativni onemocnéni, které
vznika maligni transformaci hemopoetické kmenove bunky. CML predstavuje 15-20% vSech
leukémii. Jednim z rysi CML je piitomnost fuzniho genu bcr-abl, ktery vznika reciprokou
translokaci mezi dlouhymi rameny chromozému 9 a 22. Fuzni ¢ast ber je odpovédné za
deregulaci kinazové aktivity abl. Timto se stdva bunka obsahujici fazni genovy produkt
maligni. Jednou z nejcastéjSich 1écebnych terapii je 1é¢ba syntetickou slou¢eninou znamou
pod ndzvem Gleevec (STI 571). Tato latka ma schopnost v mikromolarnich koncentracich
selektivné inhibovat tyrosin kindzovou aktivitu abl tim, Ze kompetuje o vazebné misto s ATP
v katalytickém centru kindzy. Inhibice bcr-abl kinazové aktivity pomoci STI 571 vede
k utlumeni transkripce genu, jejichz genove produkty jsou zahrnuty v kontrole bunécného
cyklu, bunécéné adhezi a organizaci cytoskeletu, coZz vede bunky produkujici brc-abl
k apoptotické smrti. Tento 1ék se zdal velmi slibny, nicmén¢ fada pacientd k nému béhem
lécby ziskava rezistenci.

Pti konstrukci vakcin na bazi mysSiho polyomaviru vyuzivame vlastnosti hlavniho
kapsidového proteinu VP1 usporadavat se do struktur prazdnych kapsid (VLPs, virus like
particles). Vyhodou virovych kapsid je jejich vysoka imunogenicita stimulujici imunitni
systém. Indukci nespecifickych imunitnich odpovédi organismu na piitomnost virovych
kapsid je mozno kombinovat se specifickou odpovédi na poZzadované epitopy tak, Ze se jejich
sekvence stanou soucasti kapsidovych struktur. Vkladani epitopt kapsidovych struktur je
omezeno pozadavkem, aby nova struktura vytvotila VLP. Pro vyvoj vakcin proti BCR-ABL
jsme navrhli tti reSeni: 1) VloZit epitop vznikly fazi obou genta do HI smyc¢ky proteinu VP1.
2) Piipojit epitop k minoritnimu proteinu VP3. Tento protein interaguje svou C-koncovou
¢casti s centralni prohlubni kapsomer, tvoienych pétici VP1 proteinu a jeho N konec je
situovan smerem dovniti kapsidy. Epitop muze byt pripojen na N konec ¢asti proteinu VP3,
odpovédné za interakci VP3 s VP1 kapsomerami. Pro ptipravu rekombinantnich kapsid obou
typa jsme pouzili bakulovirovy expresni systém. 3) Vytvotit téZ fazni protein sloZzeny z GST
(glutathion S-transferasa) a PyV proteinu VP1, za jehoZ konec byl piipojen BCR-ABL epitop
(GST-VP1-CML). Pokud by se ukazala vznikla konstrukce dostatecné imunogenni, odpadla
by omezeni dana poZadavky na potiebu samousporadani se do kapsidovych struktur.
V soucasne dobé probiha charakterisace a testovani ziskanych struktur.



Daniel Elleder!, Deborah C. Melder?, Josef Geryk®, Katetina Trejbalova’, Jiti Plachy, Jiii
Hejnar, Jan Svoboda®, Mark J. Federspiel®

'Oddgleni bunsené a virové genetiky Ustavu molekularni genetiky AV CR.

’Molecular Medicine Program, Mayo Clinic College of Medicine, Rochester, MN, USA.

CHARAKTERIZACE BUNECNYCH RECEPTORU U INBREDNICH KURECICH LINIi REZISTENTNICH
K INFEKCI PTACIMI LEUKOZOVYMI VIRY PODSKUPINY A A IDENTIFIKACE RECEPTORU PRO VIRY
PODSKUPINY C.

Ptaci sarkomové a leukosni viry (ASLV) podskupiny A — E pfedstavuji vysoce homogenni
skupinu Alfaretrovird. Maji pravdépodobné jednoho spole¢ného piedchudce. Diversifikace na
jednotlivé podskupiny bude vyrazem adaptace na resistentni hostitele, kdy vyuZivani riznych
buné¢nych povrchovych proteina jako receptord jim zajiStuje UspéSny vstup do bunky. Tti
geneticke lokusy determinuji vnimavost kufecich bunék k ASLV: tva (podskupina A), tvb
(podskupina B, D, a E) a tvc (podskupina C). tva kdduje dvé formy Tva receptoru, které jsou
vysledkem alternativniho sestfihu mRNA. Normalni bunétnd funkce Tva receptoru je
neznama. Extracelularni doména Tva obsahuje oblast 40 aminokyselin bohatych na cystein,
ktera je homologni k oblasti receptoru (LDLR) vazajiciho nizkodenzitni lipoprotein (LDL). U
savcu byl identifikovan 8D6 antigen jako ortolog Tva. Je to signalni molekula exprimovana
folikularnimi dendritickymi bunkami, kterd stimuluje vyvoj zé&rode¢nych center B bungk.
Pomoci RT-PCR byly klonovany cDNA obou sesttizenych verzi mRNA™ u linie H6 (citliva
k infekci viry podskupiny A) a u linii Rh-C a 7, (obé rezistentni k infekci). U linie Rh-C byla
nalezena jednonukleotidova substituce, kterd méni ve vazebné domén¢ ctvrty konzervovany
cystein na tryptofan. Tato mutace drasticky snizuje vazebnou affinitu Tva receptoru pro
ASLV(A) obalovy glykoprotein. Linie 7, obsahuje inserci ¢tyi nukleotida v 1. exonu tva,
jejimz vysledkem je zménény ¢teci ramec a absence funkeni Tva receptorové molekuly.

Genetickym mapovanim s vyuzitim zpétné kiizené populace kutat dvou linii (H6 -citliva a
L15 - resitentni kinfekci kinfekci ASLV-C) bylo ur¢eno, Ze tvc se nachdzi na
mikrochromozomu 28 vtésné blizkosti tva. Pritomnost tvc genu v BAC klonech
pokryvajicich kandidatni oblast (BACPAC Resources, Oakland, Calif.) byla ovéiena
v transfekénich experimentech provedenych na kuiecich fibroblastech L15 nebo savcich
bunkdch NIL2. Tvc receptorova molekula vykazuje vysoky stupenn homologie se sav¢imi
butyrofiliny a obsahuje stejné domény, IgV, IgC, TM a B30.2. Tvc je nejvice exprimovan
v thymu, slezin¢ a burse. U linie L15, rezistentni kinfekci viry podskupiny C, doslo
nasledkem bodové mutace ve tietim exonu , ke vzniku termina¢niho kodonu, ktery brani
syntéze funkéni receptorové molekuly.



L. Eyer’, R. Pantacek’, V. RaZickova', P. Kadparek, H. Kone¢nd?, Z. Zdrahal®, J. Preisler?, J.
Doskat"

'Katedra genetiky a molekularni biologie, ZLaboratof funkéni genomiky a proteomiky,
®Laboratoi hmotnostni spektrometrie Pfrodovedecka fakulta Masarykovy univerzity v Brng,
Kotlarska 2, 611 37 Brno

ANALYZA GENOMU A PROTEOMU POLYVALENTNIHO STAFYLOKOKOVEHO BAKTERIOFAGA 812.

Bakteriofag 812, zastupce celedi Myoviridae, je virulentni polyvalentni fag s Sirokym
rozmezim hostiteld, zahrnujicim kmeny a druhy rodu Staphylococcus. Tyto vlastnosti jej ¢ini
vhodnym kandidatem pro fagovou terapii stafylokokovych infekci.

Tato prace byla zaméiena na srovnani genomu a proteomu standardniho typu faga 812,
jeho mutant v rozmezi hostitele a ptibuznych fagt U16, SK311, 131 a Twort s cilem objasnit
molekularni zéklad jejich rozdilného rozmezi hostitele.

Genomy uvedenych faga tvorené linearni dvouietézcovou DNA o velikosti 145 kb byly
srovnavany pomoci restrikéni analyzy. Useky vykazujici u jednotlivych fagu rozdily byly pak
charakterizovany detailné. Pro Gc¢ely proteomickych studii byla pouZita 1-D SDS-PAGE.
Nalezené proteiny byly identifikovany metodou peptidového mapovani s vyuzitim MALDI-
TOF hmotnostni spektrometrie.

Srovnanim fagovych genomut byly zjistény vedle nukleotidovych substituci téz
rozsahlejsi prestavby sekvenci DNA. Inzerce a delece o velikosti ~1 aZz 3 kb byly nalezeny
pievazné v nekodujicich terminalnich sekvencich DNA féagu s odliSnym rozmezim hostitele.
Nalezené zmény v genomové DNA byly korelovany s proteinovym sloZzenim faga.

Pouzitim 1-D SDS-PAGE bylo nalezeno vice nez 20 strukturnich proteint o velikosti cca
15 — 120 kDa. Metodou peptidového mapovani bylo identifikovano 7 proteina. Dva z nich
byly urceny jako hlavni kapsidovy protein (51,2 kDa) a protein bi¢ikové pochvy (64,4 kDa),
funkce ostatnich identifikovanych proteini neni dosud znama. VSechny tyto proteiny vykazuji
vysokou sekven¢ni shodu s odpovidajicimi proteiny polyvalentnich stafylokokovych faga
Twort a Ka také sfagy A511 Listeria monocytogenes a LP65 Lactobacillus plantarum.
Pomoci SDS-PAGE byly prokdzany rozdily v molekulové hmotnosti proteina bicikové
pochvy faga 812, SK311 a U16. DosaZzené vysledky ukazuji, Ze za rozdilné rozmezi hostiteli
polyvalentnich bakteriofaga by mohly byt odpovédné strukturni zmeény proteint jejich
bi¢ikové pochvy.

Prace byla podporovana grantem ¢&. 203/03/0515, GA CR.



Sarka Haubova, Pavel Ulbrich, Michaela Rumlova a Tomés Ruml

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysoka 3kola chemicko-technologicka v Praze, Technicka
5, 166 28 Praha 6

STUDIUM TVORBY RETROVIROVYCH KAPSID IN VITRO

NaSe prace je zamefena na studium vlivu nukleovych kyselin na tvorbu nezralych kapsid
Mason-Pfizerova opic¢iho viru (M-PMV) v in vitro systému. Mechanismus tvorby nezralych
retrovirovych c¢astic neni dosud zcela znam. Tyto ¢astice jsou tvoreny v hostitelské bunce z
retrovirového polyproteinového prekurzoru Gag, ktery je po uvolnéni virionu z bunky Stépen
na jednotlivé strukturni proteiny, a to na matrixovy protein (MA), kapsidovy protein (CA) a
nukleokapsidovy protein (NC). Béhem tvorby kapsid jsou do vznikajici ¢astice vbaleny dvé
molekuly genomové RNA.

Zamg¢rili jsme se na minimalizovanou doménu Gag, a to na fuzni kapsidovy a
nukleokapsidovy protein, ktery obsahuje domény zodpoveédné za interakce pti skladani
kapsidy. Sledovali jsme vlastnosti jak proteinu CANC, tak i proteinu CANC bez N-
terminalniho prolinu, jelikoZ bylo jiz diive zjisténo, Ze N-koncovy prolin ma zasadni vliv na
tvar vznikajicich ¢astic. Tyto proteiny byly purifikovany béznymi chromatografickymi
technikami. Cistota proteint od rezidualni RNA a DNA byla ovéiena spektrofotometricky
(OD 260/280) a pomoci RiboGreen® Quantitation kitu. Retrovirové kapsidy z proteinu a
piislusné RNA nebo s DNA oligonukleotidem (GT8, GT16, GT22, GTAC22) byly tvotreny
béhem dialyzy do pufru 100 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, 1 uM ZnCl,, pH 8. Vytvoiené ¢astice
byly analyzovany rovnovaznou ultracentrifugaci v sacharosovem gradientu a bylo stanoveno
mnozstvi proteint a nukleovych kyselin v jednotlivych frakcich gradientu. Velikost a tvar
vzniklych kapsid byly studovany pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

Z kvantifikaci bylo zjisténo, Ze pocet inkorporovanych oligonukleotida je mnohem
niZsi nez se piedpokladalo podle diive navrzeného modelu tvorby retrovirovych kapsid, kde
jeden oligonukleotid o minimalni délce 16-ti nukleotidi vaZe dvé molekuly proteinu a
z téchto dimeru je dale vytvorena cela castice. Proto se domnivame, Ze tento model pro tvorbu
celého procesu, patrné zménou konformace navazaného proteinu a tim zvySeni afinity
k dalSim molekuldam proteind. MozZnosti mechanismu tvorby nezralych retrovirovych ¢astic

budou diskutovany.



V. Holleinova
Ustav genetiky a Slechténi rostlin — Mendeleum, Zahradnickéa fakulta MZLU, Valticka 334,
691 44 Lednice

CERTIFIKACE ZDRAVOTNIHO STAVU REVY V CR - DIAGNOSTIKA VIROVYCH ONEMOCNENI
METODOU ELISA

Proces certifikace zdravotniho stavu révy (Vitis) v Ceské republice byl zahajen v roce
2002, kdy bylo v nové zbudovaném technickém izolatu na Zahradnické fakulté MZLU
v Lednici shromazdéno pies 120 odrid a klont révy pochézejicich od udrzovatela odrad (1).
Cilem je nalézt pomoci testovani na rostlinnych indikatorech, metodou ELISA a RT — PCR
zdravé rostliny, prosté nejvyznamnéjSich virovych onemocnéni révy, které budou slouZit jako
vychozi materiél pro dalSi mnozitelské stupné. V souladu s metodikou EPPO (European Plant
Protect Organization) (2) byly rostliny testovany na pét az osm vira. Vzorky byly odebirany
v dobé dormance z floemu a retesty negativnich rostlin probihaly za vegetace z lista.

Na zakladé negativnich testd ELISA bylo béhem dvou let vybrano 33 perspektivnich
ketu Sestnacti odrud, které budou déle retestovany.
Vroce 2004 bylo metodou ELISA otestovano 700 rostlin na 1 — 7 vird, coZ

piedstavuje asi 3 600 testi. Metodika testovani byla dodrZzovana dle navodu dodavatele
komer¢nich diagnostik firmy Bioreba (3). Z podnoZovych rév bylo zahrnuto do testovani 128
ketti osmi odrid. Kober 5 BB, Kober 125 AA, Craciunel 2 (CR 2), Teleki 5 C (T 5C), Teleki
8 B (T 8B), SO - 4, LE - K- 1, Ferkal. Vzorky byly odebrany z péti lokalit nachazejicich se
ve tiech vinaiskych oblastech jizni Moravy. Byly testovany na 2 — 6 vira ( Grapevine fanleaf
virus (GFLV), Arabis mosaic virus (ArMV), Grapevine virus A (GVA), Grapevine fleck virus
(GFkV), Grapevine leafroll — associated virus 1 (GLRaV - 1) a Grapevine leafroll —
associated virus 3 (GLRaV - 3). Bylo procenticky vyhodnoceno napadeni kazdé odrady
jednotlivymi viry a zjisténo pramérné napadeni daného souboru rostlin jednotlivymi viry.
Pramérné byl nejc¢astéji diagnostikovan v daném souboru podnozovych rév GLRaV —
3 (83 % pozitivnich a podezielych rostlin). Dale ArMV (77 %), GLRaV - 1 (68 %), GFLV
(63 %), GVA (56 %) a GFkV (45 %). Nebyla nalezena ani jedna rostlina s negativnimi

vysledky testi na vSech Sest uvedenych virt.

Literatura:
1. Sedlo J., Sev¢ik J., 2001. Prehled odrad révy 2001
2. EPPO Standards, 1997. Certification schemes, Pathogen — tested material of grapevine
varieties and rootstocks: s.13
3. Bioreba Catalogue 2000/01, 2001. General ELISA test Procedure, s. 8



Hornikova L., Forstova J.
Katedra genetiky a mikrobiologie Piirodovédecke fakulty Univerzity Karlovy, Vini¢na 5,
Praha 2

VLIV PH NA CASNOU FAZI POLYOMAVIROVE INFEKCE

Mysi polyomavirus (PyV) je neobaleny DNA virus. O Zivotnim cyklu tohoto viru je jiz
mnoho znamo, ale udalosti souvisejici se vstupem viru do bunky, jeho putovani k jadru a
zpusob i misto rozvolnéni viriona zastava stadle neznamo. PyV vstupuje do bunky doposud
nepopsanou endocytickou drahou. P#i vstupu do bunky nevyuZziva, na rozdil od lidského
polyomaviru JC, drahu klatrinem zprostiedkované endocytozy, a jeho pohyb bunkami je
rovnéz odlisny od piibuzného viru SV40, ktery do bunék vstupuje prostiednictvim kaveol.
NaSe laboratot se snazi o popsani neznamé drahy vyuzivané PyV. Jedna z otazek, kterd nas
v souvislosti s timto tématem zajima je, zda zména pH endosomi mé vliv na ¢asnou fazi PyV
infekce.

PouZzili jsme dv¢ latky — chlorid amonny a bafilomycin Al. Ob¢ tyto latky posouvaji hodnoty
pH endosomu do alkalickych hodnot. Chlorid amonny je schopen penetrovat endosomy,
zatimco bafilomycin Al je specificky inhibitor vakuolarni vodikové ATPazy. Ke studiu jsme
pouzili dvé linie bunék — 3T6 a NMuMG. Prokazalo se (v rozporu s praci GILBERTOVE a
BENJAMINA 2000) , Ze vstup PyV stejn¢ jako JC viru je senzitivni ke zvySujicimu se pH na
rozdil od viru SV40, jehoZz vstup senzitivni ke zvySujicimu se pH neni. To, Ze je ovlivnén
zménami pH v endosomech vstup, piipadné pohyb PyV kjadru podporuje skute¢nost, Ze
Kk inhibici vstupu nedojde, pokud je inhibitor pfidan v okamZiku, kdy virus do bunky jiz
prokazateln¢ vstoupil a dostal se do perinukledrniho prostoru (2 hod po infekci).

GILBERT, J.M., BENJAMIN, T.L. (2000): Early steps of polyomavirus entry into cells. J.
Virol 74(18): 8582 - 8588
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Evzen Boura, Vlastimil Jirasko a Jitka Forstova

Katedra genetiky a mikrobiologie, PiF, UK Praha

STUDIUM MINORITNICH PROTEINU MYSIHO POLYOMAVIRU

MysSi polyomavirus z ¢eledi Polyomavirdae je maly DNA virus s neobalenou ikosahedralni
kapsidou. Ta je tvorena tremi proteiny VP1, VP2 a VP3.

VP1 je hlavni strukturni protein tvofici kapsidu o praméru 55 nm s triangulaénim ¢islem
T=7. 360 kopii proteinu VVP1 tvofi 72 pentamerd, 12 pentavalentnich a 60 hexavalentnich, se
schopnosti samousporadani do viram podobnych ¢astic (virus-like particles). VP2 (34kDa) a
VP3 (23 kDa) jsou minoritni proteiny, jejichZ sekvence se zcela prekryvaji a proto C"koncova
oblast VP2 obsahuje celou sekvenci proteinu VP3. Tyto proteiny se pomoci své spole¢né
C’koncové oblasti vazi pomoci hydrofobnich interakci na vnitini stranu pentamer VP1 a tak
se zabudovavaji do virovych kapsid. V této oblasti se také nachazi jejich jaderny lokaliza¢ni
signdl. N"koncova cast smétuje do vnitiku kapsidy. VP2 je na svém unikatnim N"konci
myristylovan.

Prazdné, samovoln¢ sloZzené VP1 ¢astice maji schopnost enkapsidovat volnou DNA a
transportovat ji do bunky. Tato vlastnost ¢ini z polyomaviru potencionalni vektor pro genovou
terapii. Transport DNA je uc¢inny z hlediska UspésSné exprese vneseného genu, nikoli jiz
kvantitou pienosu. Tyto ¢astice vstupuji do bunky patrné rozdilnou cestou nez vlastni virus (s
virem nekompetuji o vazebné misto) a smétuji prevazné k degradaci.

Faktorem ovlivaujici osud viru v bunce mohou byt pravé minoritni proteiny. O jejich
funkci se mnoho nevi. Jedna z hypotéz mozné funkce, je jejich role pii rozvolnéni virionu a
jeho uvolnéni z endozomu s naslednym transportem do bunécného jadra. Proto je pochopeni
vyznamu minoritnich proteina v Zivotnim cyklu viru nezbytnym krokem pro konstrukci
Uspesného terapeutického vektoru s klinickym vyuzitim.

Pro studium interakci minoritnich proteini VP2 a VP3 byla konstruovana fada
rekombinantnich plasmidu zajiStujici jejich samostatnou produkci v savéich bunkach. Virové
proteiny byly také produkovany ve formée faznich proterina s EGFP. Béhem trasientni exprese
gena pro VP2 nebo VP3 se projevila cytotoxicita genovych produkti. U mnoha bun¢k
produkujicich VP2 nebo VP3 byly pozorovany vyrazné zmeény v distrubuci histonu H1 a ¢asto

také fragmentace jader.
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B. KfizZan, E. Ondrusikov4, V. Holleinova, K. Labonova, M. Pidra
Ustav genetiky a Slechténi rostlin - Mendeleum, Zahradnicka fakulta, Mendelova zemédélska

a lesnicka univerzita v Brnég. Valticka 337, 691 44, Lednice

ELIMINACE VIRU ARMV A GFLV u zAsTupcU RODU VITIS L. POMOCI TERMOTERAPIE

V préaci byl sledovan vliv termoterapie na eliminaci vira v podminkach in vitro. Do pokusu
byly zahrnuty rostliny révy Gamay (Vitis vinifera L.), St. George (Vitis rupestris Scheele) a
LN 33 (Couderc 1613 x Vitis berlandieri Planch.). Odrady Gamay a LN 33 byly positivni na
ArMV a rostliny odrady St. George byly positivni na GFLV pfi testovani metodou ELISA.
Analyzovany byly vzorky lista.

Z rostlin byly odebrany nodalni segmenty, tyto byly sterilizovany a kultivovany na
médiu MS (Murashige Skoog, 1962) s 0,7 mg.I" BA a 0,1 mg.I"* IAA. Vzdy po mésici byly
rostliny pieneseny na cerstvé médium. Doba kultivace na médiu byla 12 mésica. Néasledné
byly rostliny velikosti 3 cm podrobeny terapii pii fotoperiodé 12/12 (svétlo/tma), pii stridani
teplot 37°C (svétlo) a 35°C (tma). Relativni vzdus$nd vlhkost nebyla upravovana. Byly
hodnoceny dv¢ doby trvani termoterapie, a to 25 dni a 45 dni. Z rostlin byly po termoterapii
odebrany vrcholové ¢asti o velikosti 2-3 mm a kultivovany na médiu v celistvé rostliny, které
byly po zakotenéni pievedeny do nesterilnich podminek. Testovani na ptitomnost vira bylo
provedeno po 4 mesicich. Rostlin LN 33 bylo ozdraveno 32% (ArMV), Gamay 24%
(ArMV) a St. George 84% (GFLV). Ve variantach 25 a 45 dni bylo dosaZeno shodnych
vysledka.

Z vysledku je patrné, Ze doba expozice v termokomoie miZe byt zkracena aZz na 25
dni. Valero et al. (2003) uvadi shodné vysledky s odridou Napoleon. Dale z vysledka
testovani, které bylo provedeno ve tiech terminech vyplyva, Ze na jednotlivé viry ma
termoterapie nestejny uc¢inek. Virus GFLV je k vy3Sim teplotdm vnimavéjsi nez ArMV.
V piipadé viru GFLV doslo k ozdraveni vétSiho poctu jedinct ve srovnani s rostlinami s
ArMV. Testovani rostlin po termoterapii bylo provedeno metodou ELISA a je nutné
povazovat vysledky za orienta¢ni. Testovani metodou RT — PCR bude provedeno na jaie roku
2005. Metoda termoterapie in vitro materidlu je jednou z moZznosti jak ozdravit viry napadené

rostliny révy a ziskat zdravy rozmnozovaci material.

MURASHIGE T., SKOOG F., 1962. A revised medium for rapid growth and boi-assays with tobaco tissue
cultures. Physiol. Plant. 15: 473 — 497.

VALERO M., IBANEZ A., MORTE A., 2003. Effects of high vineyard temperatures on the grapevine leafroll
associated virus elimination from Vitis vinifera L. cv. Napoleon tissue cultures. Scientia Horticulturae,
97: 289-296.
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Katedra genetiky a mikrobiologie, PiF UK Praha a ‘Fyziologicky Ustav AV CR Praha

DYNAMIKA CYTOPLAZMATICKEHO TRANSPORTU VIRIONU POLYOMAVIRU

Umele pseudokapsidy mysiho polyomaviru, tvoiené majoritnim kapsidovym proteinem
VP1, byly piipraveny jako modelovy vektor pro Gc¢ely genové terapie a imunoterapie a
pochopeni mechanisma ¢asné faze infekce polyomavirem je proto hlavnim cilem studia pro
ucinné zavedeni a vyuziti tohoto vektoru v aplikovaném vyzkumu.

Studie cytoplazmatického transportu mysiho polyomaviru v casné fazi infekce byly
doposud vedeny pouze metodami konfokalni a elektronové mikroskopie na fixovanych
bunkéch a testovanim efektu selektivnich drog ovliviujicich strukturu a funkci cytoskeletu
nebo membranového transportu na ucinnost virové infekce. Bylo zjisténo, Ze intaktni
mikrotubuly jsou nezbytné pro dopravu genomu do jadra a tim pro infektivitu viru (4, 5).
Kolokalizace kapsidového proteinu VP1 s Caveolinem (proteinem esencialnim pro funkéni
caveolarni endocytozu), EEAL1 (markerem ¢asnych endosomu), GTPazou Rabll (markerem
recyklujicich endosoma) a s proteinem GRP78 (rezidentnim proteinem endoplasmatického
retikula) v ¢asné fazi infekce ukazuje na endocytickou drahu, kterou by viriony mohly
vyuzZivat k dopravé genomu do bunécného jadra (1, 2). Mechanismus transportu virionu i
cytoplazmaticky kompartement, ve kterém dochazi k uvolnéni virového nukleocore, je vSak
dosud neznamy.

V prostredi cytoplazmy, kde vysokd koncentrace proteini dosahuje cca 300 mg/ml, je
diftze komplext vétSich nez 500 kDa prakticky neefektivni (3) coZ pro transport viriont,
respektive membranovych vezikla, automaticky znamena nutnost vyuZiti cytoskeletu a
aktivniho transportu pomoci molekularnich motoru, jak jiz bylo prokazano pro celou fadu vira
(6, 7) i membréanovych organel (8, 9).

Za ucelem studia transportu virioni a dynamiky cytoskeletu na Zivych bunkach byla
piipravena bunécna linie exprimujicich Tubulin fuzovany s proteinem GFP a dalSi linie
exprimujici GFP-fazované proteiny, hrajici roli v membranovém transportu polyomaviru
(caveolin, dynamin, aktin, GPI). Viriony polyomaviru byly oznacené fluorescen¢nim
markerem Alexa-594 a internalizace viriona do bunék a jejich pohyb v cytoplazmé byl
monitorovan pomoci metody ,time-lapse live imaging“ a FRET fluorescen¢ni konfokalni

mikroskopii. Data byly zpracovany s vyuzitim IMAGE-J software.
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PouziTi ADENYLAT CYKLAZY CYAA BORDETELLY PERTUSSIS A VIRU MVA V IMUNOTERAPII
NADORU INDUKOVANYCH LIDSKYM PAPILLOMAVIREM 16 U MYSiHO MODELU

Adenylat cyklaza CyaA pochéazejici z bakterie Bordetella pertussis je schopna dopravit do
cytosolu profesionalnich bunék prezentujicich antigen heterologni epitopy rozpoznavané T
lymfocyty, které byly vloZené do invazivni domény CyaA a vyvolat proti nim CD4+ i CD8+
specifickou bunéeénou imunitni odpoveéd.

Rekombinantni toxoid CyaA jsme testovali jako vakcinu proti nadoram asociovnanym s
lidskym papillomavirem 16 v mySim modelovém systému, za pouZiti nadorovych bunék TC-1
exprimujicich antigeny E6 a E7 viru HPV16. Infekce vysokorizikovymi typy papillomavird,
zejména HPV16 a HPV18, je hlavni pficinou vzniku karcinomu délozniho cipku, ktery patii
v celosvétovém metitku k nejcastéjSim pricindm dmrti Zen v dasledku nadorového
onemocnéni. K vyvoji imunoterapeutické vakciny proti papillomaviram jsou vyuZivany
zejména virové antigeny E6 a E7.

Pripravili jsme sadu rekombinantich proteint CyaA, fuzovanych v raznych pozicich s
kompletnim antigenem E7 viru HPV16 nebo pouze s jeho ¢asti (AK 40-58), obsahujici
epitopy rozpoznavané T lymfocyty. Testovali jsme in vitro i in vivo imunogenni vlastnosti
rekombinantniho proteinu CyaA a rovnéz Uc¢inky kombinovaného podani s heterologni
vakcinou, virem MVA, exprimujicim antigen E7 fazovany s LAMPL1 (lysosome-associated
membrane protein), ktery zlepSuje prezentaci E7 imunitnimu systému.

Zjistili jsme, Ze rekombinantni protein CyaA/E7 je schopen indukovat CD8+ buné&cnou
imunitni odpovéd’ a v preventivnim i terapeutickém schématu imunizace puasobit proti TC-1
modelovym nadoram. CD8+ odpoveéd’ i terapeutické Gcinky CyaA/E7 jsou dale zlepSeny po
"boostu” virem MVA.
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Petra Mannova
Katedra genetiky a mikrobiologie Piirodovédecka fakulty UK v Praze

ANOTACE SOUBORU PRACI:

Mysi polyomavirus (Polyomaviridae) je jiz po mnoho let vyznamnym modelovym virem pro
studium d¢ju v eukaryotické burnce (veetné tumorogeneze). Detailni poznani interakci tohoto
viru s hostitelskou bunikou se v posledni dobé stalo daleZité také z hlediska moznosti vyuZiti
prazdnych polyomavirovych kapsid pro ucely genové terapie. V prabéhu svého
postgradudlniho studia na Katedie genetiky a mikrobiologie PiF UK v Praze jsem pracovala
ve virologické skupiné Doc. Jitky Forstové, kterd se zabyva studiem Zivotniho cyklu
polyomaviru. Podstatna ¢ast mé prace byla publikovéana v nésledujicich publikacich.

I. Mannova, P. a Forstov4, J. (Virol. 2003)

Jednotlivi zastupci celedi Polyomaviridae pravdépodobné vyuZivaji odlisné typy vacku a
endocytickych drah pro infekci bunky. Lidsky polyomavirus JC vstupuje do bunky ve vaécich
obalenych klatrinem. Oproti tomu, virus SV40 vyuZiva vacka obsahujich caveolin a je v
téchto vesikulech transportovan do nové popsané organely, tzv. caveozomu, odkud putuje do
endoplazmatickeho retikula. Tato draha je senzitivni k brefeldinu A, coZ napovida, Ze se na
transportu podileji vacky obalené komplexem proteinu COPI, jehoZ sestaveni je blokovano
brefeldinem (Pelkmans et al., 2001, Norkin et al., 2002). Caveoly jsou dualeZité také pro vstup
polyomaviru (Richterova et al., 2001). Piedkladand prace charakterizuje c¢asnou fazi
polyomavirové infekce a identifikuje bunécne struktury, které polyomavirus vyuZziva pro
infekci bunky. Zjistili jsme, Ze, na rozdil od SV40, polyomavirova infekce neni zastavena
brefeldinem A a polyomavirus nekolokalizuje s COPI vacky. Z kolokaliza¢nich experimentd
také vyplynulo, Ze subpopulace polyomavira vstupuje do ¢asnych a recyklujicich endosomu.
Obdobny rozsah kolokalizace byl pozorovan take s proteinem BiP, ktery se nachazi v
endoplazmatickem retikulu a je souc¢asti komplexu proteint, podilejicich se na transportu
abnormalnich proteinti z ER. Transport polyomaviru z ER do jadra, kde se virus replikuje,
neni doposud zcela objasnén. Pomoci znaceni polyomavirove DNA metodou hybridizace in
situ jsme ukazali, Ze, nezavisle na multiplicit¢ infekce, pouze velmi mala frakce virionu je
skute¢né infekénich a dopravi virovy genom do jadra. Je proto mozné, Ze subpopulace
polyomaviru vyuZziva recyklujicich endosomi, které jsou tiidici organelou, pro svou dopravu
do ER odkud mohou byt viriony translokovany do cytosolu a jadra. Tato translokace muaze byt
spojena s degradaci vétsiny vstupujicich viriond.

[l. Mannov4, P. et al. (J. Gen. Virol. 2002)

Polyomavirové kapsidy jsou tvoieny hlavnim kapsidovym proteinem VP1 a minoritnimi
kapsidovymi proteiny VP2 a VP3. VP2 je posttranslacné modifikovan kyselinou myristovou.
Minoritni proteiny nejsou nezbytné pro sestaveni virionu, VP1 je schopen samouspotadani do
kapsidovych struktur bez pritomnosti dalSich proteini. Tato prace se zabyva charakterizaci
Ulohy minoritnich proteini a myristylace VP2. Pro studium jsme piipravili myr’, VP2 a VP3
mutanty viru. Zjistili jsme, Ze prubéh casné faze infekce myr" mutanty je srovnatelny s
divokym typem. Rozdily se projevuji v prubéhu dlouhodé infekce, coz ukazuje na defekt v
pozdni fazi infekce a pti reinfekci. Frakcionace bunék in situ ukézala rozdilnou vazbu
mutantnich partikuli na bunécné struktury v pozdni fazi infekce. Predpokladame, Ze
myristylace VP2 ma ulohu v navozeni spravné konformace virionu, ktera je dilezZita pro
interakci virionu a struktur hostitelské bunky v pozdni fazi infekce. Na rozdil od myr
mutanta, viry s chybg¢jicim VP2 nebo VP3 jsou vyrazné mén¢ infekéni jiz v prvnim cyklu
infekce. Piitomnost minoritnich proteina jako takovych v kapsidé viru je proto nezbytna pro
vstup viru do bunky a/nebo ¢asnou fazi infekce.
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K. Mocova, V. Lugansky, L. Kutinové,D. Lesna, P. Hainz, M. Smahel, V.Vonka,

S. Némeckova (UHKT Praha)

VYUZITI REKOMBINANTNIHO VIRU VAKCINIE A DNA VAKCINY V PREVENTIVNI IMUNIZACI
PROTI BCR-ABL, ONKOGENU CHRONICKE MYELOIDNI LEUKEMIE.

Predmétem naSeho z&jmu je navozeni pozitivni imunitni odpovédi proti rakovinnym
bunkam exprimujici onkogen Bcr-Abl. Onkogen vznikd v dusledku reciproké translokace
t(9;22)(q34;q11) a charakterizuje pacienty s chronickou myeloidni leukémii. Nami pouzZivany
gen Bcer-Abl  kdduje sekvenci antigenniho epitopu z oblasti fuzniho spojeni Bcr-Abl
onkogenu. Po degradaci onkogenu Bcr-Abl v proteazomech je sekvence oblasti fuze
prezentovana v komplexu MHC molekul I. i Il. tféidy na bunécném povrchu a vyvolava
cytotoxickou T-bunéénou odpoveéd. Antigenni vlastnosti celého Bcr-Abl porovnavame s
antigennimi vlastnostmi uméle vytvorenych konstrukta genu fazniho spojeni Bcr-Abl s
antigeny HSP70, CP, L2 (Bcr-Abl-X). Vytvatime protinadorove rekombinantni vakciny
jednak na bazi DNA, kterou do bunék vnaSime metodou GENE GUN, a dale na bazi
rekombinantniho viru vakcinie, ktery vnasi gen do antigen prezentujicich bun¢k cestou
infekce, pricemZ exprese Bcr-Abl je tizena ruzné ¢asnymi a rozdilné silnymi, piirozenymi
(H5) i syntetickymi (E/L) promotory. Pokusy provadime na mySim modelu v terapeutickém
i preventivnim uspotadani, s jednotlivymi typy vakcin i jejich kombinacemi a s riznou
cetnosti  ockovacich davek. Ockovaci davky vira podavame intraperitoneélné
a po subkutannim/intraven6znim podani naddorovych bunék exprimujicich Ber-Abl sledujeme
imunizace plazmidy pBSC/bcr-abl,saaHSP70, pBSC/CPbcr-ablsaa @ pBSC/L2CPhbcer-
ablosaa nevytvorila dostatecnou ochranu proti challenge bunkami B210. PouZiti téchto
plazmida v kombinaci s dendritickymi bunikami v8ak ukazalo, Ze tyto plazmidy jsou schopné
se spolupodilet na modulaci imunologické odpovédi, nebot’ poskytly ¢astecnou ochranu proti
challenge bunkami 12B1. Pokus se samotnym rekombinantnim virem vakcinie oslabeného
kmene P13 v terapeutickém usporadani naznacuje pomalejsi rast nadoru pii vakcinaci virem s
Ber-Abl-X vloZzenym pod piirozenym silnym ¢asnym promotorem H5. Déle se jako lepSi
ukazalo dvoji podani ockovaci davky. V prezentovaném pokusu nas zajimalo, zda se pfi
kombinaci DNA vakciny a virové vakciny budou vakciny v tvorbé imunitni odpoveédi
vzajemn¢ podporovat a vyvolaji vyznamnégjsi odpoveéd’ nez v pripadech svého samostatného
pusobeni. V preventivnim uspoifadani pokusu kombinujeme davku viru P13-H5-bcr/abl-
HSP70 s davkami jednotlivych typa plazmidia pBSC/bcr-ablsaaHSP70, pBSC/CPbcr-ablosaa
a pBSC/L2CPhcr-ablasaa.
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VYUZzITi RT-PCR K DETEKCI ROSTLINNYCH VIRU U TEPLOMILNYCH PECKOVIN A REVY VINNE

V laboratoti molekularni genetiky na Mendeleu je testovan rostlinny material pomoci metody
RT-PCR na piitomnost vira teplomilnych peckovin: Apple mosaic virus (ApMV), Apple
chlorotic leafspot virus (ACLSV), Plum pox virus (PPV), Prune dwarf virus (PDV), Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV) a révy vinné: Grapevine virus A (GVA), Arabis mosaic
virus (ArMV), Grapevine fleck virus (GFKkV), Grapevine leafroll — associated virus (GLRV)
a Grapevine fanleaf virus (GFLV).

RNA je izolovana metodou dle Foisssaca (2000), ktera je zaloZena na vazbé
nukleovych kyselin na pevné fazi (oxid kiemicity) a to v zimnim obdobi z lyka, v letnim
obdobi z listd, resp. listové Zilnatiny. Pro reverzni transkripci je pouZivan nahodny
Sestinukleotidovy primer a reverzni transkriptiza M-MuLV. Ziskana cDNA slouzi jako
matrice pro PCR, pti které jsou vyuZivany specifické primery pro jednotlivé viry. Teplotni
profil PCR reakce je pouZzivan dle doporuc¢eni jednotlivych autora primert, pripadné mirné
pozménén v ramci optimalizace metodiky. Ziskané produkty jsou separovany na 1,5%
agarézovém gelu, barveny ethidium bromidem a dokumentovany pomoci digitalniho
fotoaparatu. V ptipad¢ pochybnosti o velikosti ziskanych produktt je provedena dopliujici
separace na polyakrylamidovém gelu. Pro odecteni velikosti ziskanych produktt je v obou
piipadech pouzivan velikostni standard pBR322 DNA/BsuRI Marker (51 — 587 pb).
V soucasné dobé probihd na Mendeleu optimalizace metodiky pro jednotlivé viry a to
zejména co se tyc¢e nejvhodnéjSiho terminu odbéru pletiva pro izolaci RNA.

Pouzitd literatura:

Foissac, X. SVANELLA-DumAS, L., GENTIT, P. — Polyvalent detection of fruit tree tricho,
capillo and foveaviruses by nested RT-PCR using degenerated and inosine containing
primers. 18th International symposium Virus and VVirus — like diseases of fruit trees, 9 —
15.7. 2000, Canterbury
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PRiPRAVA BK-VP1 VIROVYCH KAPSIDOVYCH STRUKTUR A JEJICH CHARAKTARIZACE

Lidsky BK virus (BKV) je ¢lenem ¢eledi Polyomaviridae, do které také patii lidsky JC
virus (JCV), opi¢i Simian virus (SV40), mysi polyomavirus a dalsi. BKV perzistuje u 85%
populace na celém svété v bunikach ledvin. Velky vzrast virové aktivity vedouci k progresivni
infekci se objevuje v kontextu se snizenou imunitou, napi u imunosuprimovanych pacientd,
ktefi podstoupili transplantaci ledvin. Aktivni BKV infekce u ledvinového transplantatu,
zndmé jako polyomavirova nefropatie, je spojena s progresivni nefunkénosti transplantatu a
poté jeho definitivni ztratou. BKV je zkouman piedevsim z medicinského hlediska, ale otazky
mechanismu jednotlivych krokia virové infekce, zejména jeho vstup do bunék a pohyb
bunikami jsou nejasne.

My jsme se zameéiili v prvni fazi studia bunéenych interakci BK viru na velmi ¢asnou
fazi virové infekce. Pro studium interakci strukturnich proteint v pribéhu vstupu virovych
¢astic do bunek a zkoumani endocytické drahy virem zneuzivané pro svij pohyb smérem
k bunécnému jadru jsme se rozhodli vyuzit umeélych virovych ¢astic produkovanych
v hmyzich bunkéch z rekombinantniho bakuloviru. Pomoci expresniho systému Bac-to-Bac
jsme ptipravili rekombinantni bakulovirus nesouci gen pro hlavni strukturni protein BK viru,
VP1. Z infikovanych hmyzich bunék jsme gradientovou centrifugaci izolovali VP1-¢astice
(VLPs). Jejich pohyb buiikami v soucasné dobé sledujeme metodami konfokalni mikroskopie.
Rozpracovana je také priprava VLPs obsahujicich kromé hlavniho strukturniho proteinu také
minoritni proteiny VP2 a VP3. Ve spolupréci s pracovniky Univerzity Wirzburg

pripravujeme také infekéni virus.
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TECHNICKY 1ZOLAT V LEDNICI — ZARIZENI NA PODPORU PRODUKCE BEZVIROZNI SADBY REVY
VINNE A TEPLOMILNYCH PECKOVIN

Technicky izolat je tvoten skleniky vybavenymi sitémi proti praniku hmyzich vektora
virovych chorob révy vinné a teplomilnych teplomilnych peckovin a laboratornim zazemim.
Objekt byl vybudovén v Lednici jako soucast sit& technickych a prostorovych izolatt v Ceské
republice. Koncepce budovani izolati byla podporovana Ministerstvem zemédélstvi CR
v ramci piipravy CR na vstup do Evropské unie.

Zamérem bylo zajisténi  vyroby zdravého mnoZzitelského materidlu prostého
hospodaisky vyznamnych virovych onemocnéni, na ktery obdrzi mnozitel certifika¢ni
osvédceni. Bez tohoto certifikdtu naSi mnoZitelé prakticky nemaji Sanci uplatnit se na
spole¢ném evropském trhu. Systém fungovani technickych a na né navazujicich prostorovych
izolata a zpusob testovani rostlin v téchto izolatech je dan tzv. certifikaénim schématem.
Schéma vychazi z doporuéeni mezinarodni organizace EPPO (European and Mediterranean
Plant Protection Organization).

Béhem prvniho roku ¢innosti T (2002) se podatilo soustiedit kolekci viech odrad a
klona révy, merungk a broskvoni registrovanych v CR. Tento tzv. kandidatni material byl
ziskan od udrZovatelu piipadné majitela odrad. Cilem je ziskat alespon jednu zdravou
matec¢nou rostlinu kazdé odriady ¢i Klonu, kterd bude slouZit jako vychozi materidl pro
namnoZeni tzv. piedzékladniho materidlu (prebasic). MnoZenim piredzdkladniho materialu
vznikne tzv. zakladni (basic) materidl, ktery bude dale piemnoZen v tzv. prostorovych
izolatech. Z téchto izolata budou brat mnozitelé - Skolkati ke Stépovani mnozZitelsky materidl
(rouby a podnoze).

K tomu, aby rostlina v technickém izolatu mohla byt povaZovéana za zdravou mate¢nou
rostlinu musi projit dvouletym testovanim na dievinnych indikatorech, kde se projevi
piiznaky chorob nejen na listech, ale i na drevé. Piedbézné orienta¢ni testovani se provadi
imunoenzymatickymi testy ELISA a soucasné pomoci RT- PCR (reverzni transkriptaza -
PCR). Pokud se nepodati u nekteré odrady ziskat zdravou rostlinu, muZe byt pouZito
ozdravovani vysokymi teplotami — tzv. termoterapie, mnozenim a pasazovanim vrcholovych
meristému na Zivnych agarovych pudach in vitro, nebo jiné metody zaloZené napi. na

chemoterapii.
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NADOROVY SUPRESOR P53 ZASTAVUJE PROLIFERACI A INDUKUJE DIFERENCIACI MONOBLASTU
BM2
Protoonkogen c-myb, ktery je konzervativni sloZkou genomu vSech obratlovcd, koduje
transkripeni faktor, podilejici se na tizeni krvetvorby. Exprese c-myb je vysoka v nezralych
bunkach hematopoietického systému a v prabéhu diferenciace postupné klesa. Zkracenou
variantu c-myb, tzv. onkogen v-myb, transdukuje akutn¢ transformujici virus ptaci
myeloblastézy (AMV). Tento onkogen transformuje prekurzory monocyti a makrofaga a
zpusobuje tak akutni monoblastickou leukémii u infikovanych kufat. Injekci nezralych
myeloidnich bun¢k infikovanych AMV do kurecich embryi a naslednou izolaci bunék kostni
dien¢ byla ziskéna linie monoblasta transformovanych onkogenem v-myb BM2, jejichz
diferenciaci do stadia makrofagu bréni vysoka konstitutivni exprese v-myb.

Protein p53 je nadorovy supresor, jehoZz hladina se zvySuje v bunkach puasobenim
stresovych faktora, poSkozenim DNA nebo aktivovanymi onkogeny. Zaroven dochazi
k posileni jeho transkripeéné aktivaéni funkce. p53 indukuje expresi gena ovliviujicich pribéh

bun&cného cyklu. Mezi vyznamné cilové geny patii gen p21"WAT/Cipt

, jehoz exprese vede k
zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi a geny 14-3-3c a GADDA45, jejichZ exprese zastavuje
cyklus ve fazi G2. Indukce programované bunécné smrti, apoptozy, je vysledkem aktivace
promotoru genu bax a je obvykle doprovazena zastavenim cyklu ve fazi G1. PreruSeni cyklu
ve fazi G2 je castéji doprovazeno diferenciaci bunék nez apoptozou.

Cilem naSi prace bylo urcit, zda transformacni funkci onkoproteinu v-Myb Ize
eliminovat lidskym proteinem p53. Za timto uc¢elem jsme v monoblastech BM2 exprimovali
lidsky gen p53 a vyhodnotili dusledky tohoto zasahu pro jejich fenotyp. ZvySeni hladiny p53
zpusobilo zastaveni proliferace leukemickych monoblastt BM2 ve fazi G2 bunécného cykilu.
Souc¢asné bunky BM2 exprimujici p53 diferencovaly do stadia vykazujiciho zvySenou
adherenci, fagocytarni aktivitu, produkci kyslikovych radikalt a aktivitu alfa-naftyl acetat
esterazy. Tyto vlastnosti charakterizuji dozravani monoblastd do kone¢ného stadia
makrofaga. NaSe vysledky dokumentuji, Ze nadorovy supresor p53 je dominantni vzhledem
k onkoproteinu v-Myb, potlacuje jeho aktivitu v transformovanych bunkach a umoznuje tak
obnoveni jejich ptirozené diferencia¢ni schopnosti.

Tato prace byla podporovana vyzkumnym zamérem MSM143100008 Ministerstva Skolstvi
mléadezZe a télovychovy CR a grantem 301/03/1055 GACR.
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POXVIROVE INHIBITORY IMUNITNI ODPOVEDI A VYVOJ VAKCIN

MnoZeni viru v organizmu hostitele vyZaduje piekonani jeho prirozené i adaptivni imunity.
Viry svelkym genomem jako jsou poxviry koduji rozmanité imunomodulacni faktory,
schopné inhibovat Sirokou Skalu obrannych mechanismia jako je apopt6za, produkce
interferond, chemokind, prozanétlivych cytokint, aktivitu komplementu i odpoveéd
cytotoxickych T lymfocyti, NK bunék i protilatek. Srovnani dvacetipéti dnes jiz témeér
kompletn¢ osekvenovanych poxvirovych genomu odkrylo velmi pocetny arsendl gend, kde
ani jeden imunomodula¢ni gen neni spole¢ny vSem poxviram. Mnohé viry inhibuji stejny typ
imunitni odpovédi a pritom zasahuji na razném stupni a odliSnym mechanizmem. Studium
virovych imunomodulatort p#inasi novy pohled na selekéni tlaky, které piasobi béhem
koevoluce viru a jeho hostitele a soucasné je zdrojem inspirace pro vyvoj novych
imunomodulacnich proteini Kk terapeutickému vyuZiti. Manipulace s geny kodujicimi
imunomodula¢ni faktory v poxvirovém genomu umoZznuji pripravu virovych vektora a vakcin
se zménenou virulenci a immunogennosti ve srovnani s rodi¢ovskymi viry. Pro piipravu
experimentalni terapeutické vakciny proti nadorim asociovanym s lidskym papillomavirem
jsme vyuzili viry vakcinie, které mély deleci v genu pro solubilni receptor interferonu gama,
pro solubilni receptor CC chemokinu, deleci genu pro 3-beta hydroxysteroid dehydrogenazu
nebo deleci genu hostitelského spektra. U rekombinantnich virt s vloZzenym genem E7
z papilomaviru HPV16 jsme stanovili vliv deleci jednotlivych genti na jejich schopnost

indukovat buné¢nou imunitu proti E7 antigenu a vyvolavat ochranu pied rastem nadora TC-1.
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PRIPRAVA PROTINADOROVYCH VAKCIN FUZIOU ONKOGENU E6 HPV16 A LUDSKEHO ONKOGENU

H-RAS S GENOM B-GLUKURONIDAZY E. coLl

Imunizacia pomocou plazmidovej DNA predstavuje novy smer vo vyvoji vakcin. O¢akava sa,
Zze DNA vakciny by mohli mat’ vySSiu ucinnnost’ a mali by byt bezpe¢nejSie nez doteraz
pouZivané vakciny. V sU¢asnej dobe prebiehaju pokusy vyuZzitia DNA vakcin aj pri liecbe
cervikalneho karcinému, ktory je vyvorany rudskym papillomavirusom HPV16. Na vzniku
maligneho nadoru sa podielaju virusové onkoproteiny E6 a E7. Stali sa preto hlavhym
cielom pre vyvoj vakcin.

Imunogenicitu E6 proteinu sme sa snazili zvysSit flziou onkogénu sgénom pre f3-
glukuronidazu (GUS) E. coli. Vychadzali sme pritom z vysledkov tykajlcich sa fuzneho génu
E7GGG.GUS, ktore ukazali, Ze B-glukuronidaza mé vplyv na zvySovanie G¢innosti DNA
vakcin. Podobnym sp6sobom sme pripravili aj fuzne gény obsahujice sekvenciu kédujlcu 23
aminokyselin z N-konca ludského protoonkogénu H-ras alebo onkogénu s mutaciou G12V.
Spravnost’ fuznych konstruktov sme overili sekvenaciou. Po transfekcii 293T buniek
prislusnymi plazmidmi sme dokazali expresiu fuznych génov imunoblotingom, RT-PCR a
stanovenim enzymatickej aktivity GUS. Uginnost DNA vakcin podanych génovou pistolou
sme sledovali in vivo imunizaciou mysi C57BL/6 (H-2") a BALB/c (H-2%). Tvorbu nadorov
sme u nich vyvolali inokulaciou nadorovych buniek TC-1 resp. t(10)1rasE7E6 produkujucich
E6, E7 a H-ras. Udaje imunizaénych pokusov sme porovnavali s vysledkami imunizécie s
E7GGG.GUS. Kym v pripade mySi C57BL/6 sa po imunizécii s vakcinou E7TGGG.GUS ani u
jednej mysi nevytvoril nador, tak G¢innost E6.GUS a Ras(G12V).GUS bola vyrazne niZSia,
ale navzajom sa neliSila. Naopak, u mysSi BALB/c sme zaznamenali zvySend (¢innost
vakciny Ras(G12V).GUS, ale imunogenicita fuzneho génu E6.GUS ostala nizka. Prekvapivo
sa vSak vyrazne zniZila efektivita vakciny E7GGG.GUS. Uvedené vysledky svedcia o
vyznamnej Ulohe haplotypov pri vyvolani imunity proti antigénom E6, E7 a H-ras.
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PATOGENNI PUSOBENi PTACICH LEUKOZOVYCH VIRU PODSKUPINY A -D U KURAT
INFIKOVANYCH BEHEM EMBRYOGENEZE.

Ptaci leukozové viry (ALV), které nenesou onkogen, jsou schopny vyvolavat fadu
nadorovych i nenddorovych onemocnéni. Typickym nadorem je lymfom, ktery vznika po
delsi latenci (4—6 mésict) a je zpasoben monoklonélni proliferaci B lymfocyta. Karcinomy a
sarkomy vznikaji rovnéz po nékolikamésic¢ni latenci. V dasledku poruseni bunéenych funkci
nebo piimo navozenim bunécné smrti dochazi ke vzniku syndromu chorobného chiradnuti
(wasting disease, WD), doprovazeného regenerativni anémii a imunosupresi nejspise
nasledkem snizené lymfoidni diferenciace. Ve snaze identifikovat rozdilnou aktivitu ALV
kmena v indukci WD, jsme v polovin¢ embryogeneze infikovali kurata outbredni linie Brown
Leghorn viry podskupin A-D. Projevy WD jsme monitorovali v prvnich 14 dnech po
vylihnuti. Doslo k signifikantnimu poklesu hmotnosti téla, thymu, bursy a naopak zvyseni
hmotnosti sleziny. Zmény byly nejvyraznéjsi u vira podsk C, mirngjsi zmeény produkovaly
viry podsk. B a D. Zvirata infikovana viry podsk. A se neliSila od kontrol. WD bylo mozno
indukovat pouze po intraembryonalni infekci kutrat, v mirngjsi formé infekci 1. den po
vylihnuti. U star$ich kuiat jiz neslo WD navodit. Virus v davce 10> — 10° spolehlivé navodi
viry podskupiny C byla prokazana porucha humoralni i celularni imunity. Po infekci viry
podskupiny A je naruSena pouze celularni imunita.

Morfologicky obraz lymfatickych organi odrdZzel makroskopické zmeény organt. Doslo
k vyrazné atrofii primarnich lymfoidnich organa (thymus, bursa Fabricii) a k reaktivnim
zménam sekundarnich lymfidnich organt (hlavné slezina). Intenzita zmén v lymfoidnich
organech odpovidala pouZitému virovému kmeni. Maximum zmén bylo nalezeno opét po
infekci viry podskupiny C.

ProtoZze model WD indukovany u kuiat ptacimi leuk6zovymi viry je dostate¢né citlivy pro
odliseni patogenity jednotlivych virovych kmenta, muze byt s vyhodou vyuZit pro piesnéjsi
funkéni mapovani virového genomu s cilem identifikovat virové sekvence, které hraji
rozhodujici tlohu v indukci WD.
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FENOTYPOVA HETEROGENITA ATENUOVANEHO KMENE VIRU KLISTOVE ENCEFALITIDY

Virus klistové encefalitidy (rod Flavivirus, celed” Flaviviridae) je vyznamnym lidskym
patogenem, ktery v naSich podminkach zpiasobuje roéné 300-500 klinicky manifestnich
onemocnéni. V roce 1987 byl v jiznich Cechach izolovan z klistste Ixodes ricinus atenuovany
termosenzitivni kmen viru klistové encefalitidy ts263, ktery po subkutanni inokulaci
laboratorni mysi nevyvolava Zadné klinické piiznaky. Tento kmen vytvaii v bunécné kultuie
jen drobné, Spatné rozeznatelné difuzni plaky. Atenuovany fenotyp viru ts263 vSak neni
stabilni - pfi pasazovani viru pies mozky sajicich mySek dochazi ke ztraté termosenzitivniho
charakteru a ke kontinualnimu narastu virulence.

V soucasné dobé se ukazalo, Ze tento kmen neni tvofen homogenni virovou populaci, nybrz
Ze v rdmci ,,quasispecies” tohoto kmenu je v malé mitre ptitomna termorezistentni varianta.
Kultivaci p#i nepermisivni teplot¢ (40°C) byla termorezistentni varianta selektovana a
nasledné byly urceny jeji zakladni biologické vlastnosti: termorezistentni varianta produkuje
v bunééné kultuie velké a jasné viditelné plaky a vyznacuje se vysokou mirou neuroinvazivity
(u dospélych laboratornich mysi byla pozorovana 90% letalita po subkutanni inokulaci 100
PFU viru).

Za ucelem identifikace Usekt virového genomu, jeZz jsou zodpovédné za odliSnou miru
virulence a termosenzitivni charakter, byla provedena u termorezistentni varianty ¢aste¢na
sekvencni analyza a porovnana s diive publikovanou kompletni genomovou sekvenci
termosenzitivni varianty ts263. Byla pozorovana uplnd homologie v nukleotidové sekvenci 5
nekddujici oblasti a v sekvenci aminokyselin vSech strukturnich proteini. Nukleotidoveé
rozdily lokalizované v 3" nekodujici oblasti spadaji do variabilniho Gseku a tudiZz nemaji vliv
na vysledny virovy fenotyp. Tento vysledek poukazuje na to, Ze hledané determinanty
termosenzitivity a odliSné urovné virulence jsou ziejmé lokalizovany v sekvencich kodujicich
nestrukturni virové proteiny.

Financovani projektu: Vyzkumny zamér MSM 123100003, Grant GA CR 524/03/1326.
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MOLEKULARNE-BIOLOGICKA CHARAKTERISTIKA LYZOGENIZUJICH BAKTERIOFAGU

Bakterialni druh Staphylococcus aureus produkuje exfoliativni toxiny, které zpasobuji u lidi
kuze. Gen eta kodujici toxin ETA se nachazi v DNA proféaga, coZ je genom mirného faga
zaclenény do chromozomu hostitelské bakterie. Mirné stafylofagy lyzogenni konverzi méni
genetické a fenotypové vlastnosti hostitelskeho kmene. V této préaci byly izolovany
bakteriofagy z osmi ETA-pozitivnich kment S. aureus. Metodou multiplex PCR bylo pét faga
zarazeno do serologické skupiny A a tii fagy do serologické skupiny B. PCR detekci byl
u nich prokazan strukturni gen eta. VSechny fagy byly charakterizovany restrikéni analyzou
DNA pomoci restriktazy Hindlll takto: ve skupin¢ A-faga byly rozliSeny tti subtypy A-1, A-2
a A-3, zatimco u B-fagu byly rozliseny dva subtypy, B-la B-2. Tti fagy byly pouZity
k pienosu genu eta do recipietniho kmene. Jeden A-fag a dva B-fagy lyzogenizovaly ETA-
negativni kmen S. aureus. Bylo zjisténo, Ze gen eta byl pienesen do recipientniho kmene
vdemi tiemi fagy, avSak pouze lyzogeny vzniklé po pienosu genu eta prostiednictvim B-faga
byly schopny produkovat exfoliativni toxin A. Lyzogenni kmeny vzniklé ptijetim DNA A-
faga neprodukovaly toxin ETA, i kdyZ ve svém genomu obsahovaly jeho gen eta. Pulzni
gelovou elektroforézou bylo zjisténo, Ze genom A-faga se zaclenil do c¢tvrtého nejvétsiho
restrik¢niho Smal fragmentu chromozomové DNA, zatimco genomy obou B-fagu se vlozZily
do druhého nejvétSiho Smal fragmentu. NaSe vysledky ukazaly, Ze B-fagy pienaSeji gen eta
do ETA-negativniho kmene a navozuji u néj schopnost produkovat exfoliativni toxin A. Je
pravdépodobné, Ze iv piirozenych podminkach je gen eta prenaSen mezi kmeny S. aureus
mirnymi fagy, které lyzogenni konverzi ptispivaji k vzniku novych virulentnich kment
stafylokoka.

Prace byla podporovana vyzkumnym zamérem MSM 143100008 a projektem grantové
agentury GACR 301/02/1505.
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ZASTOUPENI TT VIRU V CESKE REPUBLICE, VEKOVA ZAVISLOST TTV A zPUSOB PRENOSU

TT virus byl objeven vroce 1997 u pacienta s potransfuzni hepatitidou nejasného piavodu.
Jeho koncentrace v jaternich bunkéach byla 10krat az 100krat vysSi a prevalence TTV byla
vyznamné zvySena ve skupindch pacientt s jaternim onemocnénim ve srovnani s kontrolni
skupinou. Proto byl TT virus oznacen jako kandidat na pavodce virovych hepatitid nejasneho
puvodu. Dalsi studie vSak tento piedpoklad nepotvrdili. TT virus je rozSiten po celém svéteé.
Vysoka prevalence u jedinct podstupujicich opakované transfuzi znaci, Ze parenteralni
zptsob ptenosu je dulezitym zptisobem Siteni TT viru. DalSi zpusoby pienosu se
pravdépodobné také podili na Siteni TT viru, jejich role v3ak stale neni jasna.

V této studii jsme zkoumali epidemiologii, zpusob ptrenosu a zastoupeni genotypu
TTV v Ceské republice. Piitomnost TTV DNA jsme zjistovali pomoci PCR v kontrolni
skupiné 196 zdravych darcu, u 20 pacienta s hemofilii, u 49 narkomand, u 100 prostitutek, u
50 veézna, 208 déti v letech 1 az 14, 54 vzorkt pupecnikové krve, 52 pacienti s hepatitidou
nejasneho pavodu, 74 pacientt s hepatitidou C a 51 darca krve se zvySenou hladinou ALT.
Genotypy byly stanoveny u 70 vzorkau.

Prevalence TT viru v populaci zdravych darct Ceské republiky dosahuje 52,6%.
Zadny vzorek pupeénikové krve nebyl pozitivni na TTV DNA, a proto mazeme vylougit
prenatalni pienos TTV. Déti jsou infikovany brzy po porodu s maximem ve dvou letech
ditéte, poté dochazi k poklesu a opétovnému narustu po zacatku Skolni dochazky. Zda se, Ze
v prvnich letech ditéte je zdrojem infekce matka, pozdéji se pridavaji dalSi mechanismy
pienosu, jako fek&lng-oralni prenos ¢i kontakt. U dospélych byl nalezen narast TTV infekce
s vékem. Nejvyssi prevalence byla zjisténa u skupiny pacienta s hemofilii a narkomana, coz
potvrzuje dualeZitost parenteralniho zpasobu pienosu TTV. U jedinca se zvySenym rizikem
sexualniho pienosu nebyla nalezena vy3si prevalence oproti kontrolni skuping. V Ceské
republice je nejvice zastoupen genotyp G2c a Gla, nasleduje G8 a G3. VysSetieni casti
souboru na markery infekce HBV a HCV ukéazalo, Ze jedinci pozitivni na anti-HBc a/nebo
anti-HCV jsou signifikantné ¢astéji pozitivni na TTV DNA. Tyto viry se mohou §itit stejnym
mechanismem. Tato studie stejné jako fada dalSich studii nezjistila Zadnou souvislost TTV

s onemocnénim jater.
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INTERAKCE OBALOVYCH GLYKOPROTEINU S MATRIXOVYM PROTEINEM MASON-PFIZEROVA
OPICIHO VIRU

Na povrchu vSech retrovira se nachazeji obalove glykoproteiny. Jsou translatovany ve formé
polyproteinového prekursoru Env, ktery je v Golgiho aparatu $tépen bunéénou proteasou na
podjednotky — povrchovou (SU) a transmembranovou (TM). SU zprostiedkovava vazbu
virové castice na receptory hostitelské burky, zatimco TM se G¢astni flze virové membrany
s membranou hostitelskou a umoZznuje tak vstup viru do bunky. Predpoklada se, Ze
inkorporace glykoproteini do virové membrany je umoZnéna specifickou interakci
cytoplasmatické domény TM s polyproteinovym prekursorem Gag, coZz je prekursor
strukturnich proteint viru. Za tuto interakci je patrné odpovédna N-koncovéa ¢ést prekursoru
Gag, ktera je tvorena matrixovym proteinem (MA). Ten se ve zralém virionu nachazi tésné
pod lipidovym obalem a tvoii obal virové kapsidy. Mason-Pfizerav opici virus (M-PMV)
patii mezi retroviry, které skladaji nezralé castice v cytoplasmé a ty jsou poté transportovany
k cytoplasmatické membrang, kde dojde k uvolnéni virové ¢éstice.

Predmétem naseho studia je interakce cytoplasmatické domény TM s prekursorem Pr78%%,
resp. s MA M-PMV. Pro sledovani lokalizace a ptipadné interakce proteina in vivo byly
piipraveny vektory pro expresi matrixového a transmembranového proteinu v tkanovych
kulturdch. Matrixovy protein byl ptipraven ve fuzi s fluorescenénim proteinem DsRed,
transmembréanovy protein ve fazi s GFP. Kromé ,wild type* MA byl pouzit i R55F mutant
MA. Tato mutace v matrixovém proteinu zpusobuje, Ze viriony M-PMV jsou skladany u
cytoplasmatické membrany a nikoliv v cytoplasmé. Proteiny byly exprimovany v COS-1
bunkéch a byla sledovana jejich lokalizace v Zivych a fixovanych bunkach. Byl zaznamenan
rozdil v lokalizaci MA(wt) a MA(R55F). Kolokalizace MA a TM je nyni intenzivné
studovana.

Ke studiu interakce TM s Pr78°% jsou déle vyuZivany nezralé viriony ziskané transfekci
tkanové kultury COS-1. Ziskané viriony jsou ultracentrifugacni ,spin-thru“ metodou
vystaveny detergentu, jehoZ pasobenim dochazi k rozpadu jejich lipidového obalu, nikoliv
vak celé virové &astice. Je sledovéno, zda je interakce TM s Pr78°% natolik stabilni, aby

vydrZela ptasobeni detergentu.

27



E. Sykorova
(Biofyzikalni ustav AV CR, Kréalovopolska 135, 612 65 Brno)

OBVYKLE A NEOBVYKLE TELOMERY ROSTLIN

Telomery eukaryotickych organizmt jsou nukleoproteinové struktury tvoreny kratkymi
repetitivnimi  sekvencemi typickymi pro urcitou skupinu organizmua, napi. TTAGGG u
obratlovciu nebo TTTAGGG u rostlin. Vyjimky jsou zndmy u hmyzu, napi. u Drosophila
melanogaster jsou typické sekvence (TTAGG) nahrazeny retroelementy (piehled viz (1)). U
rostlin byla nepiitomnost typické telomerické sekvence poprvé popsana u cibule (2). Pozdgji
byl vycet doplnén o celou skupinu rostlin ze fadu Asparagales (3), kam patii i cibule, a
piekvapivé rostliny z rodu Cestrum (Solanaceae) (4,5). Ackoli jednotlivé typické telomerické
sekvence se liSi zdanlivé nepatrné, proteiny, které se bezprostiedné vazi na telomerickou
DNA (telomere-binding-protein, TBP), byvaji v rozpoznani DNA sekvence velice specifické.
Spolecné s proteiny, které jsou na né vazany prostiednictvim protein-proteinovych interakci,
pak vytvaieji sloZitou strukturu, kterd zajistuje funkce telomery jako je ochrana pied
rozpozndnim a degradaci konct chromosomu nukledzami a jejich fuzi nebo vazba
chromosomu na jadernou membranu.

Ve svétle téchto poznatka je proto o to vice piekvapive, Ze funkci telomerické sekvence u
velké c¢asti rostlin z ¥fadu Asparagales pievzala sekvence TTAGGG typicka napt. pro lidske
telomery. Tento evolu¢ni zlom tak rozdéluje Asparagales na ty celedi, kde je zachovana
telomera tvoiena typickou rostlinnou telomerickou sekvenci a ty, jejichz telomery jsou
tvoreny sekvenci ,lidskou“ (6). Typicka telomericka sekvence u Asparagales vSak nebyla
jednoduse pIné nahrazena touto sekvenci, telomery obsahuji krom¢ ,pravé” telomerické
sekvence TTAGGG udrZzované telomerazou také daldi podobné sekvence, véetné pavodni
rostlinné sekvence TTTAGGG (6,7). Néahrada jednoho typu telomerické sekvence jinou
sekvenci musela byt nutn¢ doprovazena celou fadou dalSich zmén v organizaci telomer,
véetn¢ telomerazy a TBP proteint. Periodicita telomerického chromatinu byla u drive
zkoumanych typickych telomer, at" uz typu rostlinného nebo lidského, vzdy kratSi nez
periodicita vétSinového chromatinu (bulk chromatin) (8,9). Krom¢ telomerickych a nékolika
subtelomerickych sekvenci (10-12) nebylo podobné chovani popsano u Zadné jiné sekvence ¢i
oblasti chromosomu. NaSe vysledky naznacuji, Ze chromatinova struktura telomer u

Asparagales se chova atypicky. Pomoci EMSA (electromobility shift assay) byly ¢astec¢né
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charakterizovany TBP proteiny Asparagales, které jsou s raznou afinitou schopny se vazat na
rostlinnou a/nebo lidskou telomerickou jednotetézcovou DNA (8).
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“PHAGE TAIL-LIKE" (HMW) BAKTERIOCINY ENTEROBAKTERIACEI RODU BUDVICIA AND PRAGIA.

“Phage tail-like* (HMW) bakteriociny ze tii kmena Pragia fontium (24342, 24613 and
24647) a jednoho kmene Budvicia aquatica (24522) byly studovany Sesti zakladnimi
mikrobiologickymi metodami. Indukci mitomycinem ¢ i UV zarenim bylo u spontané
produkénich kmend dosahovano zvySeni produkce o jeden az dva rady. HMV bakteriociny
obou studovanych kmenu zabijely senzitivni kmeny obou rodt a Zadny z kmena nebyl citlivy
vaci vlastnimu bakteriocinu. Letalni efekt HMW bakteriocinu je rodove specificky, prave tak
jako je tomu u bakteriofaga i u nizkomolekularnich kolicint. Vysledky testd mezidruhové
activity bakteriocint ukézaly, Ze z 52 kombinaci byly pouze 3 pozitivni: kmen Pragia 24342
inhiboval jeden kmen Klebsilella a kmen Escherichia coli ¢; kmen Pragia 24613 inhiboval
kmen Escherichia coli K.

Vsechny HMW bakteriociny ztracely svoji aktivitu vystavenim zvySené teploté v rozsahu 45-
60 °C po dobu 10 min, na rozdil od kolicinu E1, ktery vykazuje pouze mirné sniZzeni své
activity pii vystaveni teploté 95 °C. Opacné vysledky byly ziskany pro rezistenci k trypsinu,
kdy vSechny kmeny HMW bakteriocinu vykazovaly vysoky stupen resistence oproti
nizkomolekularnim kolicinam.

Morfologické parametry isolovanych HMW bakteriocina byly studovany pomoci elektronové
mikroskopie. VSechny kmeny odpovidaly stejnému morfologickému typu: ocaskam T-sudych
fagu. Typicky nativni HMW bakteriocin je tvoren centralni trubi¢kou obklopenou kontraktilni
pochvou a je zakon¢en na jedné strané bazalni desti¢kou s hroty a vlakny. Na druhé strang je
pochva konicky ukoncena. Pokud jsou HMW bakteriociny vystaveny fyzikdlnimu stresu,
dochazi ke kontrakci pochvy, ktera je volné pohybliva po centralni trubicce a v mnoha
piipadech dochazi ke kompletnimu oddéleni obou komponent. Podle velikostnich méfeni patii
HMW bakteriociny kmene B. aquatica a kmend P. fontium mezi nejmensi ve srovnani

s velikosti HMW bakteriocina popsanych u Gram-pozitivnich i u Gram-negativnich baktérii.
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CHARAKTERIZACE IMUNOREZISTENTNICH KLONU ODVOZENYCH OD MYSICH NADOROVYCH

BUNEK TC-1 TRANSFORMOVANYCH LIDSKYM PAPILLOMAVIREM TYPU 16

Tvorba nadort je slozity nékolikakrokovy proces zahrnujici mimo jiné schopnost bunék
unikat dozoru imunitniho systému. Ke zvySeni G¢innosti protinadorovych vakcin je proto
potieba odvodit nadorové bunéené linie s riznymi mechanismy Uniku imunitnimu systému.
Bunky TC-1, které pro tyto Gcely pouzivame, byly piipraveny transformaci primarnich
mySich plicnich bunék onkogeny E6 a E7 lidského papillomaviru typu 16 (HPV16) a
onkogenem H-ras aktivovanym mutaci G12V. HPV16 se podili na vzniku karcinomu
délozniho ¢ipku u 50-60% pacientt. Onkoproteiny E6 a E7 prispivaji k maligni transformaci
bunék a jsou také nezbytné pro udrzeni stavu transformace. Po imunizaci mysi C57BL/6
DNA vakcinou proti proteinu E7 a inokulaci bunék TC-1 se u ¢asti zvifat vyvinou nadory. Z
nich jsme vyizolovali ne¢kolik bun&enych linii (TC-1/E7GGG IIl, TC-1/E7TLAMP, TC-
1/E7GGG 1V) a které jsme klonovali in vitro. Ziskané klony jsme charakterizovali z raznych
hledisek. Sledovali jsme schopnost rastu v bunééné kulture a mékkém agaru a schopnosti
tvorit nadory a metastazovat. Onkogenicita nékterych klona (odvozenych piedevsim od linie
TC-1/E7TLAMP) byla snizend. U tti klonia jsme prokazali tvorbu spontannich metastaz
v plicich. Stanovili jsme take expresi povrchovych molekul MHC I. tridy a kostimulacni
molekuly B7.1 a produkci onkoproteinu E7. Nalezli jsme dva klony (TC-1/A9, TC-1/D11) s
vyrazné snizenou expresi molekul MHC I. t¥idy. Exprese E7 byla oproti buinkam TC-1
sniZzena u v8ech linii. Déale jsme testovali imunorezistenci jednotlivych klont po imunizaci
mysi fuznim genem E7GGG.GUS vybranym pro jeho dobrou Gc¢innost p#i zabranéni tvorby
nadora z bun¢k TC-1. Nalezli jsme tak nékolik imunorezistentnich klona odvozenych od linie
TC-1/E7GGG IV. Uginnost DNA vakciny jsme se u téchto imunorezistentnich klont pokusili
zvysSit pomoci imunostimulaénich genia GM-CSF, B7.1, IL-12 a FIt3L, avSak nedoséhli jsme
Zadné protinadorové ochrany. U v8ech imunorezistentnich klona jsme nalezli substituci
v kotvici aminokyseliné imunodominantniho epitopu E7, kterd se u linie TC-1 ani u
imunosenzitivnich klont nevyskytuje. Uloha této mutace v imunorezistenci nalezenych kloni

bude piedmétem dalSich studii.
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STUDIUM VIRU VAKCINIE EXPRIMUJICIHO FLT3 LIGAND

Zkonstruovali jsme nékolik rekombinantnich virt vakcinie kmene Praha 13 (P13), ve kterych
je gen pro thymidinkindzu nahrazen genem pro solubilni isoformu lidského cytokinu FIt3
ligandu (FL). Lidsky FL je velmi podobny mySimu ligandu stejné¢ jako je tomu v pripadé
jejich receptort. Bylo prokazano, Ze diky vysoké homologii je lidsky FL schopen vazat se a
aktivovat mysi receptor a naopak.

Jeho exprese virem je podtizena piirozenému vakciniovému H5 promotoru (promotor
genu pro topoizomerazu) se silnou aktivitou v ¢asné fazi infekce, nebo syntetickému ¢asn¢-
pozdnimu promotoru s pievahou aktivity v pozdni fazi infekce. Zjistili jsme, Ze replikace
téchto rekombinant je zavisla na miie exprese FL a na typu bunééné linie (krevni bunky vs.
fibroblasty). Exprese FL na linii mySich makrofagu, na rozdil od linie fibroblastt ko¢kodana
zeleného, inhibuje mnoZeni rekombinant in vitro. Podobnou situaci jsme pozorovali také
in vivo na mySich kmene C57BI/6. Tato vlastnost je Zadouci pro dalSi pouZiti pii vyvoji
vakcin zaloZenych na atenuovanych virech vakcinie. Déle jsme predpokladali, Ze exprese FL
v mySim organismu pomoci viru povede ke zlepSeni imunitni odpovédi a podpoii v naSich
experimentech eliminaci nadorovych bungk linie TC-1. Tento piedpoklad se v3ak nepotvrdil.

Nyni jsme zjistili, Ze rekombinantni FL se b&éhem svého zpracovani v infikované
bunce zabudovava do virovych obala vakcinie. Budeme zkoumat, zda se tato modifikace viru

podili na atenuaci rekombinantniho viru.
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Ceska Republika
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Ing. Pavla Tejklova
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Ceska Republika
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Ceska Republika
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842 15 Bratislava

Slovenska Republika
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Ceska Republika

Kamila Zurkova
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