Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Molekularni biologie a biochemie organismu

¢50‘w»c»ww.‘.mmmm

4@0‘6 =%

%

ONY

SNWESE ==/
SlExEgiE)l=ls
) N 05
SRR B

A,

iej Skoda

Ond

Obalové glykoproteiny jednoduchych alfa-, beta- a gamaretrovirii
Envelope glycoproteins of simple alpha-, beta-, and gammaretroviruses

Bakalarska prace

%

Skolitelka: Mgr. Katetina Trejbalova Ph.D.

Praha, 2025



Podékovani

Rad bych upifimné pode¢koval Mgr. Katetiné Trejbalové, Ph.D. za jeji ochotu, vstficnost a
trpélivost, které mi vénovala nejen pii vedeni této prace, ale i béhem mého pisobeni v
laboratofi. Velké diky také patii Mgr. Martinu Travnickovi a Mgr. Krystofu Staflovi za jejich
cenné rady a zpétnou vazbu. V neposledni fadé d¢kuji své rodin€ za veskerou podporu, motivaci

a trpélivost.

Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavére¢nou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskéni
jiného nebo stejného akademického titulu. Umélé inteligence, konkrétné ChatGPT, byla vyuzita

pouze pro stylistické Gipravy a kontrolu gramatiky.

V Praze, 30.04.2025

Podpis: Ondiej Skoda



Abstrakt

Obalové glykoproteiny retrovira hraji klicovou roli pii vstupu viru do hostitelské bunky, kdy
zprostiedkovavaji rozpoznani specifického receptoru a fizi membran. Ackoliv sdileji zakladni
strukturalni a funk¢ni charakteristiky, vyrazné se 1i8i v mechanismech aktivace a regulace. Tato
bakalaiska prace se snazi systematicky srovnat jednotlivé typy obalovych glykoproteint a
poukazat jak na rozdily v organizaci jejich podjednotek, tak na rozdily v procesech
spoustéjicich membranovou fuzi. Cilem je pfiblizit, jak tyto odliSnosti ovliviiuji vstupni
strategii viru. Molekularni znalost téchto procesti zaroven vytvari zaklad pro budouci aplikace

v oblasti virologie a biomedicinském vyzkumu.

Kli¢ova slova: obalovy glykoprotein, retrovirus, receptor, fuze, buné¢nd membrana

Abstract

Retroviral envelope glycoproteins are essential for mediating viral entry into host cells,
facilitating both the recognition of specific cellular receptors and the fusion of viral and cellular
membranes. While they share core structural and functional features, they differ significantly
in their mechanisms of activation and regulation. This bachelor's thesis seeks to systematically
compare the various types of envelope glycoproteins, highlighting distinctions in subunit
organization as well as in the molecular events that initiate membrane fusion. The aim is to
elucidate how these differences influence the viral entry strategy. Molecular understanding of

these processes provides a foundation for future applications in virology and biomedicine.
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1. Uvod

Obalové glykoproteiny (Env) retrovir ptredstavuji multifunkéni proteinové komplexy
lokalizované na povrchu virové membrany, které virus vyuziva pro vstup do hostitelské
bunky. Zasadni roli Env je interakce se specifickym receptorem na povrchu cilové buriky.
Tato interakce spousti sérii konformacnich zmén v Env, které vyusti ve fizi virové a
bunécné membrany, coz vede k vneseni virového genomu do hostitelské bunky.

U retrovirt je Env kodovan jedinym genem — env. Po sestfihu a translaci je zpracovan na
dvé funkcéné i strukturalné odlisné podjednotky: povrchovou (SU) a transmembranovou
(TM). Maturovany Env se sklada ze tfi identickych heterodimert SU-TM, a tvoii tak
funk¢ni trimerni komplex (viz Obrazek 1). Ten je strukturné charakteristicky pro virové

fazni proteiny (VFP) tiidy L.
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Obrazek |1]| Struktura obalového glykoproteinu. (A) Trimerickd struktura obalového
glykoproteinu. Povrchova podjednotka se nachazi v extracelularnim prostoru na ektodoméné
transmembranové podjednotky. Transmembranovd podjednotka kotvi obalovy glykoprotein v
cytoplazmatické membrané hostitelské buriky a udrZuje jeho trimerickou strukturu. (B) Vyobrazeni
jednoho z monomer( (typ gama). V transmembranové podjednotce je znazornén fuzni peptid
(Cervena), heptadové repetice HR1 (modra) a HR2 (zelend), imunosupresivni doména (fialova) a
R-peptid (tmavé modra) ve vnitro bunécné ¢asti. Monomery spolu interaguji pres heptadové
repetice HR1 a HR2 a tvofi tak trimery. Obalové glykoproteiny typu gama maji povrchovou
podjednotku s transmembranovou spojenou disulfidickou vazbou (rGzova tenka linka). Vytvoreno
v BioRender.com dle Hogan a Johnson (2023).

Retroviry se fylogeneticky rozdéluji na zédkladé sekvence genu pro reverzni transkriptdzu
(RT) do rodd Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus,

Epsilonretrovirus, Lentivirus a Spumavirus. Zatimco prvni tfi fadime podle sloZitosti
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genomu mezi retroviry jednoduché, ostatni spadaji mezi retroviry komplexni. Jednoduché
retroviry lze klasifikovat dvéma zplisoby. Tradicné se rozfazuji na zdklad¢é sekvence RT.
Alternativné je ale lze tfidit i podle struktury jejich Env, coz lépe odrdzi rozdily v
mechanismech vstupu do hostitelské buiiky. V tomto pojeti jsou rozliSovany Env typu gama,
ptaci Env typu gama a Env typu beta (viz Tabulka 1). JelikoZ se tato prace zam¢ii predevsim
na funkéni domény Env a jejich tllohu pfi vstupu viru do bunky, bude vyuzivano predev§im

rozdéleni zalozené na strukturalnich vlastnostech Env.

Tabulka | 1] Klasifikace nejznaméjSich druhi jednoduchych retrovirt dle RT a dle typu Env.

rod
Env

MPMV MLV, MMLV, REV

ENTV, JSRV, MMTV

ALV, RSV

1.1. Cile prace

Cilem této bakalarské prace bude popsat charakteristiky Env alfa-, beta- a gamaretrovira.
Zaméii se pfedev§im na aminokyselinové motivy, které jsou kli¢ové pro jejich funkéni
vlastnosti — interakci s bunéénymi receptory, pribéh membranové fuze a mechanismy
vstupu viru do hostitelské buniky. Prace bude tematicky rozdélena do dvou hlavnich ¢asti.
Prvni ¢ast popiSe konkrétni aminokyselinové motivy, zatimco druhd se zaméfi na jejich

funkéni uplatnéni v procesu vstupu retroviru do cilové buniky.

2. Povrchova podjednotka

SU hraje kli¢ovou roli v pocatecnich fazich infekce, jelikoZ zprostfedkovava interakcei viru
s cilovou buiikou. Nachazi se na vngjsi stran€ Env a je asociovana s TM, od niZ je odd¢lena
proteolytickym Stépenim prekurzoru Env. V kontaktu s ni zastava prostfednictvim
disulfidické nebo nekovalentni vazby.

Dalsi vyznamnou funkci SU je drzeni Env v tzv. prefiznim metastabilnim stavu. Env je v

této podobé¢ stabilizovan v energeticky nevyhodné konformaci, ktera se vSak miize po vazbé



na receptor rychle reorganizovat do energeticky vyhodné. SU zaroven zakryva fizni peptid
(fp), ktery je vysoce hydrofobni a schopny zanotfeni do membrany. Tim SU zajistuje, ze k
expozici fp dojde pouze v reakci na rozpoznani specifického receptoru. Tato regulace je
zéasadni pro spravné nacasovani fuzniho procesu a pro omezeni nespecifické aktivace a
bezreceptorového vstupu, které by mohly snizit infek¢nost viru.

U retrovirt s Env typu gama je SU spojena s TM prosttednictvim disulfidické vazby (viz
Obrazek 2), ktera stabilizuje cely komplex v metastabilnim prefiznim stavu. Po navazani
na specificky bunécny receptor dochazi ke konforma¢nim zménam v SU, jez vedou k
izomerizaci této vazby. [zomerizace je zprostiedkovana izomerizacnim motivem CXXC,
ktery katalyzuje pteuspotadani disulfidické vazby (viz podkapitola 2.4. Izomerizacni motiv
CXXC; Pinter et al., 1997). Tento d¢&j vede k preruseni disulfidické vazby mezi SU a TM,
¢imz se od sebe podjednotky oddéli. Uvolnéni SU je pfedpokladem pro nasledné
strukturalni prestavby TM, které umoziuji pfibliZeni virové a bunééné membrany (Wallin

et al., 2003).
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Obrazek |2| Schematické porovnani typu obalovych glykoprotein( na zakladé konzervovanych
struktur jejich prekurzort. Barevné jsou vyznaceny jednotlivé aminokyselinové motivy. S-S znadi
disulfidickou vazbu mezi cysteiny. (A) Obalovy glykoprotein typu gama. Mezipodjednotkova
disulfidicka vazba je mezi druhym cysteinem motivu CXXC a tfetim cysteinem motivu CXsCX. (B)



Ptaci obalovy glykoprotein typu gama. Mezipodjednotkova disulfidickd vazba je mezi volnym
cysteinem a motivem CXeCC. (C) Obalovy glykoprotein typu beta. Podjednotky jsou spojeny
nekovalentné. Vytvoreno v BioRender.com dle Hogan a Johnson (2023).

U gamaretrovird a betaretroviri se SU déli na N-koncovou a C-koncovou ¢ast. Naproti tomu
u alfaretrovirti SU takto rozdé¢lena neni a tvoii kompaktni doménu bez zietelného vnitiniho
¢lenéni (viz podkapitola 2.2. Receptor-vazebna doména; Albritton, 2018).

SU plni fadu kli¢ovych funkci béhem vstupu viru do buniky. V nasledujicich podkapitolach
budou popsany jednotlivé strukturalni a funkéni oblasti SU veetné mechanismil, kterymi se

na vstupu podileji.

2.1. Signalni peptid

Signalni peptid (SP) je kratky usek tvofeny zejména hydrofobnimi aminokyselinami
(AMK) nachdazejici se na N-konci prekurzoru Env (viz Obréazek 2). Hraje kli€¢ovou roli pfi
sméfovani tohoto proteinu do sekrecni drahy hostitelské buiiky. SP maji typickou
trojdoménovou strukturu: N-koncovou kladné nabitou oblast (N-region), hydrofobni jadro
(H-region) a C-koncovou doménu obsahujici $t€pné misto (C-region). Ackoliv tento vzorec
zustava konzervovany, sekvence SP jsou piekvapivé variabilni, dokonce 1 mezi blizce
ptibuznymi proteiny (Owji ef al., 2018).

Proces sméfovani prekurzoru Env do sekre¢ni drahy zacina kotransla¢ni translokaci do
lumen endoplazmatického retikula (ER), pficemz klicovym faktorem je signal
rozpoznavajici ¢astice (SRP). Ta se vdze na SP nascentniho prekurzoru Env v okamziku,
kdy se SP vynofi z ribozomu. Soufasné SRP interaguje s ribozomem, ¢imz docasné
pozastavuje elongaci proteinu. Nasledné SRP navadi syntetizovany protein k SRP receptoru
na membrané ER, kde je umoZnén jeho vstup do sekre¢ni drahy. Jakmile je translokace
dokoncena, SP je odstranén signalni peptidazou, ¢imz dochéazi k uvolnéni Env prekurzoru
pro dal$i posttranslacni procesy, jako je glykosylace a §t€peni mezi SU a TM (viz Obrazek
3). Odstépeny SP je nasledné degradovan peptidazou signdlnich peptida (z angl. signal
peptide peptidase). Tento mechanismus je spolecny pro Env téméf vSech retrovir. AvSak u
nékterych retrovirti s Env typu beta, jako jsou retrovirus ovci jaagsiekte (JSRV; Caporale et
al., 2009), virus mysSiho naddoru mlécné zldzy (MMTYV; Feldman et al., 2012) a lidsky
endogenni retrovirus K (Ruggieri et al., 2009) dochazi k ¢aste¢nému uchovani SP, ktery pak

hraje dodatec¢nou roli v Zivotnim cyklu viru.
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Obrazek |3| Schéma syntézy a maturace obalového glykoproteinu typu gama. Béhem translace
je N-konec nascentniho prekurzoru signalnim peptidem (Sedd) smérovan do endoplazmatického
retikula. Nasledné je signalni peptid odstépen signalni peptidazou. Dochazi ke glykosylaci (bila
kolecka) a tvorbé disulfidickych vazeb (C-C). Tti prekurzory spolu trimerizuji pres interakce mezi
jejich heptadovymi repeticemi HR1 (modrd) a HR2 (zelend). Lomené <ary znazornuji
palmitoylované cysteiny, které se podileji na distribuci obalovych glykoproteint v burice tim, ze
napomahaiji jejich vazbé s lipidovymi rafty. Nasledné je trimer transportovan do Golgiho aparatu,
kde jsou od sebe odstépeny jeho podjednotky a je dokoncena glykosylace (Cerna kolecka).
Vezikularni transport z trans-Golgi sité ho prenese do cytoplazmatické membrany hostitelské
bunky, v niZ je ukotven transmembranovou oblasti (tm; svétle rGzova). Transmembranova oblast
zajistuje kotveni nejen do cytoplazmatické membrany do burky, ale i do membrany Golgiho
aparatu a endoplazmatického retikula. Z transmembranové oblasti vychazi do cytoplazmy burky
cytoplazmatickd doména, jejiz soucasti je R-peptid (tmavé modra). Pfevzato z Pérot et al. (2011) a
upraveno v BioRender.com.



V ptipadé JSRV SP pravdépodobné obsahuje jaderny lokalizac¢ni signal a jaderny exportni
signal. Odstépeny se nachazi nejen v ER, ale také v jadre, kde kolokalizuje s nukleolarnimi
markery. Kromé své zakladni funkce ve sméfrovani prekurzoru Env do sekrecni drahy méa
SP JSRV i dalsi vyznamné role v posttranskripcnim fizeni virové exprese. Podporuje export
nestépenych virovych mRNA z jadra a zvysSuje uvolfovani virovych castic. Tento
multifunkéni charakter SP ukazuje, jak JSRV vyuzivéa tento peptid nejen pro spravnou

lokalizaci Env, ale i pro regulaci virové replikace (Caporale et al., 2009).

2.2. Receptor-vazebna doména

Receptor-vazebnd doména (RBD) je kli€¢ovou soucasti SU. Hraje zasadni roli ve vstupu viru
do bunky — zprostiedkovava prvotni interakci mezi virem a receptorem hostitelské bunky,
¢imz urcuje tropismus a specifitu viru. Po navazani na receptor dochazi ke konformacnim
zméndm v Env, které vedou k membranové fizi. Zatimco tyto fundamentalni funkce RBD
jsou u jednoduchych retrovirit do znacné miry zachovany, specifické sekvence a struktury
RBD se vyrazné 1isi. SU si sice napfic retroviry udrzuje podobné celkové usporadani, ale

prave rozdily v RBD odrazi adaptaci jednotlivych virt na specifické hostitelské receptory.

2.2.1. RBD gamaretrovirli
Nejlépe prozkoumané jsou RBD gamaretrovirti, které se nachazeji v N-koncové ¢asti jejich
SU. Na zakladé¢ rentgenové krystalografie bylo u viru mysi leukémie (MLV) zjisténo, Ze
RBD jeho podtypi sdili strukturu dvou antiparalelnich B-skladanych listi, jez tvofi jejich
jé&dro. Z této struktury vychazi dvé smycky, které tvoii helikalni podjednotku zodpovédnou
za vazbu receptoru. V ramci této podjednotky se vyskytuji 3 variabilni oblasti — VRA, VRB
a VRC (viz Obrazek 4). Na rozdil od beta-sendvice, jehoZz sekvence je znacné
konzervovana, se tyto oblasti u gamaretrovira s odliSnymi tropismy vyrazné 1isi jak svou
sekvenci, tak i délkou. Na zaklad¢ toho se usuzuje, Ze prav€ ony jsou zodpovédné za

receptorovou specifitu (Battini et al., 1992; Fass ef al., 1997).



Obrazek |4| Krystalova struktura receptor-vazebné domény Friendova viru mysi leukemie. Z
jadra tvoreného dvéma antiparalelnimi f-skladanymi listy (oranzova) vychazi dvé smycky obsahujici
variabilni oblasti A, Ba C (VRA, VRB, VRC). Modfe jsou vyznaceny a-helixy, 310 helixy jsou vyznaceny
tyrkysové, kulickovymi modely jsou znazornény N-glukosaminy na N-glykosylaénich mistech.
Vytvoreno v BioRender.com dle Fass et al. (1997).

2.2.2. RBD betaretrovirli
Prestoze detailni struktura RBD betaretrovirti neni dosud tak dobie prozkoumana, jako u
gamaretrovirt, ptedpoklada se, Ze se RBD rovnéz vyskytuje v N-koncové ¢asti SU. Ackoliv
RBD MMTYV vyuziva odlisny typ receptoru, je u ni pfedpovidana pfitomnost strukturnich
prvki podobnych tém, které byla popsany u MLV. Konkrétné u ni byla pozorovéana
srovnatelnd organizace [-skladanych listh a a-helixti, vcetné variabilnich oblasti
odpovidajicich VRA, VRB a VRC. Tyto poznatky naznacuji, Ze navzdory rozdilné
receptorové specifité mohou mit RBD betaretroviri a gamaretroviri podobné zakladni
strukturni uspotfadani (Zhang et al., 2003). Odlisné informace prezentuje Johnson (2019),
ktery se na problematiku RBD divéa z hlediska klasifikace retrovirti dle struktury Env. Podle
n¢j retroviry s Env typu beta, jako je pravé MMTYV, postradaji modularni uspotadani RBD

a maji vazebné determinanty rozprostiené napfic celou SU.



2.2.3. RBD alfaretrovird
U alfaretrovirt jsou receptor-vazebné sekvence rozmisténé po celé délce SU — v ramci SU
nejsou vymezeny N- a C-koncové ¢asti (Albritton, 2018). Strukturné se skladaji prevazné z
B-skladanych listli, mezi nimiz vystupuji hydrofilni a-helikalni smycky tvorici dvé vyrazné
variabilni oblasti — hrl a hr2 (hostitelsky rozsah; neplést s HR1 a HR2 v TM; Bova et al.,
1986; Valsesia-Wittmann et al., 1994). Navzdory vysoké sekvencni variabilité vykazuji tyto
oblasti konzervaci klicovych AMK (napf. cysteiny, proliny ¢i glyciny), které jsou dalezité
pro spravné prostorové uspotradani a stabilitu struktury. Zatimco tyto AMK zachovavaji
zakladni konformaci RBD, variabilita ve slozeni a délce smycek hrl a hr2 urcuje hostitelsky
rozsah daného viru. Tyto smycky totiz tvofi vazebné misto pro receptor hostitelské burnky
(Dorner et al., 1985). Naptiklad RBD podtypu A viru ptaci leukdzy (ALV) vaze receptor
nadorového viru A (z angl. tumor virus A receptor; Young ef al., 1993), jenz patii do rodiny
receptord pro nizkodenzitni lipoproteiny (Bates et al., 1993). Naproti tomu podtyp C ALV
vyuziva receptor nadorového viru C (z angl. tumor virus C receptor), ktery je piibuzny

sav¢éim butyrofilinim (Elleder ef al., 2005).

2.3. Sekvence bohata na prolin

Sekvence bohata na prolin (PRR; z angl. proline-rich region) se nachdzi mezi N-koncovou
a C-koncovou ¢asti SU. Vyskytuje se u retrovirti s Env typu gama a ma dva segmenty —
konzervovany C-koncovy usek a hypervariabilni N-koncovy tsek. Ackoliv hypervariabilni
usek neni nezbytny pro funkci Env, delece v této oblasti vedou ke sniZeni hladiny SU a TM
ve virovych Ccasticich a k hromadéni neStépeného prekurzoru Env. Naproti tomu
konzervovany C-koncovy usek je pro infekénost viru nezbytny. Jeho delece brani
stabilnimu zaclenéni Env do virovych ¢astic a vede ke zvySenému uvoliiovani SU od TM
(Kayman ef al., 1999; Weimin Wu et al., 1998).

Struktura PRR je ptfedpovidéna jako polyprolinovy B-ohybovy helix (z angl. polyproline
B-turn helix; Fontenot et al, 1994). Ptredpoklada se, ze reguluje piechod Env z
nefuzogenniho do fizogenniho stavu. Tato regulace pravdépodobné spociva v ovlivnéni
stability celkové struktury Env (Lavillette ef al., 1998; Weimin Wu et al., 1998), coz vede
k izomerizaci mezipodjednotkové disulfidické vazby a nésledné€ k aktivaci fuze (Wallin et
al., 2005). Tato funkce podtrhuje vyznam PRR jako kli¢ového reguldtoru, a ne pouhého
spojovniku.



2.4. lzomerizacni motiv CXXC

Retroviry s Env typu gama maji SU a TM kovalentné spojeny disulfidickou vazbou (viz
Obrazek 2). Tato vazba vznikd v ER béhem zrani Env mezi druhym cysteinem vysoce
konzervovaného izomeriza¢niho motivu CXXC (ve vétsing ptipadi C-koncova ¢ast SU;
Hogan & Johnson, 2023; Martinez-Molledo et al., 2022) a tfetim cysteinem motivu CXsCC
(ektodoména TM; Fass & Kim, 1995; Pinter et al., 1997; Wallin et al., 2003). Takovéto
spojeni je charakteristickym znakem Env typu gama (Henzy & Johnson, 2013). V disledku
aktivace Env vazbou RBD na receptor dochazi k deprotonaci volného thiolu prvniho
cysteinu CXXC. Aktivovany thiol nasledné izomerizuje disulfidickou vazbu mezi SU a TM
tvorbou disulfidické vazby mezi cysteiny v rdmci CXXC, ¢imZ umoziuje Env vstoupit do
dalsi faze membranové fuze (viz 4.1.1. Vazba na receptor; Wallin et al., 2003). Tento
mechanismus zajist'uje pfesnou kontrolu fuzni aktivity Env a umoziuje viru efektivni vstup
do bunky v reakci na rozpoznéni hostitelského receptoru. Pozoruhodné je, ze ptestoze maji
retroviry s ptacim Env typu gama rovnéZz SU a TM kovalentné propojené, v SU izomeriza¢ni
motiv CXXC postradaji (viz Obrazek 2; Wallin et al., 2003). Disulfidickd vazba se u nich
vytvaii mezi volnym cysteinem v SU a CX6CC motivem v TM, pficemz v disledku absence
izomerizacniho motivu nedochazi k jeji izomerizaci pti aktivaci ani pti prub&hu fuze (viz

4.1.2. Dvoukrokova aktivace; Pike ef al., 2011; Smith & Cunningham, 2007).

2.5. Misto stépeni furinovou endoproteazou

Proteolytické Stépeni prekurzoru Env furinovou endoprotedzou hostitelské buiky
predstavuje klicovou udélost v maturaci retrovirovych Env. Tento proces probihd v
konzervovaném motivu, typicky RXK/RR, ktery se nachazi mezi SU a TM (viz Obrazek 2;
Hosaka et al., 1991). Stépeni, k némuz dochazi v Golgiho aparatu (viz Obrazek 3), je
nezbytné pro vznik fizné kompetentni formy Env, sloZzené z SU a TM asociovanych pomoci
kovalentnich ¢i nekovalentnich vazeb. Prestoze timto krokem vznika N-konec TM,
obsahujici fp, fp ziistava ukryt pod SU. Teprve aktivace fuze, vedouci ke konformacni
zméné SU, zajisti jeho odhaleni. Samotné proteolytické Stépeni vSak umoziluje zésadni
konformaéni reorganizaci trimerni struktury Env. Kryoelektronovou mikroskopii
(cryo-EM) Moloneyho viru mys$i leukémie (MMLV) bylo zjisténo, ze C-koncova
podjednotka SU je pied Stépenim asociovana s N-koncovou podjednotkou, zatimco po

Stépeni se presouva do periferni oblasti trimeru (Sjoberg ef al., 2014). Tato konformacni



zména umoznuje aktivaci izomerizacniho motivu po navazani receptoru (Sjoberg et al.,
2006). Stépeni furinovou endoprotedzou tak predstavuje nezbytny piedpoklad pro vznik

infekénich virionu.

3. Transmembranova podjednotka

TM je integralni soucasti retrovirového Env. NejenZe je klicova pro ukotveni Env ve virové
membrang, ale predevsim hraje kliCovou roli pii splynuti virové membrany s membranou
hostitelské buiiky. TM se skladd z nékolika funkénich domén, z nichz kazda sehrava
specifickou roli v prubéhu virového vstupu. Vyznamnou casti TM je ektodoména,
extracelularni usek, ktery smétuje do prostoru mimo virion a zahrnuje klicové motivy jako
jsou napt. fp, heptddové repetice 1 (HR1) a 2 (HR2) ¢i imunosupresivni doména (ISD; viz
Obrazek 1). Ektodoména je zodpovédna za iniciaci a propagaci fuzniho procesu, ale také za
interakce s imunitnim systémem hostitele, které mohou napomahat viru unikat imunitni
odpovédi. Za ektodoménou nasleduje transmembranova oblast (tm), kterda zajistuje
ukotveni TM v lipidové dvojvrstvé, a cytoplazmatickd doména (CTD), jeZ hraje dileZitou

roli v regulaci fizni aktivity a intraceluldrnim transportu Env.

3.1. Fuzni peptid

Env vSech jednoduchych retrovira se fadi mezi VFP tfidy 1. Kritickou roli ve fuzi membran
u nich hraje fp — vysoce hydrofobni extracelularni struktura, ktera se vsouva mezi alifatické
fetézce lipidii membrany hostitelské buiiky, coZ je nezbytny krok pro virovy vstup. Nachazi
se na N-konci TM a vétSinou se skldda z 20 az 30 AMK. Vzhledem ke své hydrofobicité
jsou fp obecné bohaté na alanin, valin, leucin, ale 1 glycin a aromatické AMK (Lozada et
al., 2021; White et al., 2008).

Od ostatnich retrovirti se odliSuji retroviry s pta¢im Env typu gama. Ty se vyznacuji
internim fp, lokalizovanym v blizkosti N-konce TM. Tento typ fp je obklopen dvéma
cysteiny, které spolu tvofi disulfidickou vazbu stabilizujici strukturu smyc¢ky, na které je fp
umistén (viz Obrazek 5; Delos & White, 2000; Gallaher, 1996). Ta umoziuje Env efektivné
zprostfedkovat michani lipidl v pocatecni fazi fize membran béhem virového vstupu
(Delos et al., 2008; Delos & White, 2000). Vyznamnou roli ve funkci této smycky hraje
centralné lokalizovany prolin, ktery je kliCovy pro spravné proteolytické zpracovani

prekurzoru Env. Tento proces je nezbytny pro vznik metastabilniho stavu sloZzeného z SU a
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TM, ktery je zasadni pro infek¢nost viru (viz podkapitola 2.5. Misto Stépeni furinovou
endoprotedzou). Prolin indukuje obrat v peptidovém fetézci, ¢imz spravné nastavuje Stépné
misto pro furinovou endoprotedzu. Stiedni hydrofobicita prolinu je navic optimalni pro

interakci fp s membranou cilové buiiky, coz je klicové pro efektivni fuzi (Delos et al., 2000).

Obrazek |5| Model fuzné aktivniho stavu ptaciho obalového glykoproteinu typu gama. Nékolik
aminokyselin od N-konce (N) transmembranové podjednotky se nachazi fuzni peptid. Ten obklopuji
dva cysteiny (Zlutd), tvofici spolu disulfidickou vazbu (zndzornéno tlustou c¢arou). Vznikld smycka
obsahuje na svém vrcholu prolin (oranZzova), ktery hraje roli v proteolytickém zpracovani prekurzoru
obalového glykoproteinu. Fuzni smycku nasleduji heptadové repetice HR1 (modra) a HR2 (zelena),
tvorici jadro trimeru obalového glykoproteinu. Vytvoreno v BioRender dle Delos a White (2000).

3.2. Heptadové repetice

Mezi dalsi charakteristické rysy VFP tiidy I patii HR. Jedna se o opakujici se strukturni
motiv sedmi AMK nasledujicich vzorec a-b-c-d-e-f-g, kdy pozice a a d zaujimaji AMK
hydrofobni (valin, leucin, isoleucin). Témito repeticemi jsou tvofené dvé konzervované
oblasti, HR1 a HR2, které zabiraji vétSinu sekvence ektodomény (viz Obrazek 2).
Strukturné se jedna o a-helixy, které obklopuji cysteinovy motiv a piipadné ISD (Cohen &
Parry, 1986; Chambers et al., 1990). Delsi HR1 navazuje na C-konec fp a krat§i HR2
C-koncem ptechdzi v tm. Tyto o-helixy dvou TM spolu interaguji prostfednictvim
hydrofobnich leucinti. Ty jsou rozmistény podél vnéjsi strany helixu v intervalech 7 AMK,
coz vede k uspotradani pfipominajici leucinovy zip. Od klasického leucinového zipu se ten
retrovirovy ale 1i$i tim, Ze se v pozici leucinu nekdy vyskytuje asparagin (Delwart et al.,
1990). Toto opakujici se usporddani je charakteristické pro a-helixovou coiled-coil
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strukturu — Sroubovici, kterd vzniké std¢enim dvou nebo vice a-helixti kolem sebe (Cohen
& Parry, 1986; O’Shea et al., 1989). Ta je kli¢ova pro stabilizaci homotrimerni organizace
Env (X. Li et al., 1996).

Pti vstupu virionu do hostitelské bunky hraji HR1 a HR2 kli¢ovou roli v procesu
membranové fuze. Po aktivaci Env dochazi k preskupeni struktury trimeru, coz umoziuje
interakci HR1 a HR2 a néslednou tvorbu svazku Sesti a-helixti (6HB). Tato konformacni
zména je nezbytnd pro priblizeni virové a bunééné membrany, ¢imz se vytvoii podminky
pro jejich splynuti a naslednou infekci hostitelské bunky (viz Obrazek 6; viz kapitola 4.
Membranova fuze; Albritton, 2018).

A S Hostitelsks buika B

Y Te—— B rrva——

Faznf peptid Fazni peptid

Virus

Obrazek |6] Schéma membranové fuze. (A) Vazba na receptor (znacena jako ntzky) indukuje
konformacni zménu v povrchové podjednotce (zelend), coz vede k uvolnéni fizniho peptidu a k
jeho zanofeni do membrany hostitelské burfky. Obalovy glykoprotein se nachdzi ve stavu
predvldasenkového intermedidtu (z. angl. prehairpin intermediate), fialové je vyznacena
transmembranova oblast. (B) Heptadové repetice HR1 (Cervend) a HR2 (Zlutd) se priblizuji k sobé
procesem tzv. ,chain-reversal” a tahnou k sobé virovou a bunéénou membranu. (C) HR1 jsou
antiparalelné navdzané k HR2 a vznika svazek Sesti a-helix(i (6HB). Dochazi k hemifizi. (D) Napéti v
membrané vede ke vzniku fuzniho pdru, umoziujiciho pfenos virové nukleokapsidy do cytoplazmy
buniky. Fuzni peptid se nachdzi v tésné blizkosti transmembranové oblasti a trimer tak zaujima
postfuzni konformaci. Pfevzato z Lozada et al. (2021) a upraveno v BioRender.com.
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3.3. Imunosupresivni doména

ISD je 17 AMK dlouha sekvence, tvofici s pfilehlym CXsCC motivem oblast mezi HR1 a
HR2 (viz Obrazek 2). Dohromady s CXsCC tvoti vysoce konzervovany usek, ktery je
poznavacim znamenim retrovirl s kovalentné vazanymi SU a TM. Skutecnost, Ze je tento
usek vysoce konzervovany, dokladd jeho pfitomnost v exogennich i endogennich
savce, ptaky, obojzivelniky a ryby (Hogan et al., 2024). V souvislosti s tim ale vyvstava

otazka, jakou dtlezitou funkci ISD ve virovém cyklu plni.

3.3.1. Imunosuprese

vvvvvv

pojmenovani. Jedna z prvnich studii vyuzila homologie v této oblasti k piiprave
syntetického, 17 AMK dlouhého peptidu CKS-17, reprezentujiciho ISD, ktery ex vivo
vykazoval inhibi¢ni u¢inky na proliferaci cytotoxickych T-lymfocytl (Cianciolo et al.,
1985). V navazujicich pracich byl CKS-17 vyuzivan pro studium dalSich
imunomodulacnich aktivit — napf. inhibice tumoricidnich ucinkl lidskych monocytl
inaktivaci interleukinu 1 (Kleinerman et al., 1987), potlaceni cytolytické aktivity NK bunck
(Harris et al., 1987), inhibice aktivace katalytické podjednotky proteinkinazy C (PKC;
Gottlieb et al., 1990). Nicméné definitivni molekuldrni mechanismus vysvétlujici vSechny
experimentalni fenotypy spojené s ISD zlistava neobjasnén. Je obzvlast narocné navrhnout
takovy mechanismus, ktery by fungoval napfi¢ tak Sirokym rozsahem hostiteli, a zaroven
byl relevantni pro viry s odliSnymi tkédflovymi tropismy a projevy nemoci (Hogan &
Johnson, 2023). S moZznym vysvétlenim ptichazeji Haraguchi et al. (1997), kteti navrhuyji,
ze ISD ovliviiuje intracelularni signalizaci zvySovanim intracelularnich hladin cyklickych
adenosinmonofosfatli (aktivaci adenylatkinazy) a potlac¢enim aktivity PKC. Tim moduluje
aktivitu jadernych transkrip¢nich faktorti, coZ vede k naruseni rovnovédhy mezi produkci
cytokinti typu 1 a 2. Produkce cytokint typu 1, které antivirovou imunitni odpovéd’ bunky
podporuji, je snizena, zatimco produkce cytokinil typu 2, které tuto odpovéd’ potlacuji, je
naopak zvySena. Vysledna nerovnovaha oslabuje bunécnou imunitu a vede k progresi

imunitnich poruch spojenych s retrovirovymi infekcemi.
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3.3.2. Regulace izomerizace mezipodjednotkové disulfidické vazby

Na ptikladu MLV Hogan et al. (2024) ptedstavuji teorii, podle které ISD ptispiva k funkci
Env tim, ze zabranuje pfedcasné izomerizaci disulfidické vazby mezi SU a TM. Pomoci
bodovych substitu¢nich mutaci v sekvenci ISD pfipravili mutanty, které vykazovaly
snizenou infektivitu. Dale pfedvedli, ze tuto snizenou infektivitu zapticinila ztrata SU, ktera
byla disledkem predcasné izomerizace disulfidické vazby. Na zaklad¢ téchto pozorovani
dale usuzuji, ze mimoiadna konzervace ISD je vysledkem jeji klicové role pii regulaci
izomerizace disulfidické vazby mezi podjednotkami béhem vstupu virti obsahujicich Env

typu gama.

3.4. Cysteinové motivy

3.4.1. CXeCC

Motiv CX¢CC je rigidné konzervovana, na cystein bohata sekvence navazujici na ISD, ktera
se vyskytuje u retrovira s kovalentné¢ vazanymi SU a TM. Prvni dva cysteiny spolu tvofi
disulfidickou vazbu v ramci ektodomény. Oproti retrovirim s Env typu beta se zde
vyskytuje jesté treti, prilehly cystein. Tento dodatecny cystein umoznuje vznik
mezipodjednotkové disulfidické vazby mezi SU a TM, coz je charakteristicky znak téchto
retroviri (Henzy & Coffin, 2013). U Env typu gama se tato vazba formuje s druhym
cysteinem motivu CXXC a jeji izomerizace vede k oddéleni SU od TM (Pinter et al., 1997).

3.4.2. CX4.7C

Env typu beta postradaji tfeti cystein vyskytujici se v cysteinovém motivu u retrovird s
kovalentn€ vazanymi SU a TM. Misto CXsCC obsahuji motiv CX47C, kde pocet AMK
vyskytujicich se mezi nimi nabyva hodnot 4 az 7 (Henzy & Coftfin, 2013). Dva ptitomné
cysteiny spolu tvofi disulfidickou vazbu, avSak tfeti volny cystein potfebny pro
mezipodjednotkovou disulfidickou vazbu chybi. V dasledku absence tfetiho cysteinu jsou
SU a TM Env typu beta spolu asociovany nekovalentn€, coZz umoznuje snadnéjsi
uvoliovani SU. Uvolnéna SU se miiZe vazat na odpovidajici, receptor a branit tak interakci
Env s receptorem hostitelské buiiky, ¢imz napoméaha efektivnimu uvolnéni virioni (Henzy

& Coffin, 2013).
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3.4.3. Klasifikace na zakladé struktury TM

Neobycejna mira konzervace sekvenci cysteinovych motivi a ISD (u Env typu beta ISD
chybi) umoziiuje tvorbu retrovirového fylogenetického stromu na zakladé analyzy sekvenci
TM (Bénit et al., 2001). Tento pfistup prezentuje alternativu k tradicni fylogenetické
analyze, kterd se obvykle soustiedi na RT (viz Tabulka 1). Diky vysokému stupni
konzervace téchto sekvenci je 1ze navic vyuzit jako markery pro efektivni detekci ERV v
genomech riznych organisml. Kromé toho umoznuji identifikaci gent s klicovymi
fyziologickymi rolemi, a to 1 v piipadech, kdy nejsou soucdsti proviru obsahujiciho

kompletni RT (Bénit et al., 2001).

3.5. Transmembranova oblast

Doména tm (neplést s transmembranovou podjednotkou TM) retrovirového Env plni dvoji
funkci — slouzi jako membranova kotva a zarovei reguluje proces fuze membran (Ragheb
& Anderson, 1994; Taylor & Sanders, 1999). U MMLYV tvoii tm ohnuty amfipaticky a-helix,
pri¢emz roli ve fuzi hraje konzervovany prolin ve stfedu této domény. Mutace v této oblasti
mohou narusit uc¢innost fuze, coz potvrzuje jeji zasadni vyznam jak pro kotveni proteinu ve

virové membrang, tak pro vstup viru do buiiky (Taylor & Sanders, 1999).

3.6. Cytoplazmaticka doména

CTD je kli¢ovou strukturdlni doménou Env, kterd se nachazi na cytoplazmatické strané
bunécné membrany infikované bunky a po sestaveni virionu na vnitini strané virové
membrany. CTD navazuje na tm (viz Obrazek 2) a vykazuje zna¢nou variabilitu jak v délce,
tak v sekvenci, a to 1 mezi retroviry stejného rodu. U vétSiny retrovirli je sekvence CTD
relativné kratka, typicky mezi 20 az 40 AMK, zatimco virus lidské imunitni nedostate¢nosti
(HIV-1) ma CTD vyrazné delsi, dosahujici ptiblizné¢ 150 AMK (Evans et al., 2002). CTD
hraje kli¢ovou roli v n¢kolika aspektech virového cyklu, zejména pii inkorporaci Env do
virionu a regulaci jeho fizogennich vlastnosti (Januszeski et al., 1997). Pro studium téchto

funkci je jako modelovy virus nejcastéji vyuzivan MLV.

3.6.1. R-peptid

Charakteristickym rysem CTD retrovirti s Env typu gama je R-peptid, coZz je u MLV 16
AMK dlouhy segment C-konce CTD (viz Obrazek 2). V pozdni f4zi maturace viru je tento
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segment odStépen virovou proteazou béhem puceni viru (Green et al., 1981) Odstranéni
R-peptidu je nezbytné pro aktivaci fizogennich vlastnosti Env. Predpoklada se, ze
odstranéni tohoto segmentu uvoliiuje konformacni omezeni, které jinak udrzuje Env ve
fuzné nekompetentnim stavu do doby, dokud virus neopusti buiiku (Kubo et al., 2019; M.
Liet al.,2001; Rein et al., 1994).

Strukturni analyzy naznacuji, Ze sekvence CTD v blizkosti tm pravdépodobné tvori
amfipaticky o-helix, ktery mtize hrat roli ve stabilizaci Env ve vySe zminéné neaktivni
podobé (Epand et al., 2008; Yang & Compans, 1996). 1 dalsi studie ukazuji, ze se Env
vyskytuji ve stavech fuzné kompetentnich a nekompetentnich. Pted sestavenim a bé¢hem
puceni viru prevazuji Env v nekompetentnim stavu. Tento stav je stabilizovéan trimerickou
coiled-coil strukturou CTD, ktera je tvofena vySe zminénymi amfipatickymi a-helixy s
charakteristickymi heptadovymi repeticemi (Taylor & Sanders, 2003). Proteolytické
odstranéni R-peptidu béhem maturace viru tento stabilizaéni mechanismus narusuje, coz
vede k ptechodu Env do aktivni, fizné kompetentni formy, umoznujici infekci novych
bun¢k (Taylor & Sanders, 2003). Tuto teorii dale podporuji vysledky Loving et al. (2012),
kteti pomoci cryo-EM analyzovali strukturu MLV Env. Zjistili, Ze trimerizace sekvence
R-peptidu udrzuje monomery TM pohromad¢, ¢imz zabraiiuje konformacnim zméndm
potfebnym pro receptorem vyvolanou fuzi. Naopak ve zralych Env, kde byl R-peptid
proteolyticky odstépen, pozorovali monomery vyrazné oddélené. Tato konformacni zména
se pravdépodobné pifenasi na ektodoménu, ovliviiuje jeji strukturu a mulzZe oslabovat
disulfidickou vazbu mezi SU a TM (Aguilar et al., 2003). Tento mechanismus ukazuje,
jakym zptisobem R-peptid reguluje strukturu Env. ZajiStuje tak, Ze v hostitelské buiice

nebude dochézet k pred€asnym fazim.

3.6.2. Regulace intracelularniho transportu

Regulace intracelularniho transportu Env ptedstavuje dalsi dilezity mechanismus, kterym
CTD ovliviiyje funkénost Env. Studie Blot et al. (2006) ukazala, ze retroviry MLV a
Mason-Pfizeriiv opici virus sdileji schopnost regulovat intracelularni transport svého Env.
Tento transport probihd v cyklické smycce mezi trans-Golgi siti (TGN) a endozomy.
Klic¢ovou roli v tomto procesu hraji dva konzervované motivy v CTD Env — dileucinovy
motiv a tyrosinovy motiv. Dileucinovy motiv fidi transport Env z TGN do endozomalnich
kompartmentt, zatimco tyrosinovy motiv kontroluje nasledny transport Env zpét do TGN.

Diky témto motivim Env interaguje s klatrinovymi adaptory a vyuziva transportni
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mechanismy hostitelské buiiky. Tento dynamicky transportni cyklus mé zasadni vyznam
nejen pro spravnou lokalizaci Env, ale také reguluje jeho expresi na bunééném povrchu.
Omezeni mnozstvi Env na membrané mimo mist puceni je pro virus vyhodné, nebot’ to
pomaha uniknout imunitnimu systému hostitele. Kromé toho muze transport Env v ramci
endozomalnich drah usnadnit jeho interakci s Gag polyproteiny, coz je kliCové pro sestaveni
apuceni viriont (Blot ez al., 2006). Pfitomnost CTD ale neni nezbytna pro vSechny retroviry
— napf. virus Rousova sarkomu, retrovirus s pta¢im Env typu gama, mtze byt i po deleci 22
AMK z CTD stale efektivné inkorporovan do virionti a vykazovat téméf nezménénou

infek¢nost (Perez et al., 1987).

3.6.3. Syncytin-1

Zajimavosti mezi retrovirovymi Env je lidsky Syncytin-1 (produkt genu ERVWE]), ktery
vznikl endogenizaci retroviru a byl adaptovéan k fyziologickym funkcim v placenté. Na
rozdil od ostatnich Env typu gama, jejichz fuzni aktivita je regulovana proteolytickym
odstépenim R-peptidu, Syncytin-1 tuto regulaci postrada. V CTD ERVWE] chybi §tépné
misto pro virovou protedzu, coz naznacuje, ze je jeho fuzni aktivita fizena jinym
mechanismem (Blond ez al., 2000). Sekvenc¢ni analyzy provedené Bonnaud (2004) odhalily,
ze ERVWEI v CTD obsahuje deleci 4 AMK, ktera nejenze vedla ke ztraté Stépného mista,
ale také narusila strukturu a-helixu v této oblasti. Namisto klasické regulace proteolytickym
Stépenim je fuzni aktivita Syncytinu-1 fizena prvnimi 16 AMK CTD, které obsahuji
konzervovany o-helix kliCovy pro bunécnou fuzi. Experimentdlni mutace ukazaly, Ze
odstranéni celé CTD dramaticky snizuje fuzogenicitu, zatimco jeho zkraceni na prvnich 16
AMK aktivitu zachovava. To naznacuje, ze oblast od 16. AMK dal ptedstavuje pozlstatek
R-peptidového regionu, ktery ale postradd svou plivodni inhibi¢ni funkci (Cheynet et al.,
2005).

3.6.4. JSRV tumorigeneze

CTD Env JSRYV, piivodce ov¢iho adenokarcinomu plic, se vyznamné podili na jeho
tumorigenni schopnosti aktivaci n€kolika bunécnych signalnich drah (Hull & Fan, 2006).
Za kli¢ovy prvek této oblasti byl povazovan konzervovany motiv YXXM. Tento motiv,
vyskytujici se u transformujicich kmenti JSRV a chybéjici u netransformujicich
endogennich retroviri ptibuznych JSRV (Palmarini et al., 2000), byl spojovan s aktivaci

fosfatidylinositol-3-kindzy (PI3K) a jejim naslednym efektorem proteinkindzou B (Akt;
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Palmarini ef al., 2001). Pokud je tyrosin fosforylovan, mlize tato sekvence potencialné
fungovat jako vazebné misto pro regulacni podjednotku PI3K (Zhou, 1993). PI3K je
klicovym regulatorem rustu a pteziti bunck, hrajicim zasadni roli v tumorigenezi. Aktivuje
drahu Akt/mTOR, coz podporuje nekontrolovatelnou proliferaci bunék a rezistenci vici
apoptoze. Piestoze piima interakce mezi PI3K a CTD JSRV byla pozdéji vyloucena, CTD
Env JSRV ziejmé aktivuje PI3K neptimo, coz vede k aktivaci Akt drahy (Allen et al., 2002;
Liuetal.,2003; Maeda et al., 2003). Kromé¢ toho existuji ditkazy, ze Akt mtze byt aktivovan
1 nezavisle na PI3K, coz naznacuje pritomnost alternativni signalni drahy (Maeda et al.,
2003). Inhibice PI3K pomoci specifickych inhibitorii vede ke snizeni fosforylace Akt v
transformovanych bunkach, coz potvrzuje vyznam signalni drahy zavislé na PI3K (Alberti
et al., 2002; Maeda et al., 2003; Zavala et al., 2003). Navic byla pozorovana transformace
JSRV 1 bez aktivace Akt, coz naznaCuje, Ze se na transformaci podili dalsi klicovy
mechanismus (Zavala ef al., 2003). Onim dal$im mechanismem JSRV transformace je
aktivace drahy mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK). Dilezitost této signalni
drahy byla potvrzena inhibici jedné z jejich slozek, coz vedlo ke snizeni transformace. Tento
vysledek zdiiraziiuje vyznam drahy MAPK v tumorigenezi indukované JSRV (Maeda et al.,
2005).

Lze fict, ze JSRV Env k transformaci bunék vyuziva vice signalnich drah soucasné, pficemz
presné mechanismy nékterych téchto procesti dosud nejsou plné objasnény. CTD hraje
klicovou roli v aktivaci téchto drah, zejména PI3K/Akt a MAPK, jejichZz vzajemna

propojenost a alternativni cesty aktivace jsou stale pfedmétem vyzkumu.

4. Membranova fuze

4.1. Aktivace fuze

Retroviry vyuzivaji pro vstup do hostitelskych bun€k Env, ktery zprostfedkovava vazbu na
receptor a fizi virové membrany s bunénou. Pfestoze sdileji spole¢ny mechanismus
fazniho procesu, samotnd aktivace flze se u riznych retrovirti zdsadné li§i. Zakladnim
spoustécim signdlem miize byt bud’ samotnd vazba na bunécny receptor (flize na Grovni
cytoplazmatické membrany) nebo jeji kombinace s krokem vyzadujicim nizké pH
endozomil (fize s membranou endozémul). Na zdkladé téchto rozdilii Ize sledované

retroviry rozdélit do dvou skupin dle mechanismu spusténi fuze.
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4.1.1. Vazba na receptor

Tento typ mechanismu aktivace je charakteristicky pro retroviry nesouci Env typu gama.
Ptitomnost disulfidické vazby mezi podjednotkami udrzuje Env v metastabilnim, prefiznim
stavu, ktery je sice pfipraven k aktivaci, ale sam o sob& fuzi nespusti. Aby mohla byt fuze
aktivovana, musi byt tato disulfidickd vazba izomerizovana (Wallin ef al., 2003). VSechny
kroky, vedouci od vazby receptoru po izomerizaci, nejsou zatim plné vysvétleny. Jednou z
hypotéz je, ze vazbou RBD na receptor jsou uvolnény vapenaté ionty, které jinak stabilizuji
nativni konformaci komplexu Env (Wallin et al., 2003, 2005). Soucasn¢ dochazi k
strukturalni reorganizaci RBD, ¢imz se odhali CXXC motiv (Wallin et al., 2003). V ramci
tohoto procesu dochdzi k vyrazné zméné chemického prostiedi, zejména ke snizeni hodnoty
zaporného dekadického logaritmu disociacni konstanty (pKa) volného thiolu prvniho z
cysteinil, coz umoziuje jeho aktivaci. Pfesny mechanismus této zmény pKa neni dosud
zcela jasny, ale predpoklada se, ze v ném hraje kli¢ovou roli H8 v konzervovaném motivu
SPHQ ptitomném v RBD (Bae et al., 1997; K. Li et al., 2007). Dojde k deprotonaci thiolu
a vznikly thioldt izomerizuje mezipodjednotkou disulfidickou vazbu vytvofenim
disulfidické vazby s druhym cysteinem motivu CXXC (Wallin ef al., 2003). V disledku

izomerizace dochézi k disociaci SU od TM.

4.1.2. Dvoukrokova aktivace

Nékteré retroviry, jako ALV (Mothes et al., 2000) a JSRV (Bertrand et al., 2008; Coté et al.,
2009), vyuzivaji unikatni dvoukrokovy mechanismus aktivace fuze. Na rozdil od vétSiny
retrovirt, u kterych je fize spusténa vazbou na bunéény receptor, tyto vyuzivaji vazbu na
receptor a nasledné k tomu jesté nizkého pH v endozémech.

Prvnim krokem je vazba RBD na specificky bunéény receptor za neutralniho pH. Tato
interakce vyvola konformacni zmény v SU, které ptipravi TM na dalsi krok aktivace.
Vysledkem je vystaveni fp, ktery se zasune do cilové membrany hostitelské buiiky, ¢imz
vznika predvlasenkovy intermediat (z angl. prehairpin intermediate) — stale nereaktivni stav.
Druhd faze nastdvd po endocytéze viru. V kyselém prostiedi endozému se spusti
konformaéni zmény v TM, které vedou ke vzniku 6HB a splynuti virové a bunécné
membrany endozému (viz podkapitola 4.2. Splynuti membran; Markosyan et al., 2004;
Matsuyama et al., 2004; Smith et al., 2004). Klicove je, ze zadny z téchto dvou krokl neni
sam o sob& dostacujici. Vazba na receptor sice pfipravi Env na dal$i zmény, ale bez

nasledného snizeni pH k fuzi nedojde. Stejné tak nizké pH samo o sobé nestaci. Bez
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piedchozi receptorové aktivace ztistava Env neaktivni — tyto retroviry vyzaduji oba podnéty
v presn¢ daném potadi. Tento dvoukrokovy model vysvétluje, pro¢ byl ALV dfive mylné
povazovan za virus s pH-nezavislou aktivaci fuze — nizké pH bylo v experimentech
neucinngé, nebot’ chybéla predchozi receptorova aktivace (Mothes et al., 2000).

Ackoliv ALV (ptaci Env typu gama) i JSRV (Env typu beta) oba vyuzivaji dvoukrokovy
mechanismus aktivace fuze, lisi se ve zpusobu, jakym zapojuji vazbu na receptor a nizké
pH k jejimu spusténi (Coté et al., 2009). Zajimavé je, ze podobna dvoukrokova aktivace
byla naznacena i pro MMTV (Ross ef al., 2002) a enzooticky virus nasalniho nadoru (z
angl. enzootic nasal tumor virus; Coté et al., 2008). U téchto retrovirti jsou, stejné jako u
JSRYV, podjednotky Env spojeny nekovalentné. Tyto souvislosti naznacuji, Ze by jednoduché
retroviry s Env typu beta mohly sdilet spole¢ny mechanismus aktivace fize. Zatim se vSak

jedné pouze o hypotézu, kterou by bylo tfeba dale experimentalné ovéfit.

4.2. Splynuti membran

Po aktivaci Env dochazi k sérii konformaénich zmén v TM, které vedou ke splynuti virové
a bunécné membrany. Vzhledem k tomu, ze Env retrovirt jsou VFP tfidy I, probih4 samotna
faze podle obecného modelu zndmého ze studia hemaglutininu viru chfipky.

Prvnim krokem je expozice hydrofobniho fp, ktery byl v prefiznim stavu chranén pted
okolnim prostiedim. Po spusténi fuzniho mechanismu dochéazi k jeho vnoteni do cilové
membrany hostitelské buniky. Vznika tak ptredvlasenkovy intermediat, coz je konformace,
ve které jsou membrany viru a bunky spojeny, ale stidle vzdaleny (viz Obrazek 6A).
Nasleduje zasadni konformacni preskupeni znadmé jako ,,chain reversal®, pfi némz se HR1
antiparalelné navaze na HR2 a vznika stabilni struktura 6HB (viz Obrazek 6B). Tento krok
k sobé mechanicky ptiblizuje virovou a bunéénou membranu. Dochdzi pfi ném k pfeméné
energie uloZzené v metastabilnim prefuznim stavu na pohyb, ktery piekondva repulzni
hydratacni sily mezi membranami. ,,Chain reversal tak ptedstavuje hlavni hnaci
mechanismus fuze (Lozada et al., 2021).

Ptfechod do energeticky vyhodné postfuzni konformace je spojen s mechanickym tahem,
ktery ptitahuje lipidové dvojvrstvy k sobé a umoziuje jejich splynuti. Dilezitou roli v této
prestavbe sehrava tzv. ,,chain reversal region* — kratka oblast, kterd obsahuje cysteinovy
motiv a potencialné ISD a propojuje HR1 a HR2. Tento region umoziiuje fyzické ohnuti

TM a interakci HR1 s HR2 (Lozada et al., 2021).
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Za této situace dochazi k hemiftizi — slouceni vnéjsich listli obou membran, pticemz vnitini
listy zatim zGstavaji oddelené (viz Obrazek 6C). V duasledku napéti v membrané
zpusobeného piiblizovanim lipidovych vrstev a strukturdlni reorganizaci proteinti dochazi
nakonec k protrzeni hemifizni ptepazky a vytvoieni fuzniho poru. To je konecnym krokem
flize — membrany jsou spojeny do jedné souvislé lipidové dvouvrstvy (viz Obrazek 6D).
Tim je umoznén pienos virové nukleokapsidy do cytoplazmy hostitelské buiiky. Postfuzni
konformace TM je vysoce stabilni a Env v ni setrvava. Tato nevratnost je klicovym rysem

VFP ttidy I, které mohou katalyzovat fazi pouze jednou (Lozada et al., 2021).

5. Zaveéer

Env jednoduchych retroviri pfedstavuji komplexni a strukturdlné rozmanité proteiny,
jejichz studium odhaluje klicové aspekty virové infekce a tropismu. Piehled strukturalnich
a funkcnich charakteristik Env ukazuje, ze pfestoze sdili zakladni mechanismus fluze
membran VFP ttidy I, jejich detailni molekularni strategie se vyrazné lisi.

Z reSerSe zéaroven vyplyva, Ze soucasné poznatky o Env jednoduchych retrovirii nejsou
rovnomérné rozloZzeny. Zatimco retroviry s Env typu gama jsou pomérné dobie
prozkoumany, u typu beta pretrvavaji mezery ve znalostech. Chybi pfedevsim detailni popis
konformacnich zmén SU po navazani RBD na bunécny receptor a také ptesné vysvétleni
mechanismu, kterym dochazi k disociaci SU od TM. VétSina dostupné literatury bud’ tento
proces zcela opomiji, nebo jej zjednodusené popisuje jako disledek konformacnich zmén
SU po vazbé na specificky bunécny receptor. Jiné studie zase vychazi z analogii s
komplexnim retrovirem HIV-1, ktery rovnéz disponuje Env s nekovalentné asociovanymi
podjednotkami. Takovy ptistup vSak miize vést k nepfesnym nebo zavadéjicim zobecnénim
vzhledem k rozdilim ve struktuie a mechanismech aktivace fuze Env, které jsou u
jednoduchych retroviri od HIV-1 odlisné jak svou dynamikou, tak mirou regulacni
kontroly.

Hlubsi porozuméni struktufe a funkci Env jednoduchych retrovirti je nejen védecky
pfinosné, ale otevird také nové sméry pro aplikovany vyzkum. Zvlasté dilezité je detailni
objasnéni mechanismu vstupu viru do buiiky, v¢etné¢ konformac¢nich zmén vedoucich k
aktivaci fuze. Tyto poznatky mohou vytvofit zaklad pro vyvoj molekularnich nastroja
schopnych cilené narusit tento proces a tim zabranit infekci. Inhibitory virového vstupu

predstavuji slibnou strategii jak pro vyvoj antivirotik, tak pro optimalizaci retrovirovych

21



vektori vyuzivanych v genové terapii. Systematické studium téchto mechanismi je proto

klicové pro dalsi pokrok v oblasti virové biologie a biomedicinského inzenyrstvi.
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