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Suhrn

Zbal'ovanie retrovirusov je klI'icovym krokom v ich replikacnom cykle, pri ktorom je
mnozstvo makromolekul transportovanych réznymi cestami na miesto tvorby
nezrelych virusovych castic. Podstatu tohto procesu tvoria interakcie medzi
virusovymi proteinmi navzdjom, medzi virusovymi a buneénymi proteinmi
a interakcie s nukleovymi kyselinami a lipidmi. Produkt retrovirusového génu gag,
Gag polyproteinovy prekurzor, je zékladnym stavebnym blokom pri vytvarani
retrovirusovych kapsid. Vo svojej Struktire nesie informacie potrebné pre
vnutrobunecny transport, formovanie kapsid a odSkrcovanie membrany v procese
pucania. U retrovirusov boli pozorované¢ dve hlavné morfogenetick¢é drahy
oznacované ako (i) typ C a (ii)typ B/D. Gag polyproteiny retrovirusov
morfogenetického typu C sl smerované priamo na cytoplazmatickli membranu, kde
prebieha tvorba virusovych Castic sucasne s ich uvolfiovanim z hostitel'skej bunky.
Retrovirusy morfogeneticych typov B/D vytvaraji nezrelé Castice v cytoplazme a tie
st nasledne transportované k cytoplazmatickej membrane, aby boli v procese
pucania uvolnené z bunky. Pri pucani regrutuju retrovirusy svojimi L (z angl. late)
doménami bunecné proteiny zucastiiujice sa triedenia proteinov a formovania
vackov MVB (z angl. multivesicular body) oddielu. Timto spdsobom retrovirusy
uzurpuju endocytotické drahy hostitel'skej bunky a presmerovavaju ich von z bunky.
Bez ohladu na morfogeneticy typ, expresia gag génovych polyproteinovych
produktov iv nepritomnosti ostatnych virusovych komponent vedie k uspeSnému
zbal'ovaniu a uvol'fiovaniu membranou obalenych virusom podobnych castic (z angl.
virus-like particles, VLPs) z hostitel'skych buniek. Pocas alebo ihned” po uvolneni
virionov z hostitel'skej bunky st polyproteinové prekurzory tvoriace nezrelll
virusovu Casticu proteolyticky Stiepené virusovou protedzou na separdtne proteiny.
V tomto procese zvanom maturdcia dochddza k dramatickému preusporiadaniu

vnutornej Struktary virusu a vzniku infekénej virusove;j Castice.
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Abstract

Retrovirus assembly, a key step in the viral replication cycle, involves a process in
which large numbers of macromolecules are transported through different transport
pathways to a point of formation of nascent viral particles. Interactions between viral
proteins themselves, between proteins of viral and cell origin, as well as those with
nucleic acids and lipids, take place in the assembly process. Retroviral gag-gene
product, Gag polyprotein, functions as the primary building block in virus capsid
assembly. Hence it ensures intracellular transport, directs assembly into the capsid
shell and mediates pinching off membrane in the budding process, it contains
necessary informations in its structure. Two different morphogenic pathways of
retroviral capsid assembly have been observed, denoted as (i) type C and (ii) type
B/D. Gag polyproteins of type C retroviruses are targeted directly to the plasma
membrane, where processes of the assembly and budding occur simultaneously.
Type B/D retroviruses preassemble immature particles within cytoplasm, which are
subsequently transported to the site of budding at the plasma membrane. In the
budding process retroviruses utilize their late (L) domain motifs to recruit cellular
proteins normally involved in protein sorting and vesicle formation into
multivesicular body (MVB) compartment. In this manner retroviruses usurp
endocytotic pathways and redirect it outward from the cell. Regardless of
morphogenetic type of the retrovirus the expression of gag-gene polyprotein product
in the absence of other viral components results in the efficient assembly and release
of membrane-enveloped virus-like particles. During or shortly after the budding
event polyprotein precursors creating nascent virus particles are cleaved into a
number of distinct proteins by the virus encoded protease. This process called
maturation includes dramatic rearrangements of the internal viral structure resulting

in the infectious viral particle.
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1 Uvod

Retrovirusy (Retroviridae) si obalené, zZivociSne, (+)RNA virusy, radené podla
Baltimora do VI. skupiny vzhladom k DNA intermediatu v replikanom cykle
a sSRNA genomu (Baltimore, 1971). V ikosahedralnom virione (obr.1) s priemerom
80-100 nm nesu dve kopie linedrnej, ssSRNA o velkosti 7-11 kb, ktoré su drzané
pohromade vodikovymi mostikmi. Oba monoméry st na 3’-konci polyadenylované a
na 5’-konci maju Ciapockovu Struktiru typu 1 (metylovany GDP viazany na prvy
nukleotid 5’-5” vizbou). Ciapo&ka ani polyadenylatovy usek nepatria ku genémove;j
casti RNA. Kazdy monomér je asociovany so Specifickou molekulou transférovej
RNA (tRNA), ktorej bazy paruju s oblastou pri 5‘-konci RNA oznacovanou ako
primér viaziica oblast, PBS (z angl. primer binding site). Genémova RNA nie je

sama o sebe infekéna.

o U Obr. 1. Schématicky ndkres maturovane;j
EL‘;'.er:tia /—._ retrovirusovej Castice. Virion je obaleny
L\ ap fosfolipidovou dvojvrstvou odvodenou od
plazmatickej membrany hostitel'skej bunky. Na
N povrchu sa nachadzaji povrchové (SU)
proteiny, membranou prechéadzaju
transmembranové (TM) proteiny. Pod obalom je
situovany matrixovy (MA) protein, kapsidovy
(CA) protein obklopuje komplex RNA
s nukleokapsidovym (NC) proteinom. Vo
virione sa nachadzaju proteiny s enzymovou
funkciou: protedza (PR), reverzna transkriptaza
(RT) a integraza (IN). (Prevzaté zo Swanstrom a
Wills, 1997.)
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1.1 Génom retrovirusov

Replika¢ne kompetentné, infekéné retrovirusy maju Styri hlavné gény kodujice
Strukturne a enzymové komponenty viridbnu v usporiadani 5’-gag-pro-pol-env-3’.
Génom zacina na 5’ konci repeticiou (R), za nou nasleduje sekvencia unikatna pre
tento koniec (U5). Repeticii (R) na 3’ konci predchadza sekvencia unikétna pre tento
koniec (U3). Gény gag, pro, pol a env su lokalizované medzi U5 a U3 (obr. 2 a 3).
Jednoduché retrovirusy, medzi ktoré patria napriklad virus mysej leukémie (MLV),

Mason-Pfizerov opi¢i virus (MPMV) a virus tumoru mysej prsnej zlazy (MMTV)



nesu len tieto Styri gény. Virus l'udskej imunodeficiencie (HIV) alebo virus l'udskej T
leukémie (HTLV) maji navySe gény tat a rev, resp. tax arex a patria medzi tzv.

komplexné retrovirusy.
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Obr. 2. Schéma zovSeobecneného retrovirusového (+)ssRNA genoému. 5° koniec, repeticia R, 5’
proximalna jedinecna sekvencia US, gény gag, pro, pol a env, 3’ proximalna jedine¢na sekvencia U3,
repeticia R a 3’ koniec.
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Obr. 3. Genetickd organizacia prototypckych retrovirusov. Obdizniky s oznaenim génov (vid text)
znadia otvorené &itacie ramce. Vertikalny posun obdiznikov znaéi odlidné ¢&itacie ramce. Horizontalne
tisecky spajajiice dva obdizniky znagia fakultativny exon. ALV — virus vtacej leukémie; MLV - virus
mysej leukémie; MMTV — virus tumoru mysej prsnej zlazy; MPMV — Mason-Pfizerov opici virus;
HTLV — virus l'udskej T leukémie; HIV — virus l'udskaj imunodeficiencie, typ 1; HFV — l'udsky
penovy virus; WDSV — virus Walley dermélneho sarkomu. (Prevzaté zo Swanstrom a Wills, 1997.)

1.2 Produkty retrovirusovych génov

Produktom génu gag je polyprotein Gag, z ktorého pri proteolytickom Stiepeni
v procese zvanom maturacia (vid’ kapitola 1.5) vznikaji matrixovy (MA), kapsidovy
(CA) a nukleokapsidovy (NC) protein a v zavislosti na druhu retrovirusu niektoré
kratSie proteiny resp. peptidy.

Gén pro kéduje virusovu aspartitova proteazu (PR) uplatiiujucu sa v neskorych
Stadiach pucania retrovirusov pri proteolytickom spracovani polyproteinovych
prekurzorov v procese maturacie (vid’ kapitolu 1.5).

Génom pol st kédované retrovirusové enzymy zabezpecujuce replikaciu gendému.

Prvym je reverznad transkriptdza (RT), RNA programovand DNA polymeraza



s aktivitou RNazy H. Druhym je integraza (IN) zabezpecujuca integraciu
provirusovej DNA do hostitel'ského chromozdému.

Gén env koduje proteiny retrovirusového obalu: povrchovy (SU) glykoprotein
a transmembranovy (TM) glykoprotein. Tie sprostredkuvaju Specifickl interakciu
s povrchovymi buneénymi receptormi. Polyproteinovy prekurzor Env je
syntetizovany na drsnom endoplazmatickom retikule (RER) a Stiepeny bunecnou
protedzou lokalizovanou v lumen RER na SU a TM proteiny.

Niektoré skupiny retrovirusov maji navyse gén dut kodujici deoxyuridin trifosfatazu
(dUTPézu, DU). Poloha tohto génu nie je v retrovirusovom genéme konzervovana.
U retrovirusov morfogenetickych skupin B a D (vid’ 2. kapitola) je DU prekladana
v pro ¢itacom ramci, u neprimatich lentivirusov je prekladana v po/ ¢itacom ramci.

(Zhrnuté v Swanstrom a Wills, 1997.)

1.3 Zivotny cyklus retrovirusov

Po prichyteni povrchovych glykoproteinov na Specificky receptor na povrchu
permisivnej bunky dochadza k fuzii virusového obalu s plazmatickou membranou
hostitel'skej bunky. Fuzia je navodena konformacnou zmenou glykoproteinov na
povrchu virionu. Po uvolneni obsahu viriénu do cytoplazmy zacne RT, ktora je
sucast’ou viridnu, prepisovat’ virusovi gendmovu (+)ssRNA do provirusovej dsDNA.
Ako ocko (primer) pre RT sluzi transférova tRNA pochadzajica z hostitel'skej bunky
a Specificky asociovana s gendmovou RNA v oblasti PBS. Pocas prepisu dochadza
dvakrat k preskoku RT so vznikajiicou provirusovou DNA z jednoho templatového
vldkna RNA na druhé, prip. z jedného konca templatového vlakna na druhy. Tymto
mechanizmom vznikad duplicita koncovych regula¢nych oblasti, tzv. dlhé koncové
repeticie, LTR (z angl. long terminal repeats) (obr.4). V priecbehu reverznej
transkripcie je v cytoplazme vytvoreny tzv. preintegracny komplex, ktory
transportuje provirusovi DNA do bune¢ného jadra. U HIV je tvoreny de novo
syntetizovanou provirusovou DNA, NC proteinom, §truktrnym proteinom p6°,

integrazou (IN) a niekol’kymi képiami MA proteinu.
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Obr. 4. Schéma zovseobecnenej provirusovej dsDNA. 5’ resp. 3” konce, LTR — dlhé kocové repeticie
tvorené 3’ proximalnou jedinecnou sekvenciou (U3), repeticiou (R) a 5’ proximalnou jedinecnou
sekvenciou (US). Gény gag, pro, pol a env.




Virusovd integraza katalyzuje integraciu linedrnej provirusovej dsDNA do
hostitel'ského chromozému. Tim kon¢i skord faza retrovirusovej replikacie. V
neskorej faze sa prebieha transkripcia provirusovej DNA hostitelskou RNA
polymerédzou II a expresia retrovirusovych génov. V RNA gendéme je promotorova
sekvencia umiestnend 3’ proximdlne a preskokom RT z 3’ konca templatovej
molekuly RNA na 5’ koniec sa promoétor v provirusovej DNA dostava pred kodujice
sekvencie. Vznikajice molekuly mediatorovej RNA (mRNA) su v jadre opatrené
¢iapockovou Struktarou (z angl. cap) na 5’ konci, na 3’ konci polyadenylatovym
usekom a podliehaju zostrihu (z angl. splicing). Oblast’ gag-pol/ ohranicena
donorovym a akceptorovym miestom zostrihu moéze byt vystrihnutd z RNA
transkriptu provirusu ako fakultativny intron a zostrihnuta subgendémova verzia RNA
transkriptu slizi ako mRNA pre proteiny retrovirusového obalu (env-mRNA).
Enkapsidacny signdl y sa nachadza v 5’ proximalnej oblasti génu gag a preto
subgenomové env-mRNA nemdzu byt enkapsidované. (Zhrnuté¢ v Swanstrom
a Wills, 1997.)

(O translacii gag génovych produktov je pojednané na zaciatku 3. kapitoly.)

1.4 Biosyntéza pro a pro-pol génovych produktov

Sekvencie kddujuce retrovirusové enzymy protazu (PR), reverznu transkriptdzu (RT)
a integrazu (IN) su lokalizované uprostred genomu (obr. 4) a promoétor sa nachéddza
v provirusvej DNA 5° proximélne pred génom gag. Produkty tychto génov musia
byt taktiez vo vnutry bunky smerované na miesto tvorby virionov. Ich transldcia
prebieha z nezostrihnutej gendémovej mRNA a jej produktom je polyproteinovy
prekurzor zacinajici na N-konci sakvenciou Gag polyproteinu ana C-konci
predizeny o sekvenciu Pro, resp. Pol.

V pripade virusu Rousovho sarkému (RSV) a HIV dochadza na rozhrani génov gag
a pol k ribozomalnemu posunu citaciecho ramca o -1 nukleotid. Po tomto posune
pokracuje ribozom v translacii génu pol a produktom je Gag-Pol fuzny polyprotein.
K tejto udalosti dochadza s pravdepodobnostou 5% atim je regulovana hladina
proteinov s enzymovou funkciou inkorporovanych do viriénu. Sekvencia pro je
u RSV a HIV stcastou génu pol (obr. 3).

U MMTV, MPMV, HTLV su gény pro a pol v odlisnych ¢itacich rdmcoch (obr. 3).
Pre vytvorenie Gag-Pro a Gag-Pro-Pol fuznych polyproteinovych prekurzorov musi

nastat’ ribozomalny posun ¢itacieho ramca raz, resp. dvakrat.



U MLV st gény gag a pol v rovnakom ¢itacom ramci (obr. 3). Fuzny polyproteinovy
prekurzor Gag-Pol vznikd s pravdepodobnostou 5% ucinkom supresorovej tRNA,
ktora ribozoému umozni precitat’ sa stop kodonom na konci sekvencie génu gag.

Pre vidcSinu retrovirusov plati, Ze prekurzorové proteiny predstavujii zymogény,
enzymaticky neaktivne formy PR aRT, ktoré sa aktivuju v neskorych fazach

replika¢ného cyklu retrovirusov (zhrnuté v Hunter, 1994).

1.5 Maturicia retrovirusovych Castic

Retrovirusova aspartatova protedaza (PR), produkt génu pro, byva aktivovand pocas
pucania aucastni sa proteolytického spracovania Gag prekurzorovych molekul.
Takto vznikaju z Gag polyproteinov tri vnutorné Strukturne proteiny spolocné
vsetkym retrovirusom (MA, CA a NC; ich funkcie pri tvorbe virusovej Castice st
popisané v 3. kapitole) a kratSie proteiny a peptidy charakteristické pre jednotlivé
druhy retrovirusov. Po proteolyze Gag prekurzoru zostdva MA asociovany
s vnatornou stranou membrany virusového obalu a CA vytvori plast’ (z angl. shell)
obklopujuci komplex genémovej RNA s NC. Nezrelé retrovirusové castice sa od
maturovanych liSia morfolégiou pozorovanou v elektronovom mikroskope (obr. 5)
(zhrnuté vo Vogt, 1997). Vyznam maturacie je podlozeny odliSnymi poziadavkami
kladenymi na Gag polyprotein na rozdiel od jednotlivych proteinov obsiahnutych
v Gag sekvencii. Molekuly Gag musia pocas zbalovania interagovat’ aby vytvorili
multimérne Struktiry a smerovat’ k plazmatickej membrane. Naopak, po vstupe
retrovirusu do hostitel'skej bunky sa musia proteiny povodne obsiahnuté v sekvencii

Gag polyproteinového prekurzoru rozvolnit’ a smerovat’ k bune¢nému jadru.

2 Morfologia a morfogenéza retrovirusovych virionov

Retrovirusy sa pdvodne rozdelovali podl'a morfologie virionov pozorovanych
v elektronovom mikroskope (obr 5). Urc€ujucimi znakmi boli tvar a poloha
nukleokapsidového jadra (core) a miesto tvorby virusovych castic (obr. 6).

e Retrovirusy typu A tvoria vnitrobunecné Castice s tenkym plaStom a jasnym

. . r w . 4 W 4 4 *
jadrom, primarne puciace na vnutrobune¢nych membranach .

" Tieto Gastice st v sidasnosti povazované za nematurované kapsidy predchadzajuce inym Struktiram.
Tento termin sa uz nepouziva ku klasifikacii, ale popisuje Struktiry tvorené virusom podobnymi,
vnutrobunecnymi retrotranspozonami. Oznacuju sa ako IAPs (z angl. intracisternal A-type particles;
Kuff E. L., Lauders, K. K., 1988)



e Retrovirusy typu B st charakteristick¢ sférickym, excentricky polozenym
vnitornym jadrom. Zbaluji sa v cytoplazme cez intermedidty typu A.
Preformované kapsidy st nasledne transportované na cytoplazmaticka
membranu, kde pucia z bunky.

e Retrovirusy typu C obsahuju centralne, symetricky uloZené jadro a ich Castice
sa formuji na membrane. Makromolekuldrne agregity Gag molekul
a polyproteinov asociovanych s Gag sa spociatku javia ako elektrondenzné
polia na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany hostitel'skej bunky, kde
stiCasen s tvorbou virusovych Castic prebieha proces pucania.

e Retrovirusy typu D sa formuju v cytoplazme cez intermediaty typu A a tak
ako utypu B su pre nasledné pucanie transportované na cytoplazmatick

membranu. Pre maturované viriony je charakteristické cylindrické jadro.

PodcePad’ Orthoretrovirinae
Alpharetrovirus C - vtacie (ASLV) RSV
Betaretrovirus B MMTV
D MPMV
Gammaretrovirus C - cicavCie MLV
Deltaretrovirus BLV /HTLV-1
Epsilonretrovirus WDSV
Lentivirus Lenti | HIV-1
PodcePad’ Spumaretrovirinae
Spumavirus | Spuma | HFW
Tab. 1. Taxonomické rozdelenie c¢elade  Retroviridae  arozdelenie podla  typu

morfologie/morfogenézy  cCastic a hostitel'ského spektra. Uvedeni st prototypicky zastupcovia
jednotlivych taxénov/typov. ASLV — virusy sarkomov a leukémie vtakov; RSV - virus Rousovho
sarkomu; MMTYV - virus tumoru mysej prsnej zl'azy; MPMV - Masonov-Pfizerov opic¢i virus; MLV -
virus mySej leukémie; BLV - virus leukémie hovddzieho dobytku; HTLV-1 — virus l'udskej T
leukémie, typ 1; WDSV — virus Walley dermélneho sarkému; HIV-1 — virus [ludskej
imunodeficiencie, typ 1; HFW - Pudsky penovy virus. Lenti — z lat. pomaly; Spuma — z lat. pena;
ostatné retrovirusy sa oznaCuju ako tzv onkovirusy. (Spracované podla Coffin et al, 1997
a International Commitee on Taxonomy of Retroviruses).



Obr. 5. Morfogenéza troch odlisnych retrovirusov. (A) HIV-1: zbalovanie a pucanie na membrane
zachytava nematurované i maturované castice (Prevzaté podl'a Swanstrom et al., 1990 zo Swanstrom
a Wills, 1997). (B) MMTV: formovanie Castic v cytoplazme a nasledné pucanie (Prevzaté od M.
Gonda podla Coffin, 1992 zo Swanstrom a Wills, 1997). (C) ASLV: Formovanie ¢astic na membrane
s naslednym pucanim. (Prevzaté podl'a Craven et al., 1995 zo Swanstrom a Wills, 1997.)
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Obr. 6. Tri cesty zbalovania retrovirusov. Retrovirusy typu C vytvaraji cCastice sucasne sich
obalovanim a pucanim na membrane. Podobne sa chovaju IAPs ale s tim rozdielom, Ze pucia vylucne
cez vnutrobune¢né membrany. Retrovirusy typu B a D vytvaraju cCastice v cytoplazme. Tie su
nasledne transportované na membranu a pri pucani ziskavaju obal. Spumaretrovirusy taktiez vytvaraju
Castice v cytoplazme ale pocas/po puceni nepodlichaju maturacii. ER — endoplazmatické retikulum;
CPM - cytoplazmatickd membrana. (Prevzaté z Coffin et al., 1997.)



3 Gag je prekurzorom vnutornych Struktirnych proteinov retrovirusov.

Produkt génu gag, Gag polyproteinovy prekurzor, je prekladany na volnych
polyzomoch v cytoplazme hostitel'skej bunky z nezostrihnutej gendémovej mRNA.
Gag polyprotein ma kl'a¢ovu tlohu pri formovani retrovirusovych castic, priCom
priblizne 2000 Gag molekal vytvara jeden virion s hustotou 1,16-1,18 g.cm™.
Expresia génu gag i v nepritomnosti ostatnych retrovirusami kédovanych komponent
mé schopnost’ riadit’ formovanie a uvolfiovanie membranou obalenych, virusom
podobnych castic oznaCovanych VLPs (z angl. virus-like particles) (zhrnuté
v Hunter, 1994; Swanstrom a Wills, 1997).

Vogt a Eisenman (1973) pouzitim potkanich protilatok proti proteinom virusu vtacej
myeloblastézy (AMV) selektivne precipitovali de novo syntetizované intraceluldrne
virusové proteiny z kuracich buniek infikovanych AMV. Bunky boli predtym
metabolicky zna¢ené *’S-metioninom a vyizolované proteiny boli rozdelené
pomocou denaturujiicej polyakrylamidovej gélovej elektroforézy s dodecylsulfatom
sodnym (SDS-PAGE). Namiesto ocakavanych hlavnych viridbnovych proteinov
(Hung et al., 1971) objavili dva markantné, virusovo Specifické proteiny
s molekulovou hmotnostou 76 kDa a 12 kDa spolu s men$im mnoZstvom ostatnych
zna¢enych proteinov a dokazali, Ze va¢si polyprotein je prekurzorom najmenej dvoch
hlavnych viribnovych proteinov s molekulovou hmotnostou 24 kDa a1l kDa
a mensi je prekurzorom 11 kDa virionového proteinu.

Neskdr Jamjoon a spolupracovnici (1974) objavili v N.ILH. Swiss mouse embryo
bunkach infikovanych Rauscherovou liniou MLV protein s molekulovou
hmotnostou 70 kDa charakteristicky pre tento virus. Trypsinovym Stiepenim
virionového a intracelulirneho 70 kDa polypeptidu znaeného >°S-metioninom
dokazali, ze su identické. NavySe oba obsahovali peptidové sekvencie
charakteristické pre viridonovy p30 Stiepeny trypsinom, ¢o dokazuje, Ze mohli byt’
jeho potencialnym prekurzorom.

Oznacenie polyproteinu Gag vzniklo ako skratka z angl. group specific antigen.
Zakladom pre toto znaCenie bolo pozorovanie, Ze sérum zo Skrecka obsahujuce
protilatky proti Schmidt-Ruppinovej linii virusu vta¢ieho sarkomu (ASV) reaguje aj
s Bryanovou liniou RSV a inymi reprezentativnymi liniami ASV (Huebner et al.,
1964).

Gag je rozdeleny do oblasti, ktoré su pri maturdcii viridnu proteolyticky Stiepené

virusovou proteazou (PR, produkt génu pro). Takto z prekurzorového polyproteinu
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vznikaji minimalne tri vnutorné Struktirne proteiny spolocné vSetkym retrovirusom.
Oznacuju sa ako (i) matrixovy (MA, z angl. matrix alebo membrane associated), (ii)
kapsidovy (CA, z angl. capsid) a (iii) nukleokapsidovy (NC, z angl. nucleo capsid)
protein (Leis et al, 1977). Gag polyproteiny su u vSetkych retrovirusov
organizované v rovnakom poradi: (N)-MA-X-CA-NC-Y-(C) (obr. 7). X a'Y znalia
segmenty, z ktorych moze vznikat' jeden alebo viacero menSich proteinov, resp.
peptidov, alebo sa nemusia vyskytovat’ vobec (zhrnuté vo Vogt, 1997). Vynimkou su
spumaretrovirusy, ktorych Gag nie je proteolytycky Stiepeny. Tento rod sa

v mnohom odliSuje od ostatnych retrovirusov a preto nebude d’alej diskutovany.

AN s
ASLY | MA (p19 :'| p10 | CA (p27) l“ MNC (p12 ] PR (pl5)
p2
Myr
v | mas [ ez ] CA (p30) [ ne 10 ]|
Myr
b
HIV-1 [ MA (p17) | CA (p24) ” NC (7 H P
BMyr
AN
i
WP KV [P-‘-A Ip1a} pe4 I pl2 ] CA (p27 | NC (pid) | p4|
Myr
BTV | MA (pl10 pél |p3;|:|3 7 CA (p27) [ NC {p |
Myr
HTLY -1 | MA (p19) | CA (p24) | NC L::T":-J
Myr
“Minimum” | ]
GAG A CA NG

Obr. 7. Schématickd organizacia Gag polyproteinov u prototypickych zastupcov jednotlivych
retrovirusovych rodov. Jednotlivé domény (MA — matrixovda, CA — kapsidovd, NC —
nukleokapsidova, PR — protedza) su oddelené vertikdlnymi useckami, ktoré znacia Stiepiace miesto
pre virusovu protedzu. ASLV — virus sarkomu a leukémie vtakov; MLV — virus mySej leukémie; HIV-
1 — virus l'udskej imunodeficiencie, typ 1; MPMV — Masonov-Pfizerov opic¢i virus; MMTV — virus
tumoru mysej prsnej zlazy; HTLV-1 — virus I'udskej T leukémie, typ 1.

3.1 Matrixovy protein

Matrixovy protein (MA) tvori aminoterminalnu ¢ast Gag polyproteinov vsetkych
retrovirusov. Podla vidcSiny biochemickych kritérii sa javi ako periférny

membranovy protein (zhrnuté vo Vogt, 1997).
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Priestorové priblizenie proteinov a membranovych fosfolipidov bolo Studované
pouzitim symetrickych bifunkénych c¢inidiel, ktoré vytvaraju amidova vdzbu medzi
primarnymi aminoskupinami. Pepinsky a Vogt (1979) pomocou dimetylsuberimidatu
kovalentne prepojili v jednom pripade MA protein virusu sarkému a leukémie vtadkov
(ASLV) a v druhom pripade MLV s fosfatidyletanolaminom Specificky radioaktivne
znatenym '*C-etanolaminom. Lipid-proteinové komplexy separovali pomocou SDS-
PAGE a vizualizovali fluorogramom. Za interakcie proteinu s lipidmi virusového
obalu je zodpovedna aminotermindlna oblast ASLV MA proteinu (p19%%).
Cystinové zvy$ky v karboxyterminalnej oblasti MA  vytvaraju pomocou
disulfidickych vidzieb homotypické intermolekularne interakcie (Pepinsky a Vogt,
1984). Ztoho vyplyva Ze hlavné Strukturne rysy ASLV st reprezentované
Specifickymi interakciami MA proteinu s fosfolipidmi virusového obalu a medzi MA
proteinmi navzajom.

Matrixovy protein vac¢Siny retrovirusov je kotranslacne modifikovany acylaciou. Vo
vacsine pripadov sa jednd o zvySok kyseliny myristylovej, menej Casto o acetylovy
zvySok. Konsenzus sekvencie sluziacej ako signal pre myristylaciu je Met-Gly-X-X-
Ser/Thr. Po odstiepeni inicianého metionylu je vytvorend amidova vizba medzi
zvySkom kyseliny myristylovej a glycinovym zvySkom (Vogt, V., 1997).

Zvysok kyseliny myristilovej [CH3(CH,);2,COOH] naviazany na aminotermindlny
glycin bol prvy krat objaveny u MA proteinu (p159*%) Rauscherovej linie MLV
a Moloneyho linie MLV (morfogeneticky typ C). Tato modifikécia udel'uje proteinu
znaéna hydrofobicitu (Henderson et al, 1983). Metabolickym znadenim °H-
myristylovou kyselinou bola neskor dokdzana N-koncova myristilacia u Gag
prekurzorovych polyproteinov. MMTV (morfogeneticky typ B) a MPMV
(morfogeneticky typ D). Ku Gag prekurzorovym polyproteinom RSV (Pr767) viak
*H-myristylova kyselina inkorporovana nebola (Schultz a Oroszlan, 1983). Z toho
vyplyva, Ze myristylacia MA proteinu je spoloénym znakom cicav€ich retrovirusov
typu B, C a D ale nie vtacich retrovirusov.

Trojrozmerna Struktira MA proteinu HIV-1 (cicavéi retrovirus morfogenetického
typu C), ur¢ena rontgenovou krystalografiou, je tvorend piatimi hlavnymi helixami,
ktoré su kryté trojvlaknovym B-listom (obr. 8). Tento protein vytvara pri krystalizacii
triméry (obr. 9), pricom vznika povrch Uc€astniaci sa vdzby na membranu (obr. 10;

vid’ kapitola 5.1) (Hill et al., 1996).
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Conte so spolupracovnikmi (1997) urcila trojrozmernti Struktaru MA proteinu
MPMYV (cicav¢i retrovirus morfogenetického typu D) vroztoku, pomocou
heteronukledrnej nuklearnej magnetickej rezonancie. Tento protein sa v roztoku
vyskytuje ako monomér tvoreny Styrmi tesne zbalenymi a-helixami. Jeho Struktura je
podobna so Struktirou MA molekul cicav€ich retrovirusov typu C (obr.8). Na
povrchu molekuly sa nachadzajo dve kladne nabité oblasti. Jedna znich je
analogickd aminoterminalnej bazickej oblasti MA proteinov cicav¢ich retrovirusov
typu C, zatial co druhd nebola pozorovana u MA proteinov cicav€ich retrovirusov

typu C. Trimerizacia MPMV MA molekal vytvara bipartitny, s membranou

asociujuci signal (Conte et al., 1997).

Obr. 8. Ukézka Struktiry MA proteinov virusu ludskej imunodeficiencie (HIV), Masonovho-
Pfizerovho opi¢icho virusu (MPMV) a virusu leukémie hovéddzieho dobytka (BLV). N znaci
aminokoniec. (Prevzaté z Conte et al., 1997).

Obr. 9. (A) Pohlad na stuzkovy model matrixového triméru tvaru triskelionu pozdiZ trojpocetnej osy
symetrie. Jednotlivé podjednotky znazornené ¢erveno, zeleno a modro. (B) Priestorovy model triméru
z obrazku A. Modro su znazornené kladné naboje. (Prevzaté z Hill et al., 1996.)
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Obr. 10.  Schématicky  model

A

_ i, interakcie ~ matrixového  triméru
£k . / s membranou. Znazornené st

- L “ kg “ ““* ' L ) postranné retazce bazickych
- ] zvyskov, ktoré su esencialne (fialova)

alebo neesencidlne (zelend) pre
optimalnu replikdciu virusu. Zvysky
kyseliny myristilovej (Cervend) su
zanorené¢ do modelu fofolipidovej
membrany (Prevzaté z Hill et al,

1996).

3.2 Kapsidovy protein

Kapsidovy protein je najviacSim retrovirusovym proteinom vznikajicim
proteolytickym Stiepenim Gag prekurzoru. V maturovanom viriéne vytvara vnatorny
proteinovy plast (angl shell) obklopujaci virusovy RNA geném spolu
s asociovanymi proteinmi. Kapsidovy plast spolu komponentami v jeho vnutri
vytvara virusové jadro (angl. core) (zhrnuté¢ vo Vogt, V., 1997) Je tvoreny dvoma
doménami:  aminotermindlnou  (NTD)  vytvarajicou  spominany  plast
a karboxyterminalnou (CTD), ktorej hlavnou funkciou je sprostredkovat
homodimerizaciu Gag molekul (obr. 10) pri tvorbe nezrelych virusovych castic vo
vnutri  hostitel'skej bunky. Aminotermindlna doména HIV-1 CA pozostava
z aminokyselinovych zvyskov 1-145, karboxytermindlna zo zvySkov 148-231 a
navzajom su prepojené zvySkami 146 a 147. Rontgenova krystalografia odhalila, ze
HIV-1 CA CTD viaze ludskt peptidyl prolyl cis-trans izomeradzu cyklofilin A
(CypA; Obr. 11A). Exponovana slucka tvorend zvySkami 85-93 viaze aktivne miesto
enzymu a Pro-90 zaujima neobvyklu trans konformaciu. V krystalovej mriezke st
kapsidové molekuly zostavené v suvislych rovinnych péasoch. Postrannym spojenim
tychto pasov by mohli kapsidové molekuly vytvarat povrch virového jadra.
Cyklofilin A by potom mohol zoslabovat’ tieto spoje a umoznit’ tak rozvolnenie jadra
po vstupe viru do hostitel'skej bunky (Gamblle et al., 1996).

Nezavisle na Struktire NTD bola ziskana ikrystalova Struktara CTD HIV-1 CA
proteinu (obr. 11B). V tejto doméne sa nachadza oblast’ 20 aminokyselinovych
zvySkov vyznamnej homologie, MHR (z angl. major homology region). Tento

segment je konzervovany u vsetkych retrovirusov, s vynimkou spumaretrovirusov
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(zhrmut¢ vo Vogt, V., 1997) aje nepostradatelny pre zbalovanie, maturaciu
a infektivitu retrovirusov. Konzervované¢ aminokyselinové zvySky MHR (153-172)
v CA proteine HIV-1 vytvaraju v krystalovej strukture siet’ vodikovych vézieb, ktora
stabilizuje konformaciu CTD (Gamblle et al., 1997). Genetickd analyza CA proteinu
RSV odhalila, ze az na MHR (aminokyselinové zvysky 156-175), sa nejedna
o esencidlnu stcast’ masinérie zodpovednej za pucanie retrovirusov. Z tejto analyzy
Craven so spolupracovnikmi (1995) vyvodzuju, ze funkcie sprostredkované MHR st
vyzadované v neskorych fdzach maturdcie retrovirusovych viribnov aze su
esencialne pre spravnu funkciu virusového jadra po vstupe do novej hostitel'skej

bunky.

Obr. 11. (Predchadzajuca strana.) Stuzkové modely kapsidovych proteinov HIV-1 ziskané
rontgenovou krystalografiou, v zatvorkach uvedené ¢isla aminokyselinovych zvyskov. (A) NTD HIV-
1 CA|_51 (vpravo dole) v komplexe s CypA (vlavo hore) Vsetky helixy si a okrem poslednych troch
aminokyselinovych zvyskov tvoriacich 3o helix. Cervena B-slucka (1-13), oranzové helix 1 (17-29),
zIta helix 2 (36-43), zelena helix 3 (49- 57), purpurova helix 4 (63-83), tyrkisova helix 5 (101-104),
Cervend helix 6 (111-119) aruzova helix 7 (126-145). CypA PB-vldkna znazornené Cerveno a helixy
zeleno. Prevzaté z Gamblle et al., 1996. (B) CTD HIV-1 CAjs51031. Zlto je zobrazena disulfidicka
vizba medzi Cys198 a Cys218, ¢erveno helix 1 (11-24), fialovo helix 2, azirovo helix 3, zeleno helix
4. (C) HIV-1 CA homodimer. CAj4.,3 homodimer (azirovd) je kovalentne viazany s CAjs;
doménou (fialova). (B) a (C) prevzaté z Gamblle et al. 1997.

Doposial bola vyrieSend trojrozmerna Struktura CA proteinov virusu konske;j
infekénej anémie (EIAV), HIV-1, HTLV a RSV. Charakteristické st pre ne
helikdlne NTD a CTD spojené kratkym flexibilnym ramienkom (von Schwedler
et al., 2003). Struktara celistvého kapsidového proteinu nebola doposial’ ziskana.
Z toho pramenia menSie odchylky vo vymedzeni aminokyselinovych zvyskov
tvoriacich jednu alebo druhti doménu. Pri kryStalografickej analyze NTD CA
proteinu HIV-1 bola tito doména tvorend aminokyselinovymi zvySkami 1-151

(Gamblle et al., 1996), zatial' ¢o pri krystalografickej analyze CTD CA proteinu
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HIV-1 bola tito doména tvorend v jednom pripade aminokyselinovymi zvySkami
146-231 a v druhom pripade 151-231. Obe vytvarali zhodné kryStaly a preto bola
detailne popisand len doména pozostdvajiica zo zvySkov 151-231. Model celého
kapsidového proteinu HIV-1 (obr. 11C) bol vytvoreny kombinaciou homodiméru
CTD CAjs6231 s krystalovou Struktirou NTD CAj.51. Spoj tychto domén tvoria
u HIV-1 zvysky 146 a 147 (Gamblle et al., 1997).

3.3 Nukleokapsidovy protein

Nukleokapsidovy protein je maly bazicky protein lokalizovany v karboxyterminalne;j
Casti retrovirusovych Gag polyproteinov. U vSetkych retrovirusov s vynimkou
spumaretrovirusov obsahuje vysoko konzervovany motiv zlozeny s cysteinovych a
histidinovych zvySkov (obr. 12). Tento motiv ma Struktiru Cys-X,-Cys-X4-His-Xy-
Cys (X znaci 'ubovol'ni aminokyselinu s tim, Ze medzi prvymi dvomi cysteinovymi
zvySkami sa nevyskytuji aromatické aminokyselinové zvysky) a taktiez byva
oznaCovany ako CCHC motiv. Tento motiv je totoZzny s motivom zvanym zinkovy
prst (z angl. zinc finger), ktory sa vyskytuje i v inych proteinoch aje schopny
koordinacne viazat’ zinoCnaty kation. Retrovirusové nukleokapsidové proteiny moézu
obsahovat’ jeden alebo dve takéto motivy (Bess et al., 1992). Nukleokapsidovy
protein stimuluje asocidciu komplementarnych sekvencii RNA ¢o ma za nasledok (i)
dimerizaciu gendémovej RNA a (ii) asociaciu tRNA slaziacej ako ocko (primer) pre
reverznu transkripciu. Tieto funkcie vykazuje synteticky NC protein HIV-1
obsahujuci dva motivy zinkového prstu aj po ich odstraneni. Odstranenie bazickych
aminokyselinovych zvySkov susediacich sprvym zinkovym prstom vsak vedie
k uplnej strate aktivity. Predpokladd sa, ze bazické
zvySky kooperuji so zinkovymi prstami pri vybere
a zbal'ovani gendémovej RNA (Rocquigny et al., 1992).

Nukleokapsidovy protein bol po proteaze a RNazovej
doméne reverznej transkriptdzy tretim proteinom
pochadzajucim zHIV-1 uktorého bola urcend

trojrozmerna Strukttra (obr. 12).

Obr. 12. (Predchadzajuca strana.) Model polypeptidovej kostry HIV
NC monoméru ziskany nuklearnou magnetickou rezonanciou. Biela
nestruktirované polypeptidové useky, ruzova zinkové prsty, zIta
cysteinové amodra histidinové zvysky koordinacne viazuce
zinocnaty kation zobrazeny zlto (Prevzaté z Coffin et al., 1997,
podla Summers et al., 1992).
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Na rozdiel od predchadzajicich dvoch proteinov, ktoré boli skimané rontgenovou
krystalografiou bola, Struktira NC proteinu v roztoku uréend za pomoci nuklearne;j
magnetickej rezonancie. Uké4zalo sa, ze CCHC motif existuje ako nezdvisle zbalena
a neinteragujuca doména na flexibilnom polypeptidovom retazci. V tejto oblasti sa
nachadzaju konzervované aromatické aminokyselinové zvysky tvoriace hydrofébne
oblasti na povrchu zinkovych prstov, ktoré st esencidlne pre rozpoznanie RNA
gendomu (Summers et al., 1992).

Nukleokapsidovy protein ma doéleziti funkciu pri rozpozndvani a enkapsidécii
gendémovej RNA. Ta obsahuje vo veducej (z angl. leader) oblasti (5’ proximalna ¢ast’
kédujticej oblasti) komplexnti sekvenciu, tzv. enkapsidany signil oznaCovany
(zhrnuté vo Vogt, 1997). Synteticky peptid so sekvenciou aminotermindlnej oblasti
CCHC  zinkového  prstu  HIV-1 NC  proteinu  Specificky  viaze
oligodeoxyribonukleotid analogicky s esencialnou castou enkapsidaéného signalu.
Oligodeoxyribonukleova kyselina je viazana v jednovlaknovej A konformacii a tato
vézba je zavisla na koordina¢ne viazanom zino¢natom katione. Asociacia nukleovej
kyseliny s proteinom je podmienend hydrofébnymi interakciami a vodikovymi
mostikmi medzi postrannymi retazcami aminokyselin s nukleovou kyselinou
a stabilizovana elektrostatickymi interakciami s fosfodiesterovou kostrou nukleove;j

kyseliny (South a Summers, 1993).

3.4 Iné proteinové a peptidové sekvencie v Gag polyproteine

Okrem funkéne konzervovanych MA, CA aNC domén moze prekurzor Gag
v zévislosti na druhu retrovirusu obsahovat dalSie proteinové, resp. peptidové
sekvencie. Napriklad u RSV a MLV sa jedné o pl0, resp. pl2, bohaté na prolin a
lokalizované proximélne k C-koncu MA domény (obr. 7). Uloha tychto domén
v replikaénom cykle RSV, resp. MLV, nie je jasn4, navySe mutacnd analyza ukézala,
Ze nie su potrebné ani pre samotny proces vytvarania virusovych kapsid. Viaceré
kratke, nepomenované domény obsiahnuté v Gag polyproteinovom prekurzore by
mohli sluzit’ ako medzerniky (z angl. spacer) ul'ahcujiice spravne zbalenie (z angl.
folding) anasledné Upravy (z angl. processing) prekurzorovych molekul.

Alternativne, kedZe prekurzorovy polyprotein je stavebnou jednotkou
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retrovirusovych kapsid, niektoré jeho oblasti by mohli prechodne fungovat’ v procese
tvorby kapsid a po maturécii by uz nemuseli byt potrebné (zhrnuté v Hunter, 1994).
Gag prekurzorové polyproteiny HIV-1 a MPMV nesi na C-konci molekuly
peptidové sekvencie oznacované ako p6, resp. p4 (obr. 7). Prvll spravu o funkcii
HIV-1 p69°8 priniesol Gottlinger s kolegami (1991), ked’ zistili, Ze mutacie v tomto
proteine brania uvolfiovaniu obalenych virionov z povrchu hostitel'skej bunky.
Neskor bola v p6“ objavena sekvencia s ustrednou tlohou v neskorych fizach
zivotného cyklu retrovirusov, pri uvolfiovani virusovych castic z hostitel'skych
buniek (Huang et al., 1995; vid’ kapitolu 4.3).

Gén gag u MPMV (morfogeneticky typ D) koéduje 5° proximalne k sekvencii
koédujucej CA protein protein s molekulovou hmotnostou 12kDa (obr 7). Vysoka
hladina expresie MPMV génu gag s mutovanou sekvenciou kodujicou pl2
nenaruSuje tvorbu a uvolfiovanie virusovych castic, ktoré st vSak neinfekeéné.
Naopak, pri nizkom stupni expresie dochddza k znacnému poklesu v tvorbe
virusovych Castic z Gag prekurzorov s mutantnym p12. Nadexpresia teba prekonava
defekt sposobeny mutovanou pl2 doménou (Sommerfelt et al., 1992). Neskor bola
v sekvencii MPMV p129%  popisana doména napomahajuca tvorbe nezrelych
virusovych Castic vo vnutri cytoplazmy hostitel'skej bunky (Sakalian a Rapp, 2006;
vid’ kapitolu 4.4). Ekvivalentné proteiny st pritomné aj u MMTYV, lokalizované
medzi MA a CA doménou v Gag prekurzore (obr. 7), ale postradaji ich retrovirusy

typu C. Ich funkcia u MMTYV nebola doposial’ objasnena.

4 Funkéné domény Gag polyproteinu

V Gag polyproteine boli identifikované tri typy interakcii dolezitich pri zbalovani a
pucani retrovirusov. Domény zodpovedné za tieto interakcie boli pomenované podl'a
svojich funkcii. Doména M (z angl. membrane binding) sa zicastiiuje smerovania
a vizby na membranu, I (z angl. interaction) doména reprezentuje oblast Gag-Gag
interakcii a konecne L (z angl. late) doména zabezpecuje funkcie vyzadované
v neskorej faze pucania, pri oddelovani virionov od bunky (zhrnuté v Swanstrom a

Wills, 1997).

18



o] CA [INc] PR

X EE |
HIV J MA | CA  [INC[p8]
PTAP
Obr.13. Domény v Gag polyproteine virusov vtacej leukémie a sarkomov (ASLV) a virusu l'udskej
imunodeficiencie (HIV). M doména je esencidlna vo vdzbe na membranu, I doména predstavuje
hlavnu oblast’ Gag-Gag interakcii a L doména sa uplatiiuje v neskorych fazach pucania. Zobrazené su

i aminokyselinové zvysky dolezité pre spravnu funkciu L domény. VInovka znaci myristylovy
zvysok. (Prevzaté z Swanstrom a Wills, 1997.)

4.1 M doména

Doména zahrnutd v smerovani a vizbe Gag molekdl na membranu je lokalizovana
v aminoterminalnej oblasti Gag polyproteinu, konkrétne v MA sekvencii (obr. 13).
Pritomnost’ zvysku kyseliny myristilovej na konci gag génového produktu
retrovirusov sa zCastiluje interakcie tohto proteinu s buneCnymi membranami.
Substitticia alebo delécia glycinu v polohe 2 (Gly2) Gag prekurzorového
polyproteinu MLV (Pr65%*¢) ma za nasledok, Zze dany protein nie je myristilovany.
Tym padom neasociuje s bune¢nou membranou a nevytvara virusové Castice (Rein et
al., 1986). Rovnako substiticia Gly2 za alanin u Gag a Gag-Pol prekurzorového
poyproteinu pochadzajuceho z HIV-1 (Pr55%%, resp. Pr160%*¢™") dokazuje jeho
esencidlnu rolu pri myristilacii. Nepritomnost myristoylového zvySku na N-konci
tychto proteinov ma za nasledok blokaciu asociacie sbunecnou membranou,
akumulaciu gag a gag-pol génovych produktov v cytoplazme buniek, inhibiciu
tvorby virusovych Castic a ich uvolfiovanie z bunky (Géttlinger et al., 1989).

Myristilacia Gag polyproteinov retrovirusov je potrebna, ale sama o sebe
nepostacujuca pre asociaciu s membranou. Prvych 31 aminokyselinovych zvyskov
HIV-1 Gag polyproteinu funguje samostatne ako bipartitny signal schopny
smerovania na membranu a interakcie s acidickymi fosfolipidmi. Pozostdva zo
zvysku kyseliny myristilovej, aminoterminalnych 14 aminokyselin a nasledujicich
17 aminokyselin, z ktorych su mnohé bazické. Myristilované Gag polyproteiny
u virusu opicej, resp. macacej imunodeficiencie (SIV, resp. FIV), Moloneyho linie

MLV (Mo-MLV) a MPMV maju taktiez oblast’ bazickych aminokyselin pobliz
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N-konca. U HTLV-1 a virusu leukémie hovddzieho dobytka (BLV), ktorych Gag
polyproteiny su rovnako myristilované, je vSak tychto bazickych zvyskov relativne
malo. Naopak Gag polyproteiny RSV, EIAV a Visna virusu nie st myristilované, ale
priich N-konci sa nachadza oblast’ bazickych aminokyselin (Zhou et al., 1994). Ako
bolo uvedené v kapitole 5.1, MA protein HIV-1 vytvéara pri kryStalizacii triméry.
Trizaciou vznikd velky, bipartitny povrch, na ktorom st exponované bazické
aminokyselinové zvysky kooperujice s N-termindlne naviazanym myristylovym
zvySkom pri vizbe na membranu (obr. 8, 9 a 10) (Hill et al., 1996).

Bipartitny, s membranou asociujlici signdl lokalizovany v aminoterminélnej casti
Gag polyproteinu je regulovany v kontexte so zvySkom tohto proteinu. Dobre
funguje v kontexte celého HIV-1 Pr55%°¢ ale len slabo v samostatnom maturovanom
MA proteine (p17). Odlisna konformécia samostatného p17 proteinu HIV-1 od MA
domény v Pr55%¢ sposobuje sekvestraciu zvySku kyseliny myristilovej. Tym padom
dochadza k strate schopnosti ti¢inne sa viazat’ na membranu (Zhou a Resh, 1996).

U RSV sa M doména oznacuje AD1 (z angl. Assembly Domain 1) a je tvorena
prvymi 85 aminokyselinovymi zvySkami MA. Mutacie v AD] maji za nasledok
redukciu spracovania a akumuléciu intaktnych Gag polyproteinov. Z toho vyplyva,
Ze vdzba na membranu je prerekvizitou pre aktivaciu PR in vivo. Len 30% Gag
molektl mutantnych v ADI asociuje s membranou. Ak je ADI nahradena 8-
aminokyselinovou, membranu viazucou doménou zo Src onkoproteinu, 75% molektl
Gag je asociovanych s membranou (Wills et al.,, 1991). To poukazuje na aspon
Ciasto¢nu zamenitel'nost’ retrovirusovej membranu viaziicej domény s nepribuznou

doménou plniacou podobnu funkciu, ktorou je vdzba na membranu.

4.2 1doména

Tieto domény lokalizované v NC sekvencii (obr. 13) predstavuji hlavné oblasti
vzajomnych inerakcii okolo 2000 Gag molekul tvoriacich individudlne virusové
Castice a a zabezpe€uju tvorbu virusovych Castic so spravnou vznaSavou hustotou
(1,16-1,18 g.cm™).

Gag polyproteiny RSV a HIV obsahuju dve malé, interakéné domény prekryvajuce
motivy zinkovych prstov. Koreldcia medzi potom CCHC motivov a poctom
I domén v Gag polyproteine RSV a HIV by mohla naznafovat’ isty vztah medzi
nimi. T4to moznost’ v§ak bola vyvratena substituciou v jedinom CCHC boxe u MLV,

ktora neovplyvnila hustotu virionov (Gorelick et al., 1988; Bowzard et al., 1998).
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U MLV bola popisand jedina I doména lokalizovana taktiez v NC sekvencii. Ako
primarne funkéné komponenty I domény boli mutacnou analyzou identifikované
bazické aminokyselinové zvysky. Delécia Osmich, ztoho Styroch bazickych
aminokyselin zablokovala uvolfiovanie virionov zbuniek ako aj proteolytické
spracovanie (z angl. processing) prekurzorovych polyproteinov (Bowzard et al.,
1998).

Podobnd situdcia nastdva aj u mutantnych foriem RSV. V pripade RSV byva
I doména oznacovana ako AD3 (z angl. assembly domain 3) a v NC sekvencii tohto
retrovirusu sa nachadzaju dve jej kopie. Mutanty postradajice obe kopie AD3
vykazuji defekt v produkcii virusovych castic ¢o dokazuje, ze tato oblast’
sprostredkovava dolezité Gag-Gag interakcie a je potrebna pritvorbe kompletnych
virusovych Castic so spravnou hustotou (Bennet et al., 1993; Wills et al., 1994).
Campbell a Vogt (1995) predpokladali, Zze ak je RSV AD3 zodpovedna za Gag-Gag
interakcie, mali by byt Gag fragmenty obsahujiice AD3 schopné interakcie in vitro.
Na overenie tejto hypotézy pripravili proteiny zlozené z CA-NC domén RSV i CA-
NC a CA-NC-p6 HIV-1. Pri vhodnom pH a koncentracii soli boli vSetky tieto
proteiny schopné vytvarat utvary javiace sa v elektronovom mikroskope ako
zakryvené plochy a priblizne gulové Castice. Pritomnost RNA dramaticky zvySila
ucinnost’ skladania spominanych proteinovych konstruktov do cylindrickych castic,
ktorych velkost bola imerna dizke molekuly RNA pritomnej v systéme.
Predpoklada sa, ze I domény ovplyviiujui hustotu viridonov interakciou s RNA, priCom
ju pouzivaju ako leSenie (z angl. scaffold), podporujic tak nésledné Gag-Gag
interakcie. Na rozdiel od sekvencne Specifickej interakcie CCHC boxov sy
enkapsidaénym signdlom v 5’ proximalnej oblasti retrovirusového genému je pre
funkciu I domén charakteristickd sekvencne nezéavisla interakcia s RNA (Bowzard et

al., 1998).

4.3 L doména

Oznacenie L je skratkou (z angl.) late, o znamend neskory a vyjadruje tllohu tychto
domén v neskorej faze pucania (retro)virusov. Tieto domény boli ndjdené v Gag
polyproteinoch retrovirusov (obr. 13 a 14) i v matrixovych proteinoch rhabdovirusov
a filovirusov. Hraji hlavnu ulohu pri odskrcovani virusovych ¢astic z plazmatickej
membrany hostitel'skej bunky. Charakteristickym rysom L domén je vysoko

konzervovany motiv sprostredkovavajici protein-proteinové interakcie. Boli
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identifikované tri triedy L domén: P(T/S)AP, PPxY a YxxL (zhrnuté vo Freed, 2002)
resp. YP(x),L (zhrnuté¢ v Morita a Sundquist, 2004), interagujuce s hostitel'skymi
faktormi. Tieto domény neboli objavené ulAPs a spumaretrovirusov (zhrnuté
vo Freed, 2002; doplnené podl'a Morita a Sundquist, 2004). Delécia L domén alebo
mutacie v tychto doménach zapriciiiuji blokaciu v neskorom Stadiu uvoltiovania
(retro)virusovych Castic z buniek.
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Obr. 14. Lokalizacia L domén v retrovirusovych Gag polyproteinoch. Proteiny v ktorych sa
nachadzaji L domény s znazornené cerveno; MA — matrixovy protein, zeleno; CA — kapsidovy
protein, modro; NC — nukleokapsidovy protein, zlto. HIV-1 — virus l'udskej imunodeficiencie, typ 1;
MLV - virus mysej leukémie; RSV — virus Rousovho sarkému; M-PMV — Masonov-Pfizerov opici
virus; EIAV — virus konskej infekénej anémie. (Prevzaté a upravené z Freed, 2002)

4.3.1 HIV-1: prototyp L domény PTAP

Mutacnou analyzou uHIV-1 bol objaveny pozoruhodny virusovy fenotyp.
V karboxytermindlnom proteine p6%*¢ boli objavené aminokyselinové sekvencie (obr.
12 a 14) nevyhnutné pri kritickom poslednom kroku pucania virusovych Ccastic.
V nepritomnosti sekvencii v HIV-1 p6%* sa sice virusové ¢astice zbaluju na
cytoplazmatickej membrane, ale nie st €inne uvolfiované. Elektronova mikroskopia
odhalila, Ze sa akumuluju prichytené na povrchu bunky majic nematurovani
morfologiu (obr. 15).

Vysoko konzervovany Pro-Thr-Ala-Pro (PTAP) motiv lokalizovany medzi
aminokyselinovymi zvyskami 7-10 v p6“* u HIV-1 je esencialny pre uéinni

produkciu virusovych castic. Substitucia vSetkych Styroch i jednej zo spominanych
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aminokyselin ma za ndsledok dramatické znizenie v pocte uvolnenych virusovych
Gastic, pritom skracovanie p6°*¢ od C-konca, bez zasahu do PTAP motivu, ani
mutacie mimo tato konzervovanil sekvenciu nemju vplyv na produkciu virusovych

Castic (Huang et al., 1995).

Obr. 12. Membranova asociacia p6-mutantnych virusovych castic HIV-1. Transmisny (A-C)
a skenovaci (D) elektromikrograf COS-7 buniek transfekovanych mutantnym provirusom. Zvécsenie:
(A) 14800x ; (B) 31900x ; (C) 19500x ; (D) 6600x . (Prevzaté z Gottlinger et al., 1991.)

Ak je polyprotein Gag s mutantnym p6 exprimovany v nepritomnosti ostatnych
virusovych proteinov, dochadza k Gc¢innej produkcii virusovych ¢astic. Pozorovanie,
ze inaktivacia virusovej proteazy (PR) mutaciou v aktivnom mieste prekonava defekt
spodsobeny mutaciou v p6°*¢ nasvediuje tomu, Ze p6°*¢ nie je potrebny pre produkciu
a uvolnovanie virusovych €astic v nepritomnosti aktivnej PR (Huang et al., 1995).

V COS-7 bunkiach (bunec¢nd linia pochddzajica z opic, transformovana virusom
SV40) transfekovanych mutantnou formou HIV-1 so substituciou dvoch
konzervovanych prolinovych zvyskov v p6“*¢ oblasti, rovnako ako v nepritomnosti
celej oblasti p6“*, nebola pozorovana replikacia virusu. V Jurkat bunkach (T
bune¢nd linia pochadzajica od cloveka sakatnou T leukémiou) vSak nebol
pozorovany negativny dopad spominanej substitucie na replikaciu virusu (Gottlinger
et al, 1991). Neskor sa ukéazalo, ze klon HIV-1 s mutdciami v PTAP sekvencii
v p6°* doméne nebol schopny produkovat virusové &astice ani z HeLa buniek
(bunec¢na linia odvodend od l'udkého cervikalneho karcindmu) ani sa replikovat v T
bunecnej linit CEM(12D-7) (Huang et al., 1995; Demirov et al., 2002). Podobny
defekt bol pozorovany v 293T bunkéach (P'udské oblickové bunky) i CV-1 bunkach

(opicie oblickové bunky) (Demirov et al., 2002). Toto pozorovanie naznacuje, ze
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virusové funkcie potrebné pre uvol'fiovanie ¢astic sa mozu lisit’ v réznych bune¢nych
typoch iked pri tomto konStatovani treba mat’ na pamiti, ze popisana bola jedina
bune¢na linia v ktorej sa neprejavil spominany defekt anavySe sa jednd

o transformovanu bune¢nt liniu.

4.3.2 RSV: prototyp L domény s PPxY motivom
Sekvencia p2b (obr. 14) unikatna pre RSV Gag obsahuje Pro-Pro-Pro-(Trp/Tyr)-Val

[PPP(W/Y)V] motiv, umiestneny v blizkosti miesta Stiepenia virusovou PR medzi
MA proteinom a susednym p10. U RSV bol tento motiv oznaceny ako AD2 (z angl.
Assembly Domain 2; ako ADI, resp. AD3 bola u RSV oznacend M, resp. I doména;
vid’ kapitola 5.1, resp. 5.2). U retrovirusov s Trp na mieste Tyr je Val konzervovany
a v blizkosti sa nachddza druhy PPPY motiv. Valin nie je konzervovany medzi
ostatnymi retrovirusmi. Klony s mutdciami v AD2 vykazuju vysoky stupen
proteolytického spracovania ale bez nésledného uvolfiovania virusovych Ccastic
z hostitel'skych buniek. AD2 ma preto tlohu v neskorej faze procesu pucania RSV
z hostitel'skej bunky. Genetickou komplementaciou sa zistilo, ze funkcia AD2,
rovnako ako AD1 i AD3 nie je potrebna na kazdej Gag molekule v populdcii, pretoze
vo viriénoch so spravnou vznasavou hustotou (1,16-1,18 g.cm™) boli objavené aj
Gag molekuly s defektnymi AD. Narozdiel od HIV-1, inaktivicia PR u RSV
neprekonava negativny vplyv mutdcii v AD2 na uvolfiovanie virusovych castic

z povrchu hostitel'skej bunky (Wills et al., 1994).

4.3.3 EIAV: prototyp L domény s YxxL motivom

Protein p9“*¢ u EIAV (obr. 14) je funkénym homologom proteinov p6°*¢ u HIV-1
a p2b°* u RSV a ma esencialnu tlohu v neskorych fizach pudania virusovych Gastic
z hostitel'skych buniek (Parent et al., 1995). V aminokyselinovej sekvencii p9“¢ u
EIAV bol identifikovany Tyr-x-x-Leu motiv plniaci tlohu L domény. Z 51
aminokyselin tvoriacich EIAV p9* je 11 aminokyselin v polohach 10-20, ktoré st
schopné sprostredkovat’ funkcie potrebné v neskorom $tadiu uvolfiovania viridnov.
Tieto funkcie moézu byt naruSené mutdciou aminokyselinovych zvyskov Tyr23,
Pro24 a Leu26 (Puffer et al.,, 1997). HIV-1 motiv PTAP, resp. RSV motiv PPPY
v kontexte p6°*, resp. p2b*¢ su schopné suplovat’ funkcie potrebné v neskorej faze

pucania p9“*¢ deficientného EIAV (Puffer et al., 1997).
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4.3.4 MPMYV: retrovirus s L doménami PPPY i PSAP

Gén gag u MPMV (morfogeneticky typ D) kdéduje fosfoproteiny pp24 a ppl6 (obr.
14), pricom pp16 je C-termindlne lokalizovany Stiepny produkt pp24 obsahujuci Pro-
Pro-Pro-Tyr (PPPY) motiv. Motiv PPPY je postradatel'ny pri zbal'ovani kapsid ale je
esencidlny pre uvolfovanie virionov z hostitel'skych buniek. Mutantnym formam
MPMV s odstranenym ppl6°* moze byt navratend schopnost’ pu¢ania inzerciou
samotného PPPY tetrapeptidu na Tubovolné miesto v sekvencii Gag. Mutanty
s deléciou tohto tetrapeptidu isbodovou muticiou ktorejkol'vek zo Styroch
aminokyselin tvoriacich tento motiv nie su schopné uvolnenia z hostitel'skej bunky
(obr. 13). Kl'icova rola, ktort ma PPPY motiv v neskorej fize pucania retrovirusov
typu D, predchddza maturovaniu a je na iom nezavisla (Yasuda a Hunter, 1998).

V blizkosti PPPY motivu sa u MPMV nachédza d’alsi L doménovy motiv PSAP.
Kym mutacia v PPPY doméne kompletne zablokuje uvol'fiovanie virionov (Yasuda
a Hunter, 1998), PSAP doména ma pridavnu funkciu a vyzaduje intaktnu PPPY
doménu (Gottwein et al., 2003).
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Obr. 15. Transmisné elektronové mikrografy ultratenkych rezov COS-1 buniek exprimujucich divoké
a mutantné formy MPMV gendémov. (A) Divoky typ; (B) mutant s deléciou PPPY motivu; (C) mutant
s deléciou pp16 a zéroved s inzerciou PPPY motivu. Usetka (panel B) ma 100nm. (Prevzaté z Yasuda
a Hunter, 1998.)

4.4 Iné funk¢né oblasti v molekulich Gag polyproteinu

Rhee a Hunter (1990) popisali zaujimavii mutantni formu MPMV (oznacenie
R55W), uktorej stacila jednoaminokyselinova zdmena tryptofanu za arginin
v polohe 55 v MA proteine sposobit’ konverziu z morfogenetického typu D na typ C.
V bunkéch transfekovanych mutantnou R55W formou MPMV genému boli Gag

prekurzorové polyproteiny transportované k plazmatickej membrane, kde prebiehal
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proces tvorby virusovych kapsid sicasne s ich pucanim z bunky. Na zaklade svojich
studii dospeli k zaveru, ze Gag polyprotein retrovirusov vykazujicich morfogenézu
typu D obsahuje dominantne fungujuci signal braniaci pred¢asnému transportu
prekurzorovych molekul k plazmatickej membrane. Namiesto toho su prekurzorové
molekuly smerované a zadrziavané v urcitej oblasti cytoplazmy, kde dochadza
k zvySeniu koncentracie tychto molektl na troven potrebnll pre samozbal'ovanie do
nezrelych virionov. Preto sa zda, Ze proces tvorby retrovirusovych kapsid sa lisi len
v mieste vo vnutri bunky na ktoré su smerované prekurzorové molekuly(Rhee
a Hunter, 1990).

Neskdr bola v MA proteine MPMV identifikovand oblast 18 aminokyselin
zodpovedna za Specificki morfogenézu typu D a timito 18 aminokyselinami by
mohol byt definovany novy cicav¢i signal pre smerovanie a zadrziavanie proteinov
v cytoplazme, oznaCovany skratkou CTRS (z angl. cytoplasmic tergeting/retention
signal). T4to oblast’ je konzervovana medzi MPMV a MMTYV (morfogenticky typ B),
ale tie aminokyselinové zvysky v sekvencii MA proteinu Mo-MLV (morfogeneticky
typ C), ktoré su ekvivalentné tym v polohe 50-55 v sekvencii MA proteinu MPMV,
chybaju (obr. 16).
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Obr. 16. Porovnanie aminokyselinovych sekvencii matrixového proteinu Mason-Pfizerovho opicicho
virusu (MPMYV), virusu tumoru mysej prsnej zl'azy (MMTYV) a Moloneyho virusu mysej leukémie
(Mo-MLYV). Cisla udévaji polohu prvej, resp. poslednej aminokyseliny v zapisanej sekvencii, symbol
# znaci identickl aminokyselinu, symbol * znaci konzervativnhu aminokyselinovll zamenu a pomlcky
v zapisanej sekvencii Mo-MLV znamenajui medzery zavedené do sekvencie kvoli maximalizacii
homolégie medzi zapisanymi proteinovymi sekvenciami. (Podl'a Rhee a Hunter, 1990.)

Sekvencia CTRS v MA proteine MPMV interaguje kotranslatne s
dynein/dynaktinovym motorovym komplexom a Gag molekuly sii pozdiz mikrotubul
transportované do pericentriolarnej oblasti oblasti cytoplazmy hostitel'skej bunky. V
tejto oblasti vznikaju mikrodoény, ktoré su miestom translacie mRNA i formovania
nezrelych virusovych kapsid (Sfakianos et al., 2003a). Z pericentiolarnej oblasti st
nezrelé virusové kapsidy transportované k cytoplazmatickej membrane v zavislosti
na interakcii Gag molekal s produktmi génu env. Exocytotické sekrecné drahy,
ktorych sucastou su endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat, vSak nie su

zahrnuté v tomto procese a nezrelé kapsidy zostavaji v cytoplazme a nedostavaju sa
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do vnutrobune¢nych oddielov. Molekuly Gag interaguju s konzervovanym motivom
v cytoplazmatickej ¢asti molekul Env, ktoré su transportované drahami recyklujicich
endozémov. Z toho vyplyva, Ze transport preformovanych kapsid z pericentriolarnej
oblasti k plazmatickej membrane je podmieneny interakciou s molekulami Env

a zéavisly na funkénom vezikularnom transporte (Sfakianos a Hunter, 2003b).

5 Triedenie proteinov a formovanie vackov v MVB

MVBs (z angl. Multivesicular Body) st casti endozomalneho systému
eukaryotickych buniek formované invaginaciou a pucanim vackov z limitujucich
membran endozémov do lumen tychto kompartmentov. Monoubiquitinylacia slizi
ako signal smerujici proteiny do MVB. Formovanie vackov MVB i triedenie
monoubiquitinylovanych proteinov zavisi na funkcidch skupiny konzervovanych
proteinov. Povodne bolo uS. cerevisiae identifikovanych 18 tychto proteinov
nazvanych Vps (z angl. Vacuolar protein sorting) proteiny triedy E. U cicavcov
vratane Cloveka je zndmych 25 homolégov kvasnicnych Vps proteinov triedy E.
Viacsina Vps proteinov triedy E tvori tri heteromérické komplexy oznacované
ESCRT-I, ESCRT-II a ESCRT-III (z angl. Endosomal Sorting Complex Required for
Transport). Tieto proteinové komplexy st prechodne regrutované z cytoplazmy na
endozomalnu membranu kde po poradi funguji pri triedeni proteinov a formovani

MVB (zhrnuté v Babst, 2005).

5.1 Ubiquitin

Retrovirusové L domény interaguju s hostitel'skou ubiquitinylacnou masinériou
(zhrnuté v Morita a Sundquist, 2004). Ubiquitin (Ub) je protein pozostavajici zo 76
aminokyselinovych zvySkov. Proces ubiquitinylacie zacina kovalentnym pripojenim
Ub k postrannému retazcu Cys zvySku Ub-aktivaéného enzymu. Ub-aktivacny
enzym sa taktiez oznaCuje E1 aUb je knemu viazany vysoko energetickou
thioesterovou vdzbou. Nasledne dochddza k transferu Ub na Ub-konjugacny enzym
oznacovany E2 alebo UBC (z angl. ubiquitin conjugating enzyme). Nakoniec je Ub
za asistencie Ub ligadzy (E3) preneseny na postranny retazec Lys zvySku cielového
proteinu. Cicav¢ie bunky exprimuji pocetnil rodinu E2 a E3, ktor¢ sa liSia svojou
Specifitou. V bunkdch je pritomnd ajrodina proteinov zdielajica vysoky stupen
sekvenénej ipredikovanej Struktirnej podobnosti s E2. Clenovia tejto rodiny sa

nazyvaju ako E2-podobné (z angl. E2-like), UBC-podobné (z angl. UBC-like) alebo
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UEV (z angl. ubiquitin E2 variant) proteiny. Postradaju vSak Cys v katalytickom
mieste a preto su neschopné priamej vdzby s Ub. Tieto enzymaticky neaktivne
proteiny sa javia ako regulatory modulacie alebo inhibicie ubiquitinyla¢nych reakcii.
Zatial ¢o polyubiquitinylacia smeruje proteiny k degradacii v 26S proteazome,
monoubiquitinylacia slizi ako signdl pre internalizaciu proteinov z cytoplazmatickej
membrany alebo ako signdl smerujuci proteiny do endocytotyckych alebo

biosyntetickych drah v MVB/naskorych endozémov (zhrnuté vo Freed, 2002).

5.2 HRS komplex

Prvym komplexom triedy E rozpoznavajiicim ubiquitinylované proteiny je komplex
HRS, ktory je homoléogom kvasniéného Vps27. HRS je rozpustny protein
regrutovany na membranu ranych endozomov interakciou s fosfatidylinositol-3-
fosfatom cez svoju FYVE doménu. HRS komplex regrutuje ESCRT-I komplex
priamou interakciou ESCRT-I s HRS a TSG101 (Tumour Suspectibility Gene)
(zhrnuté v Morita a Sundquist, 2004; Babst, 2005). HRS obsahuje dva s ubiquitinom
interagujuce motivy (UIM) viazuce ubiquitinylované proteiny a je dolezity pre
triedenie proteinov do MVB. HRS funguje ako adaptorovd molekula viazuca
monoubiquitinylované proteiny a ESCRT-I. Interakciou s klatrinovym plastom
endozémov potom koncentruje a lokalizuje proteiny do MVB (zhrnuté v Babst,

2005).

5.3 ESCRT-I

ESCRT-I je komplex troch proteinov: TSG101 (kvasni¢ny homoldég Vps23/Stp22),
VPS28 a VPS37 A-D (kvasni¢né homology oznaCované Vps). ESCRT-I sluzi
v endozémoch ako triediaci receptor rozpoznavajuci monoubiquitinylované proteiny
uréené pre roztriedenie do MVB. Ubiquitinylacia TSG101 mé za nésledok disociaciu
tejto podjednotky ESCRT-I od membrany a preto ma negativnu regula¢nu funkciu
(zhrnuté v Babst, 2005).

5.4 ESCRT-1I

Daldim komplexom regrutovanym na miesto biogenézy MVB je ESCRT-II
pozostavajaci z VPS22, VPS25 a VPS36 (zhrnuté v Babst, 2005) alternativne
oznacovanych EAP45, EAP30 a EAP20 (zhrnuté v Morita a Sundquist, 2004).

VPS36 obsahuje tzv. NZF doménu viazicu ubiquitin. Vézba ubiquitinu je esencidlna
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pre funkciu ESCRT-II. Interakcia ESCRT-I 1 ESCRT-II s ubiquiinylovanymi
proteinmi nesliizi len pri triedeni proteinov ale ma aj regula¢na ulohu pri aktivacii
nasledujtcich dejov, ako je formovanie ESCRT-III (zhrnuté v Babst, 2005). Zatial’

vsak nebola zistend priama suvislost ESCRT-II s pucanim (retro)virusov (Morita

a Sundquist, 2004).

5.5 ESCRT-III

Tento komplex pozostdva so vziajomne homologickych podjednotieck so silne
bazickym N-koncom, silne kyslim C-koncom a predikovanou centradlnou oblastou
s konformaciou zvinutej 3robovice (z angl. coiled-coil). Sest kvasniénych
podjednotieck ESCRT-III mé u ¢loveka desat’ ortologov oznaovanych ako CHMP
proteiny. Desat’ CHMP proteinov sa rozdeluje do Siestich skupin homologickych
s kvasnicnymi proteinmi. Tichto Sest’ skupin sa d’alej rozdeluje na tri podskupiny:
CHMP4/6, CHMP2/3 a CHMP1/5. Subkomplex CHMP4/6 je regrutovany na
endozomalnu membranu priamou interakciou CHMP6 s ESCRT-II. Protein CHMP4
viaze d’alsi protein triedy E: AIP1/Alix (kvasni¢ny ortolég Brol/Vps31). CHMP2/3
subkomplex je regrutovany subkomplexom CHMP4/6, pricom CHMP3 viaze
fosfatidylinositol-5-fosfat. Kvasni¢né ortology CHMP1 a CHMPS (Did2 resp.
Vps60) maju regulaénu funkciu. Negativne dominantné mutanty véacsiny CHMP
proteinov su potencidlnymi inhibitormi uvolfiovania HIV a EIAV zbuniek. To
naznacuje, Ze tieto proteiny sa svojimi funkciami z(c€astiiuju pucania retrovirusov

(zhrnuté v Morita a Sunquist, 2004).

5.6 AIP1/Alix

LCudsky ortolog kvasni¢ného proteinu Brol je dal$i protein triedy E interagujuci cez
svoj PTAP element s TSG101 a CHMP4 triedou ESCRT-III proteinov. AIP1/Alix
poméaha kontrolovat’ formovanie vackov puciacich dovnutra MVB. Je mozné ze ma
dolezitu ulohu pri generovani zdhybov membrany. Tento protein je vdzbovym
partnerom pre L domény triedy YP(x),L. To naznacuje, Ze (retro)virusy modzu
vstupovat’ do masSinérie MVB drah priamou interakciou s proteinom AIP1/Alix
(zhrnuté v Morita a Sunquist, 2004). Protein Brol v kvasni¢nych bunkach regrutuje
deubiquitinaény enzym Doa4. Enzym Doa4 odstrafiuje ubiquitin z oznacenych
proteinov. Brol/ALIX taktiez interaguje s ESCRT-I a Vps4 amdze sluzit' ako

spojovnik medzi rdznymi ESCRT. Na ddovazok protein Brol prechodne interaguje
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najprv s ESCRT-I, potom s ESCRT-III, na zaver s Vps4 ato presne v tomto poradi
(zhrnuté v Babst, 2005).

5.7 Proteiny VPS4

Tieto multimérne ATPazy triedy AAA su jedinymi proteinmi triedy E
s enzymatickou aktivitou. Po dokonceni triedenia proteinov v MVB sa viazu na
ESCRT-III a za spotreby ATP rozkladaju tento komplex. V cicav¢ich bunkach sa
nachadzaju dva Vps4 paralogy: VPS4A a VPS4B/Skdl, vykazujuce 80% vzajomnej
sekvencnej identity a 59 resp. 60% identity s kvasnicnym ortolégom. Mutantné
formy VPS4 neschopné vdzby alebo hydrolyzy ATP inhibuji triedenie proteinov
v MVB. V pritomnosti tychto mutant zostavaju vSetky ostatné proteiny triedy E

prichytené k limitujicim membranam kompartmentov triedy E.

6 Interakcie L domén s buneénymi proteinmi

(Retro)virusové L domény funguji v interakcii s hostiteI'skymi faktormi pri
uvolniovani virionov cez plazmatickli membranu hostitel'skej bunky v procese
pucania. L domény st malé, obsahuji motivy zucastiiujice sa protein-proteinovych
interakcii medzi buneénymi proteinmi a v niektorych pripadoch funguji i po prenose
z jedného virusu do druhého aaj po umiestneni do neprirodzenej pozicie v Gag

polyproteine (zhrnuté vo Freed, 2002).

6.1 L doména P(T/S)AP interaguje s TSG101

Protein TSG101 (tumor susceptibility gene 101) (obr. 17) je buneénym proteinom
napomdhajicim triedeniu proteinov do MVB (vid’ kapitolu 5.2). Patri do rodiny
proteinov s enzymaticky neaktivnou E2 doménou. V N-terminalnej ¢asti molekuly sa
nachadza tzv. UEV (z angl. ubiquitin enzyme 2 variant) doména vykazujuca
Struktirnu podobnost’ s ubiquitin E2 ligdzami (vid’ kapitolu 5.1). Tato doména je
schopna viazat’ ubiquitin (Ub) ale strada cysteinovy zvySok v aktivhom mieste, ktory
je potrebny k enzymovému prenosu Ub (zhrnuté v Morita a Sunquist, 2004; Freed,

2002).
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Obr. 17. Schématickd organizacia molekuly TSG101. N-koniec, (1.) UEV doména, (2.) oblast’
zvinutej Srobovice (z angl. coiled-coil), (3.) C-koncova oblast’ a C-koniec molekuly. Medzi (1.) a (2.)
sa nachadza oblast’ bohata na prolin. (Podl'a Freed, 2002.)

P(T/S)AP L doména vyskytujuca sa napr. v HIV-1 p6°* (Gottlinger et al., 1991;
Huang et al, 1995) alebo v MPMV pp24“¢/pp16*¢ (Gottwein et al, 2003)
interaguje s TSG101 (Garrus et al, 2001). V dvojhybridovom systéme bolo
preukézané, e Pudsky TSG101 viaze HIV-1 p6°* a bodovymi muticiami v PTAP
motive sa zistovalo, ¢i interakcia s TSG101 vyzaduje neporuseni L doménu.
Vysledky potvrdili Specificka vizbovua interakciu PTAP motivu s TSG101 (Garrus et
al., 2001). Garrus so spolupracovnikmi (2001) d’alej zistovali, ktora ¢ast’ molekuly
TSG101 interaguje s PTAP motivom v HIV-1 p6°*. V dvojhybridovom systéme sa
ukazalo, ze HIV-1 p6°* sa viaze do N-terminalnej ¢asti TSG101 (aminokyselinové
zvysky 1-207) obsahujiucej UEV doménu. Na zéklade toho pripravili rekombinantny
protein TSG101 s UEV doménou (tvoreny aminokyselinovymi zvyskami 1-145),
pomocou ktorého popisali interakciu HIV-1 p6€ s touto ¢astou molekuly TSG101

in vitro.

6.2 L doména PPxY interaguje s Nedd4

Nedd4 (z angl. neuronal precursor cell-expressed developmentally downregulated 4)
a Nedd4 podobné proteiny tvoria pocetni rodinu E3 Ub-ligaz (vid’ kapitolu 5.1).
Tieto proteiny maji spolo¢né tri domény (obr. 18): (i) N-terminalnu viazucu lipidy
(C2), (ii) tzv. WW (W znaci tryptofan moduly pritomné vo viacerych kopiach a (ii)
C-terminalnu tzv. Hect doménu (z angl. homologous to E6-associated protein C-

terminus) s Ub-ligdzovou aktivitou.

v HH—HHEE

Ww

Obr. 18. Schématickd organizdcia molekuly Nedd4. N-koniec, (1.) C2 doméne, WW moduly
s tryptofanovymi zvySkami, (2.) Hect doména a C-koniec. (Podl'a Freed, 2002.)

Kikonyogo so spolupracovnikmi (2001) vyslovila hypotézu, podla ktorej mozu

rozdiely v sekvencii troch doteraz popisanych L domén (zhrnuté vo Freed, 2002)
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nasvedcovat’ dvom moznostiam: (i) kazdd L doména vyuziva inll dradhu v procese
pucania retrovirusov, alebo (ii) kazdd L doména viaze odlisné komponenty jedine;j
drahy. Pre overenie tejto hypotézy pripravili peptidy pozostavajuce z troch
tandemovych repeticii 11-aminokyselinovej p2b sekvencie obsiahnutej v RSV Gag
polyproteine. Tie pouzili pri vyhl'adavani interakénych partnerov v kuracej cDNA
expresnej kniznici. Objavili tak dva klony koédujuce ¢lenov Nedd4 rodiny E3 Ub-
ligdz, ktoré pomanovali LDI-1 a LDI-2 (z angl. late domain-interacing protein 1 a 2)
Aby zistili, nakol’ko je interakcia Specifickd, testovali in vitro mutantné formy RSV
L domén saminokyselinovymi substiticiami v PPxY motive. Tieto mutanty
neinteragovali s LDI-1 ani s LDI-2. NavysSe zistili, ze LDI-1 a LDI-2 neinteraguju in
vitro s peptidovymi sondami odvodenymi od HIV p6 a EIAV p9 (Kikonyogo et al.,
2001).

6.3 L doména YP(x),L interaguje s AIP1/ALIX

Protein AIP1/ALIX ma doleziti ulohu nielen v bune¢nych endozomalnych drahach
(vid’ kapitolu 5.6) ale ivdynamike cytoskeletu, pri apoptéze a v regulacii JNK
signalnej drahy (zhrnuté vo Fisher et al., 2007).

N 1. | 2. -C

Obr. 19. Schématicka organizacia molekuly l'udského ALIX. N-koniec, (1.) Brol doména, (2.)
V doména, (3.) PRR oblast’ bohata na prolin, C-koniec. (Podl'a Fisher et al., 2007)

Molekula AIP1/ALIX viaze p9°* doménu EIAV i p69* oblast HIV-1 obsahujiice L
doménovy motiv (Strack et al., 2003). V HIV-1 itruktirnom proteine p6“*% sa okrem
7PTAP;y motivu s primarnou L doménovou funkciou nachadza i sekvencia
36YPLASL,; atieto funguju vtandeme (Fisher et al., 2007). Molekula l'udského
proteinu  ALIX je rozdelenda do troch domén (obr. 19): Brol doména
(aminokyselinové zvysky 1-358), centralna ,,V* doména (aminokyselinové zvysky
362-702) aoblast bohatd na prolin (PRR, zangl. proline-rich region;
aminokyselinové zySky 703-868). Brol doména ma svoj analdog v kvasnicnom
proteine Brolp, je usporiadana okolo centralnej repeticie a interaguje s proteinom
CHMP4 (vid’ kapitolu 5.5), centrdlna V doména je tvorend dvomi rozsiahlymi

ramenami vzajomne usporiadanymi do tvaru pismena V a oblast PRR interaguje
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s proteinom TSG101. Centrdlna V doména interaguje s retrovirusovymi Gag
molekulami obsahujucimi YP(x),L motiv pravdepodobne cez vysoko konzervovany
hydrofoébny zliabok lokalizovany na jednom z ramien tvoriacich tito doménu. Zatial
¢o u EIAV mutécie v YPDL motive vyrazne zniZuju uvolilovanie virusovych Castic
z hostitel'skych buniek, u HIV-1 nemaji taky dramaticky vplyv ako mutécie

v primadrnom L doménovom PTAP motive (Fisher et al., 2007).

6.4 Uloha proteazomov pri puani retrovirusov

Na pociatku vyskumov zaoberajicich sa ulohou ubiquitinu (Ub) (vid’ kapitolu 5.1)
pri zbalovani a pu€ani retrovirusv bolo objavenie volnych molektl Ub v Casticiach
virusu Rousovho sarkému (Putterman et al., 1990). Tito autory vylucili inkorporaciu
Ub do viridbnov v zavislosti na Env polyproteinovom prekurzore imoznost, ze
molekuly Ub sa dostdvaju do virionov pripojené na molekuly Gag polyproteinu.
Neskor sa vsak ukazalo, ze u HIV-1 a SIV je Ub kovalentne pripojeny k molekulam
p6%¢ auMo-MLV k molekulam p129°¢ (Ott et al, 1998). Prvym retrovirusom
u ktorého bola popisand suvislost medzi inhibiciou proteazomov a redukciou
spracovania Gag polyproteinov, znizenou schopnostou pucania, maturacie
a infektivity bol HIV-1 a HIV-2. Analyza elektronovou mikroskopiou odhalila defekt
v poslednom $tadiu uvolmiovania viridnov z hostitel'skych buniek podobny tomu
s mutaciou v L doméne lokalizovanej u HIV-1 v p65* (vid’ kapitolu 4.3.1) (Schubert
et al, 2000). Dalsim retrovirusom uktorého bol popisany negativny vplyv
inhibitorov proteazomov na uvolfiovanie z hostitel'skych buniek je RSV. Tento efekt
moze byt preklenuty nadprodukciou Ub v hostitel'skych bunkdch alebo priamou
fuziou molekuly Ub na karboxylovy koniec Gag molekuly (Patnaik et al., 2000).

Komplexnii pracu o poziadavkdch roéznych druhov retrovirusov na funkcie
proteazomov priniesol Ott so spolupracovnikmi (2003). Zhrnuli v nej poznatky
o interakcii retrovirusovych L domén s ubiqutinacnym systémom a preskiimali MLV,
MPMV a MMTV vo vztahu k ubiquitinaénému systému. Tieto tri retrovirusy sa od
tych ¢o boli dovtedy prekiimané v suvislosti s ubiquitinylacnym systémom liSia
v organizacii Gag molekul (obr. 6), L domén (obr. 11) a miestom skladania virionov.
Vysledkom boli zistenia, ze inhibicia proteazomov hostitel'skych buniek ma
negativny vplyv na pu¢anie MLV (morfogeneticky typ C, L doména PPPY) i MPMV
(morfogeneticky typ D, L doména PPPY). Pucanie MMTV (morfogeneticky typ B,

nezndma L doména) nebolo inhibitormi proteazomov vyrazne ovplyvnené.
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K podobnému zaveru dospel vyskum EIAV (morfogeneticky typ C, L doména
YPDL) (Ott et al., 2002).

7 Zaver

Retrovirusy boli dlh§iu dobu skiimané nielen ako vyznamné patologické agens
zivocichov vratane ¢loveka, ale so svojou jedine¢nou biolégiou sa stali systémom
pouzivanym pri $tidiu mnohych aspektov virusovej replikacie a pomohli odhalit
nejednu nezndmu v bioldgii hostitel'skych buniek. V uplynulom case si ziskali
nezastupitelné miesto pri skimani dejov suvisiacich s uvolmiovanim nelytickych,
obalenych virusov z buniek. Retrovirusy st schopné uzurpovat a presmerovat
bunecné funkcie normélne stvisiace s triedenim proteinov a formovanim membranou
obalenych vnutrobune¢nych vackov. Preto je kapitola venovand timto bunecnym
procesom a proteinom, ktoré st v nich angazované, neoddelitelnou stcastou tejto
reSerSnej prace. V uvode strucne uvddzam Ccitalela do problematiky retrovirusov
a nasledne ho oboznamujem s morfolégiou a morfogenézou retrovirusovych castic.
Tieto informacie st podstatné pre pochopenie uZzSich suvislosti. Praca pokracuje
prehl'adom o Struktare proteinov tvoriacich retrovirusové Castice a na fiu nadvéizuje
pojednanie o funkciach spojenych so Struktirnymi proteinmi retrovirusov.
Podrobnejsie sa venujem tzv. L doménam (z angl. late, neskory), ktoré maji
podstatni a nezastupitelntt ulohu v kritickych poslednych krokoch uvoliiovania
virusovych castic z hostitel'skych buniek. Toto zhrnutie najvyznamnejSich $tadii
venujucich sa zbalovaniu retrovirusovych castic a ich uvolfiovaniu z buniek ma
posluzit’ ako teoreticky zaklad pre diplomova pracu zamerani na Stidium
prototypického zéastupcu betaretrovirusov, virus tumoru mySej prsnej zlazy
(MMTYV). Okrem matrixového, kapsidového a nukleokapsidového proteinu st v Gag
polyproteinovom prekurzore MMTV obsiahnuté proteinové sekvencie s nezndmou
funkciou arovnako nebol doposial u MMTV popisany motiv s L. doménovou
funkciou. Zdanlivé nedostatky vo vyskume MMTYV boli sposobené problematickym
klonovanim tohto virusu. V naSom laboratoriu mame v sucastnosti k dispozicii
bune¢ni liniu stabilne transfekovant MMTV avenujeme sa objasfiovaniu

neznamych v procese zbalovania a puc¢ania MMTV.
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8 Zoznam pouZitych skratiek

AD - domény podstatné pre zbal'ovanie retrovirusov (z angl. assembly domain)
Ala - alanin

ALV - virus vtacej leukémie (z angl. avian leukosis virus)

AMYV - virus vtacej myeloblastozy (z angl. avian myeloblastosis virus)

ASLYV - virusy sarkdmov a leukémie vtakov (z angl. avian sarcoma/leucosis viruses)
ASV - virus vtacich sarkomov

BLYV virus leukémie hoviddzieho dobytka (z angl. bovine leukemia virus)

CA kapsidovy protein

CTD - karboxyterminalna doména (z angl. C-terminal domain)

CypA - cyklofilin A

Cys - cystein

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsDNA - dvojvlaknova

dut - retrovirusovy gén kédujuci dUTPazu

dUTPaza / DU - deoxyutidin trifosfatdza

GDP - guanozin difosfat

EIAV - virus konskej infekénej anémie (z angl. equine infectious anemia virus)
env - retrovirusovy gén kodujiici obalové proteiny

Env - obalové proteiny (z angl. envelope)

FIV - virus macacej imunodeficiencie (z angl. feline immunodeficiency virus)
gag - retrovirusovy gén kodujlci Struktiirne proteiny

Gag - Strukturny polyprotein (a angl. group specific antigen)

GDP - guanozin difosfat

Gly - glycin

HFV - l'udsky penovy virus (z angl. human foamy virus)

His - histidin

HIV - virus 'udskej imunodeficiencie (z angl. human immunodeficiency virus)
HTLV - virus l'udskej T leukémie (z angl. human T leukemia virus)

IAP - vnutrocisternové Castice typu A (z angl. intracisternal type A particles)
IN - integraza

kb - kilobaza (10’ baz)

LTR - dlhé koncové repeticie (z angl. long terminal repeats)

Lys - lyzin

RNA - ribonukleova kyselina

MA - matrixovy protein

Met - metionin

MHR - oblast’ vyznamnej homologie (z angl. major homology region)

MLYV - virus mysej leukémie (z angl. murine leukemia virus)

MMTYV - virus tumoru mysej prsnej Zl'azy (z angl. mouse mammary tumor virus)
Mo-MLYV - Moloneyho linia virusu mycej leukémie

MPMV - Mason-Pfizerov opi¢i virus (z angl. Mason-Pfizer monkey virus)
mRNA - medidtorovd RNA

MVB - mnohovackové teliesko (z angl. multivesicular body)

NC - nukleokapsidovy protein (z angl. nucleocapsid)

nm - nanometer (10 °metra)

NTD - aminotermindlna doména (z angl. N-terminal domain)

PBS - primer viazuce miesto (z angl. primer binding site)

PM - plazmaticd membrana

pol - retrovirusovy gén kodujuci reverznil transkriptazu a integrazu
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Pol - polyprotein so sekvenciou reverznej transkriptazy a integrazy

PR - proteaza

pro - retrovirusovy gén kodujuci protedzu

Pro - prolin

R - repeticia

RER - drsné endoplazmatické retikulum

RNA - ribonukleova kyselina

RNa4za - ribonukledza

RSV - virus Rousovho sarkomu (z angl. Rous sarcoma virus)

RT - reverzna transkriptdza

SDS-PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsulfaitom sodnym
Ser - serin

SIV - virus opicej imunodeficiencie (z angl. simian immunodeficiency virus)
ssRNA - jednovlaknova ribonukleova kyselina

SU - povrchovy protein (z angl. surface)

Thr - treonin

Trp - tryptofan

Tyr - tyrozin

TM - transmembranovy protein

tRNA - transférova ribonukleova kyselina

U3 resp. US - unikéatna sekvencia na 3’ resp. 5° konci

Ub - ubiquitin

UBC - ubiquitin konjugacny enzym (z angl. ubiquitin conjugating enzyme)
Val - valin

VLPs - virusom podobné Castice (z angl. virus-like particles)

WDSYV - virus Walley dermalneho sarkomu(z angl. Walley dermal sarkoma virus)
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