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Abstrakt

Polyomaviry (PyV) jsou Siroce rozsifené jak v lidské tak zvifeci populaci a jsou spojené s
asymptomatickou perzistentni infekci. Ve vyjimecnych piipadech muze infekce PyV
zpusobovat nadorovou transformaci. V indukovanych nadorech se genom PyV casto
vyskytuje integrovany v genomu hostitele. V poslednich péar letech byl u myvali
monitorovan zvyseny pocet velmi agresivnich mozkovych nadorti a néddort ¢ichového
ustroji. Tyto nadory jsou spojené s infekci nové objevenym myvalim polyomavirem,
ktery se v buiikach hostitele vyskytuje v episomalni formé. Tato prace se proto soustiedila
na porovnani dostupnych poznatki o myvalim polyomaviru s dosud popsanymi
mechanismy tumorogeneze u PyV. Na rozdil od ostatnich PyV muze u myvaliho
polyomaviru hrat kli¢ovou roli fakt, Ze s velkou pravdépodobnosti dochazi k primarni
infekci nervovych kmenovych bunék. V naddorech dochézi také k nebyvale vysoké expresi
virem kédované mikro RNA, ktera se zda byt zapojena do indukce tumort. Stejné jako u
ostatnich nadorti zptsobenych PyV je v nadorech nalézano velké mnozstvi Casnych
virovych proteinlt s onkogennim potencidlem. Odhaleni dosud nezndmych faktorii
zodpoveédnych za rozvoj nadorit zpisobenych myvalim polyomavirem mitize ptispet k

pochopeni mechanismli onkogeneze.
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Abstract

Polyomaviruses (PyV) are widespread through human and animal populations and
typically associated with asymptomatic persistent infection. Rarely, natural PyV
infections can lead to oncogenic transformation. Virus genome is usually integrated into
the host DNA of tumour tissue. Over the past few years, an increased number of very
aggressive brain tumours and olfactory tumours have been observed in raccoons. These
tumours are associated with the newly discovered raccoon polyomavirus, which was
found as an intact episome in host cells. This bachelor thesis is therefore focused on
comparison of current state of knowledge on raccoon polyomavirus with previously
described mechanisms of PyV tumorogenesis. Unlike for other PyVs, the fact that
primary neuronal stem cell infection is most likely to occur can play a key role in raccoon
polyomavirus driven oncogenesis. Tumours also exhibit unusually high expression of
virus-encoded micro RNA that can be connected with tumour induction. Similarly to
other tumours caused by PyV, a large amount of early viral proteins with oncogenic
potential is found in tumours. Revealing unknown factors responsible for the
development of tumours caused by raccoon polyomavirus may help in understanding of

mechanisms of oncogenesis.
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1 Uvod

Onkogennich virtt se v pfirodé¢ vyskytuje mnoho. Mohou jimi byt jak RNA,
tak DNA viry. Z RNA virt mohou néadory u zvifat zptisobovat nékteré viry z celedi
Retroviridae, které jsou schopné piepsat reverzni transkriptazou svou genetickou
informaci do podoby DNA molekuly a pomoci integrazy ji zabudovat do genomu
hostitelské buiiky. Jako retrovirus s transformacnim potencidlem u ¢lovéka lze uvést napf.
virus lidské T-bunécné leukémie. Z ostatnich RNA virG se na rakovinném bujeni u
clovéka muze podilet 1 virus Hepatitidy C z celedi Flaviviridae. Onkogennich virt
obsahujicich genetickou informaci v podobé molekuly DNA je vice a nalezi do nékolika
celedi: Polyomaviridae, Papillomaviridae, Adenoviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae
a Poxviridae. V rémci této bakalaiské prace se budu vénovat karcinogenezi, kterou

mohou zptisobovat zastupci z ¢eledi Polyomaviridae.

Cilem bakaléiské prace je shrnout aktualni poznatky o karcinogenezi zptisobené
polyomaviry a porovnat jeji molekuldrni mechanismy s mechanismy karcinogeneze u
nové objeveného myvaliho polyomaviru. Myvali polyomavirus se zda byt vyjimecny
mezi zéastupci Celedi Polyomaviridae pravé protoze je puivodcem mozkovych nadora
myvalll a mize byt polyomavirem zpusobujici rakovinné bujeni v bunkach svého

ptirozeného hostitele.

2 Celed Polyomaviridae

Celed Polyomaviridae je skupina malych neobalenych virii s genomem v podobé
cirkularni dvoufetézcové molekuly DNA (dsDNA). Radi se do I. tiidy, viry s dsDNA
genomem, dle Baltimorovy klasifikace. Podle zpravy Mezinarodni komise pro taxonomii
virtt (ICTV) z roku 2017 se ¢eled’ Polyomaviridae dé€li na ¢tyti tady: Alphapolyomavirus,
Betapolyomavirus, Deltapolyomavirus a Gammapolyomavirus (Moens et al. 2017a).
Nazev polyomavirus (PyV) byl poprvé pouzit v roce 1958 pro mySi polyomavirus
(MPyV) objeveny v roce 1953 a pivodné nazvany parotid agent (angl.). Stewart et al.
pfi dalSim vyzkumu zjistili, Ze se jedna o virus zplsobujici riizné druhy nddorh
u novorozenych mysi. Nazev je odvozeny od feckého slova poly, znamenajici mnoho,

a oma, jez znamend nador (Stewart et al. 1958).

Po mnoho let byly PyV studovany jako model pro zkoumani bunéénych procesii
jako je DNA replikace, RNA transkripce nebo sestiih RNA ¢i onkogenni transformace.

PyV jsou Siroce rozsifené a jejich infekce je typicky asymptomatickd nebo ma mirny
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prubéh, vyjma jedinct s oslabenou imunitou, a ¢asto k ni dochdzi v détském véku. K
transformaci zptisobené PyV dochézi ptfedevSim v nepermisivnich ¢i semipermisivnich
buitkach organisml s oslabenou imunitni odpovédi, kde virus nemize dokoncit svij

zivotni cyklus.

2.1 Molekularni biologie ¢eledi Polyomaviridae

2.1.1 Struktura virionu

Viriony méfi v priméru piiblizng 40-45 nm. Celed’ Polyomaviridae se vyznaduje
virovou kapsidou s ikosahedralni symetrii, kterd obsahuje jednu kopii dsDNA. Kapsida je
slozena ze 72 kapsomer s triangula¢nim c¢islem T=7 (Rayment et al. 1982) a tvoii ji
virové strukturni proteiny (VP). Majoritnim kapsidovym proteinem je protein VP1, jehoz
C-konec spojuje kapsomery tvofené péti monomery VP1 dohromady. N-konec proteinu
VPI interaguje s dSDNA genomem (Stehle ef al. 1996; Ben-nun-Shaul et al. 2009). Mezi
minoritni kapsidové proteiny celedi Polyomaviridae patii proteiny VP2 a VP3
(Tooze 1980, citovano v Delos et al. 1995), které se vyskytuji u vétSiny savéich PyV.
Protein VP3 ale napiiklad u polyomaviru Merkelovych bun¢k (MCPyV) nebyl detekovan
(Schowalter et al. 2013). U ptacich PyV byl navic objeven 1 dal$i minoritni kapsidovy
protein VP4 (Miiller a Johne, 2001).

Ve virionu protypickych zastupci ¢eledi Polyomaviridae byly objeveny histony
H2A, H2B, H3 a H4, kter¢ sbaluji dsSDNA molekulu do struktury nukleozomil (Frearson
a Crawford 1972; Lake et al. 1973; Fang et al. 2010). Tyto proteiny byly nalezeny u
opi¢iho viru SV40 (simian virus, SV40), BK viru (BKPyV) a u MPyV. U dalsich
zastupcl nebyla jejich ptfitomnost potvrzena, ale pfredpoklada se, ze molekula DNA také

zaujima podobu nukleozomu (shrnuto v Moens ef al. 2017b).
2.1.2 Genom

Genom celedi Polyomaviridae je v pruméru 5 000 pard bazi (bp) velky a je
rozdélen na tii oblasti: ¢asna, pozdni a regula¢ni. Casna oblast genomu je exprimovana
jesteé pred samotnou replikaci, pozdni po replikaci. Regulacni oblast, ktera je casto
nazyvana nekddujici kontrolni oblasti (NCCR), obsahuje replikacni pocatek a promotory
pro casnou i pozdni oblast a fyzicky odd¢luje tyto oblasti od sebe. Zminéné promotory se

vzajemné piekryvaji spole¢né s replikaénim pocatkem (shrnuto v Knipe a Howley 2013).



Kazdy PyV koduje nejméné dva casné geny, ty po transkripci podléhaji
alternativnimu sestfihu a poté vznikaji (nejmén¢) dva produkty, maly tumorogenni
antigen (sT-Ag) a velky tumorogenni antigen (LT-Ag). U MPyV a kiec¢iho polyomaviru
(HaPyV) vznika i tfeti produkt, sttedni tumorogenni antigen (mT-Ag) (shrnuto v Knipe
a Howley 2013; Habel 1965). Oblast genomu kddujici pozdni geny je transkribovana v
opatném smeéru nez Casna oblast a pozdni geny také podléhaji alternativnimu sestiihu.
Pozdni geny u zastupct Celedi Polyomaviridae koduji vySe zminéné kapsidové proteiny

VP1 a VP2, piipadné¢ u nékterych zastupcti VP3 a VP4 (shrnuto v Knipe a Howley 2013).

2.1.3 Zivotni cyklus

2.1.3.1 Vazba partikule a vstup viru do burnky

Prvotnim krokem v zivotnim cyklu viru je pfipojeni se k hostitelské buiice tak,
aby se virus nebo obsah virové partikule mohl dostat do buiiky. Pro vazbu je stézejni
kapsidovy protein VP1. Zplsob, jakym se VP1 protein vaze k hostitelské bunice, je jiny
pro rizné druhy sav€ich PyV. Typickou vazbou pro PyV je vazba VPI na gangliosidy
riznych typt se sialovou kyselinou. Pro rizné¢ PyV je ale orientace vazby na kyselinu
rozdilna (Neu et al. 2011). Viriony PyV se do buinky dostavaji endocytéozou. Pomoci
endozomu jsou partikule transportovany az do endoplazmatického retikula, kde dojde k
jejich rozbaleni (shrnuto v Moens et al. 2017b). Po rozbaleni nasleduje transport do jadra,

jehoZ ptesny mechanismus zatim neni znadm.
2.1.3.2 Transkripce

U PyV probihd nejprve transkripce Casnych genl néasledovana replikaci a cely

proces je zakoncen transkripci pozdnich gend.

Transkripce ¢asnych geni je fizena promotorem pro casnou oblast, jehoz
soucasti je krom¢ jiného i TATA kanonicka sekvence (tzv. TATA box), ktera je dulezita
pro vazbu hostitelské RNA polymerazy II. Promotor také obsahuje nékolik vazebnych
mist pro bunééné transkripcni faktory. Produkty transkripce ¢asnych gentli jsou proteiny

LT-Ag a sT-Ag a pfipadné dalsi ptidavné proteiny (shrnuto v Moens et al. 2017b).

Transkripce €asnych genli je regulovana pomoci vznikajictho LT-Ag, ktery se
vaze do specifické sekvence 5°-GRGGC-3’, jez se nachdazi v NCCR. Vazbou na
specifickou sekvenci je LT-Ag schopen regulovat a ptfepinat transkripci ¢asnych geni na
naslednou replikaci a transkripci pozdnich genti (Bochkareva et al. 2006;

Dean ef al. 1987; Deb a Tegtmeyer 1987). Pti nizké koncentraci LT-Ag dochazi k vazbé
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pouze na vysoce afinitni LT-Ag vazebné motivy v NCCR oblasti a dochazi tak k casné
transkripci (Zuo a Mertz 1995). S rostouci koncentraci LT-Ag dojde k obsazeni i nizko
afinitnich vazebnych motivi, které se nachazi po proudu TATA boxu. Timto zpiisobem
dojde k zastaveni bunécné RNA polymerazy II, protoze nemiize dale syntetizovat RNA
z divodu blokace navazanym LT-Ag. Spusténim replikace dojde ke zvySeni poctu
genomovych kopii, coz vede k redukci obsazeni pozdniho promotoru bunéénymi
represory a LT-Ag muze ve spravném Casovém useku spolu s bunécnymi transkripénimi
faktory interagovat s pozdnim promotorem a spustit transkripci pozdnich genti (shrnuto v
Moens et al. 2017b; Zuo a Mertz 1995; Gruda et al. 1993; Dailey a Basilico 1985;
Alwine et al. 1977).

Gen pro sT-Ag se v genomu ¢astecné prekryva s LT-Ag. Prekryvajici ¢asti je
prvni exon LT-Ag. Tato oblast se oznacuje jako DnaJ doména (kapitola 3.1). Proteiny
LT-Ag a sT-Ag tedy sdili 75-80 aminokyselin na svém N-konci (shrnuto v DeCaprio a
Garcea 2013). Pii vyzkumu sT-Ag byla dokumentovana schopnost sT-Ag ovlivilovat
replikaci DNA, kontrolovat pfepnuti ¢asné transkripce na pozdni (Bollag et al. 2010;
Cicala et al. 1994; Berger a Wintersberger 1986) a také byl analyzovan vliv sT-Ag pii
vstupu buniky hostitele do S-faze bunécného cyklu (Ogris et al. 1992).

Pii transkripci ¢asnych genit mohou u mnoha zéastupcii vznikat po translaci dalsi
pfidatné proteiny napt. u MPyV vznikd mT-Ag (Habel 1965) a u MCPyV a myvaliho
polyomaviru (RacPyV) je pfitomen otevieny cteci ramec (ORF) kodujici alternativni
antigen pro otevieny Cteci ramec LT-Ag (ALTO). ALTO se ale zd4 byt pro replikaci
genomu RacPyV a MCPyV neesencidlni (Pesavento ef al. 2015; Carter et al. 2013).

Transkripce pozdnich genu probihd az po replikaci a to z vlakna, které je
komplementarni k tomu, jeZ koduje geny pro Casné proteiny, ale transkripce zde probiha
v opa¢ném sméru. Translaci pozdnich mRNA vznikaji kapsidové proteiny VP1 a VP2,
popiipadé VP3 a VP4 (shrnuto v Knipe a Howley 2013). U SV40, BKPyV a JC viru
(JCPyV) byl ve sméru proti proudu od VP1 lokalizovan tzv. agnogen, ktery koduje
pfiblizné 70 aminokyselin dlouhy agnoprotein. Bylo zjiSténo, Ze agnoprotein miZe mit u
téchto virtt vliv na transkripci, replikaci, vznik virionti a jejich uvolnéni z bunky

(Safak et al. 2001; Okada et al. 2001; Rinaldo et al. 1998; Jay et al. 1981).



Neékteré PyV  koéduji v pozdni oblasti genomu mikro RNA (miRNA)
(kapitola 3.4), ktera je komplementarni k LT-Ag mRNA. PyV kodujici miRNA jsou napf.
Sv40, JCPyV, BKPyV, MCPyV, MPyV a RacPyV (Chen et al. 2015; Seo et al. 2009;
Sullivan et al. 2009; Seco et al. 2008; Sullivan et al. 2005).

2.1.3.3 Replikace

Replikace virového genomu probihd v jadre, kam je virova dsDNA transportovana
z endoplazmatického retikula. Ke spusténi replikace je potfeba regulace pomoci LT-Ag,
ktery se vaze piimo do virového replikacniho pocatku (ori). LT-Ag funguje jako helikéza
a rozviji dsDNA vlakno. LT-Ag také rekrutuje proteiny potiebné ke spravnému prabéhu
replikace, kterymi jsou replikacni protein A (RPA), komplex DNA polymerazy, primazy
a topoizomerazy I a II (shrnuto v Knipe a Howley 2013).

2.1.3.4 Sestaveni a uvolnéni partikuli 7 hostitelské burnky

Sestaveni novych virionli je lokalizovano v jadfe (Erickson et al. 2012;
Roitman-Shemer et al. 2007) tj. kapsidové proteiny se musi dostat do jadra hostitelské
buiiky, kde dojde k formovani kapsomer. Pfesny mechanismus toho, jakym zpiisobem se

dostavaji zralé, neboli maturované, viriony ven z bunky je zatim neznamy.

Zda se, ze se agnoprotein, u vird které jej koduji, podili na uvolnéni maturovaného
virového potomstva z jadra, na sloZeni virioni a jejich uvolnéni z bunky
(Ellis et al. 2013; Okada et al. 2005). Absence agnoproteinu vSak vede 1 ke sniZeni
replikace genomu a exprese virovych genti a to u SV40 1 JCPyV, jak zjistili Sariyer ef al.

.....

(Sariyer et al. 2011).

3 Onkogeneze zpiisobena polyomaviry

Burky hostitele mohou v mnoha smérech ovliviiovat Zivotni cyklus viru. Obecné
se da fici, ze bunky permisivni podporuji replikaci virového genomu a vznik viriond,
semipermisivni buiitky podporuji replikaci jen omezené a nepermisivni bunky replikaci
neumoziuji. Existuje nékolik moZnosti virové infekce: latentni, abortivni nebo
produktivni a také perzistentni infekce latentni ¢i produktivni (obr. 1) (shrnuto v Carter

a Saunders 2007).

Pii latentni infekci je virovy genom udrzovan v buiice jako virova sekvence

integrovand do hostitelského genomu nebo v podobé episomu — molekula DNA



kovalentné spojend do cirkularni podoby. Béhem latentni infekce mlze byt exprese
virovych proteini zcela vypnutd anebo miize dochdzet k nizké produkci proteint
a/nebo nekodujicich RNA. Po zméné podminek nevhodnych pro virus (napf. piesunutim
bunky do dalsi faze bunééného cyklu, oslabenim imunity organismu, pfipadné koinfekci
jinym pomocnym virem) muze nastat pfechod z infekce latentni na produktivni.
Pokud nenastane zména podminek, dochazi k tzv. perzistentni latentni infekci, kdy je
virovy genom udrzovan v bunkach i pti déleni. Pti déleni se dostava do dcefinych bungk,
aniz by poSkodil hostitelskou buniku a produkoval virové potomstvo (shrnuto v Carter
a Saunders 2007). Perzistentni infekce je typicky asymptomatickd, ale mtize vést ke
vzniku onemocnéni a tumord (shrnuto v Moore a Chang 2010), jelikoZ bez produkce
virového potomstva je pro imunitni systém tézké na infekci virem reagovat,
napi. Horvath et al. ve své studii ukdzali, ze zastupci Macaca mulatta (makak rhesus) se
syndromem ziskaného selhdni imunity (AIDS), které u nich vyvolava virus opici
imunodeficience (SIV), maji predispozice k primarni infekci ¢i reaktivaci latentni infekce

virem SV40 (Horvath ef al. 1992).

Pti abortivni infekci nedochazi k produkci virového potomstva a ani k perzistenci
virového genomu v buiice. Dochézi pouze ke vstupu viru do buiiky a transkripci ¢asnych
gent, replikace a transkripce pozdnich gentli je blokovédna (shrnuto v Robertson 2012;

Carter a Saunders 2007).

Abortivni
, Perzistentni
Infekce Latentni infekce (latentni)
Perzistentni
(produktivni)

Obr. 1: Schéma virové infekce

Virové infekce mize probihat jako abortivni, typicky neprodukujici virové potomstvo nebo jako
latentni, pii které se virus v buiice vyskytuje ve forme episomu nebo jako forma integrovana do
genomu hostitele anebo jako produktivni, kdy dochéazi k produkci virového potomstva. Produktivni i
latentni infekce mohou probihat perzistentnim zptisobem, kdy virus perzistuje v hostitelské burice.
(pfevzato z Carter a Saunders 2007 a upraveno)
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U PyV dochazi obecné k perzistentni infekci, pfi niz mohou jako onkoproteiny
fungovat tumorogenni antigeny (T-Ag), tedy casné proteiny LT-Ag, sT-Ag, ptipadné
mT-Ag (u MPyV a HaPyV) (shrnuto v Knipe a Howley 2013).

SV40 mize infikovat permisivni opi¢i buiky s vyslednou produkci nového
virového potomstva a lyzi hostitelské bunky. Pokud virus infikuje nepermisivni bunky
hlodavct nebo semipermisivni mezotelidlni lidské buniky mize dochazet k transformaci.
U SV40 byla transformace studovéna transfekci virové DNA nebo pomoci retrovirovych
vektord kodujicich LT-Ag a/nebo sT-Ag. LT-Ag (u SV40, JCPyV a BKPyV) muze
indukovat genomovou nestabilitu strukturnimi 1 numerickymi chromozomovymi
aberacemi (shrnuto v Carter a Saunders 2007). Maligni transformace zptisobend LT-Ag
SV40 je vzacna. Dochazi pii ni k integraci virového genomu typicky ve zkracené forme
do genomu hostitele, nasleduje pouze exprese Casnych T-Ag (Ozer et al. 1996;
Botchan et al. 1976; Sambrook et al. 1968). Genom MCPyV byl objeveny jako
integrovany v genomu bunék Merkelova karcinomu. Merkelovy bunky funguji v kizi
jako mechanoreceptory (Feng et al. 2008). Podle vyzkumu Shuda et al. (2008) ztraci
virus v bunéc¢né linii odvozené od nadoru cast LT-Ag z diivodu delece ¢asti C-terminalni

domény. Genom MCPyV je tedy integrovan ve své zkracené formée.

Infekce PyV miize vést také k poskozeni mechanismii pro opravu DNA, tzv. DDR
(z angl. DNA damage response), kterou PyV aktivuji a vyuZzivaji ji pro vlastni replikaci
(shrnuto v Robertson 2012).

3.1 Velky tumorogenni antisen

U celedi Polyomaviridae se LT-Ag u jednotlivych vird 1isi ve své detailni
struktufe a také funkci a proto i transformace zptisobena LT-Ag muze probihat mnoha
zpisoby. SV40 LT-Ag je nejvice prostudovanym LT-Ag u PyV a je chapan jako jakysi
prototyp (shrnuto v Robertson 2012) a proto vysvétlim transformaci a karcinogenezi na
piikladu tohoto velmi dobfe popsaného LT-Ag ve srovnani s MCPyV, ktery je RacPyV
blizce ptibuzny (kapitola 4.1.2) (DelaCruz et al. 2013).

LT-Ag SV40 interaguje s riznymi hostitelskymi proteiny, mezi které patii: rodina
proteinli teplotniho Soku Hsp70, retinoblastomovéa proteinova rodina (pRB), p53 a
koaktivatorova proteinova rodina zahrnujici proteiny p300 a CREB vazebny protein
(p300/CBP). Hostitelské proteiny se vazi na LT-Ag v rtiznych oblastech. LT-Ag SV40

obsahuje tyto oblasti: DnaJ doménu, vazebné misto pro cullin 7 (Cul7) a protein kinazu



Bubl, pRB vazebny motiv LxCxE, vazebné misto pro substrat pro inzulinovy receptor 1
(IRS-I), ori vazebnou doménu (OBD) a oblast s jadernym lokaliza¢nim signalem (NLS),
element koordinujici s Zn?*, ATP-dependentni helikdzovou oblast s vazebnymi misty pro
p53 tumor supresor a p300/CBP a v neposledni fad¢ na C-konci oblast HR (z angl. host
range) (shrnuto v Robertson 2012) (obr. 2).

P o o o

Velky tumorogenni
antigen IRS1
pRB p300/ CBP
Cul7  p107 PR e
Hsc70 Bub1 p130 Zn — —_— FBW?
ATP HR
1 HPDK XCXE 708
les1 —
NLS

Velky T antigen (LT-Ag) SV40 se sklada z oblasti DnaJ domény, jez je schopna vazat proteiny
teplotniho Soku (Hsc70) a je dulezita pro efektivni prubéh replikace u SV40. Za DnaJ doménou se
nachazi vazebna mista pro Cul7 (cullin-7) a Bub-1 (z angl. budding uninhibited by benzimidazoles 1),
dale vazebnd mista v oblasti s LxCxE motivem pro proteiny RB rodiny: pRB, pl07 a pl130 a v
neposledni fadé vazebné misto pro rustovy faktor prvniho typu podobny inzulinu (IRS-I). V sekvenci
LT-Ag lIze identifikovat i jaderny lokaliza¢ni signal (NLS) potfebny pro transport LT-Ag z cytoplazmy
do jadra. LT-Ag obsahuje dale doménu vazajici replikacni poc¢atek (OBD) a Zn2+ koordina¢ni element
dulezity pro spravné slozeni LT-Ag struktury v pfitomnosti ATP. Velkou ¢ast sekvence LT-Ag zaujima
oblast kodujici helikdzovou doménu zavislou na ATP (ve schématu zelend ATP oblast), v této sekvenci
jsou kodovana i vazebna mista pro p53 a p300/CBP proteiny. Na C-konci se nachdzi HR (z angl. Aost
range) oblast, ktera umoznuje rist SV40 v nékterych bunéénych liniich a je zde také vazebné misto pro
protein FBW7 (z angl. F-box/WD repeat-containing protein 7).
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DnaJ doména je oblast LT-Ag jez je funkéné 1 sekvencné homologni k J-doméné
rodiny DnalJ chaperonli (shrnuto v Kelley a Landry 1994) a je konzervovana u PyV
LT-Ag vcetn¢ LT-Ag u MCPyV. U SV40 se Dnal doména zapojuje pii specifické
asociaci s proteiny teplotniho Soku Hsc70 (Hsp70 rodina proteintl) a je diilezitd pro
ucinnost DNA replikace (Sullivan et al. 2001; Cambell et al. 1977). LT-Ag SV40
podnécuje ATPéazovou aktivitu Hsc70 a stimuluje uvolnéni nesbalenych peptidi z

domény vazajici substrat u Hsc70 (Srinivasan et al. 1997).

Za oblasti Dnal domény se nachézi vazebna mista pro Cul7 a Bubl. Cul7 je
komponentou E3 ubiquitin-ligdzového komplexu a spolu s LT-Ag se miize Cul7 ucastnit
transformace bun¢k hlodavct. Cul7 hraje roli pfi supresi bunécného ristu a LT-Ag tuto
funkci Cul7 inaktivuje (Kasper et al. 2005). Bubl je serin-treoninova (Ser/Thr)
protein-kinaza. Podle Cotsiki et al. (2004) nema vazba mezi Bubl a LT-Ag vliv na
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imortalizaci bun¢k, ale mohla by se podilet na transformaci bun¢k destabilizaci genomu.

U ostatnich PyV, véetné MCPyV zatim nebylo objeveno, zda vazou Cul7 ¢i Bubl.

Dalsi soucasti LT-Ag, u SV40 i MCPyV, je oblast s LxCxE motivem, ktery je
zodpovédny za interakci s pRB. Oblast s LxCxE motivem SV40 objima vazebné misto
pro IRS-I (kapitola 3.1.2.1). U MCPyV se pfed LxCxE motivem vyskytuje unikatni
vazebné misto (MUR) pro bunéény faktor Vamé6p, ktery je pomoci LT-Ag MCPyV
pfesunut z cytoplazmy do jadra, coz mize mit vliv spiSe na replikaci virového genomu.

nez na transformaci bunék (Liu et al. 2011)

Za LxCxE motivem u SV40 1 MCPyV se nachazi NLS, ktery navadi LT-Ag do
jadra. Bez NLS neni virus schopny dokoncit lyticky cyklus (Lanford a Butel 1984).
OBD mé mnoho funkci mezi ty stézejni ale patii umoznéni vazby LT-Ag a virového ori
(Artur et al. 1988). Dale ma OBD SV40 funkci pfi aktivaci transkripce, vazb¢ RPA a
nibrinu. RPA je protein potifebny pro spravny prubéh replikace a nibrin je spojovan s

opravou dvoutetézcovych zloml DNA (Wu et al. 2004; Weisshart ef al. 1998).

Ve stiedni oblasti LT-Ag SV40 se nachdzi Zn?** Koordinaéni element
konzervovany u vSech PyV. Zn** koordina¢ni element je stéZejni pro rozvolnéni DNA ori
a také pro protein-proteinové interakce v LT-Ag, které vedou ke vzniku spravné fungujici

hexamerni struktury LT-Ag (Mastrangelo ef al. 1989; Loeber et al. 1991).

Helikazova doména je dal$i z dilezitych soucasti LT-Ag SV40 1 MCPyV.
Helikazova aktivita této domény je zavisld na ATP a je potfebna pro rozvinuti dsDNA v

ori (Stahl et al. 1986). Tato doména obsahuje 1 bipartijni vazebné misto pro p53.

Na uplném C-konci LT-Ag SV40 se nachazi HR oblast, u SV40 je tato oblast
zodpovédna za rast v nekterych specifickych bunéénych liniich napt. v CV-1
(Pipas 1985). Na C-konci LT-Ag se nachazi také vazebné misto pro protein FBW7
(z angl. F-box/WD repeat-containing protein 7), ktery je stejné¢ jako Cul7 soucasti
E3 ubiquitin-ligdzového komplexu. Vazba LT-Ag a FBW7 je dulezitd z diivodu blokace
vazby FBW7 k cyklinu E, ktery by jinak zprostfedkoval degradaci LT-Ag pomoci
specifickeé ubiquitinacni ligdzy (shrnuto v Robertson 2012; Knipe a Howley 2013).

3.1.1 Velky tumorogenni antigen a RB proteinova rodina

Proteiny pRb, p107 a p130 nalezi do pRB. LT-Ag je schopny vézat vSechny tfi
pRB proteiny (DeCaprio et al. 1998; Stubdal ef al. 1997) a tim je inaktivovat. Proteiny

pRB maji na svém povrchu mnoho mist, které mohou podléhat fosforylaci. Pti pfechodu
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bunky mezi Gi a S-fazi bunéného cyklu dochazi ke zméné fosforylace proteini z
hypofosforylované na hyperfosforylovanou formu a tim je buiice umoznéno vstoupit do
S-faze (shrnuto v Du a Pogoriler 2006). Proteiny pRB interaguji s transkripcnimi faktory
E2F. Geny, jejichz exprese je regulovana transkripénimi faktory E2F jsou v nedélici se
bunice neaktivni. Komplex p130/E2F4 se vaze do promotorové oblasti téchto genil a tim
inhibuje jejich transkripci. Pokud dojde k fosforylaci pRB, dochézi k pfreméné komplexu
na aktivacni komplex obsahujici E2F1.3. Dochazi k expresi genti fizenych transkripénimi
faktory E2F, které se dale podileji na DNA replikaci, metabolismu nukleotidd, oprave
DNA a pfedevSim na vstupu do bunécného cyklu, tedy piesunu z Go do Gi faze.
pRB se podili na supresi tumord, regulaci bunééného cyklu, diferenciaci a apoptdze

(shrnuto v Ahuja et al. 2005).

LT-Ag SV40 vytvaii s pRB stabilni komplex. Pro vazbu pRB a LT-Ag je
esencidlni konzervovany LxCxE motiv v oblasti 103-107 LT-Ag, ktery se nachazi ve
vSech proteinech vézajicich pRB. Schopnost vazby pRB s vyuzitim LxCxE motivu neni
limitovana pouze na SV40, proteiny mohou vazat i dal§i PyV zahrnujici opi¢i, mysi nebo
lidské polyomaviry. Tento motiv je polypeptidovym fetézcem aminokyselin (AA):
Asp nebo Asn — Leu — libovolnd AA — Cys — libovolnd AA — Glu, tj. D/N-L-X-C-X-E
(Dyson et al. 1990). LT-Ag umi pomoci vazby pRb proteinu inhibovat transkripci
a regulovat bunécnou proliferaci. Proteiny pRB se vazi na LT-Ag v hypofosforylované
formé, coz zpisobi neschopnost tvorby komplexu s transkripénim faktorem E2F (obr. 3).
LT-Ag je schopny takto kontrolovat regulaci bunééného cyklu (Ludlow et al. 1989).
Mutanty s deleci v oblasti LxCxXE motivu byly nalezeny defektni pfi transformaci mySich
a krysich bunék v primarni kultufe (Chen a Paucha 1990). Na rozruseni vazby pRB
s transkripénimi faktory E2F se podili 1 J-doména LT-Ag. Pro rozruSeni komplexu
p130-E2F; in vitro je podle studie Sullivan ef al. (2000) nutna pfitomnost nejen funkéniho
motivu LxCxE v LT-Ag, ale i pfitomnost funkéni J-domény. J-doména se véaze na
ATPazovou doménu Hsc70 a v pfitomnosti ATP dochazi k efektivnimu rozruSeni
p130-E2F4 komplexu (Sullivan ef al. 2000). Podle modelu vyuZziva Hsc70 navdzany na
J-doménu hydrolyzu ATP pro rozruseni p130-E2F4 (shrnuto v Ahuja ef al. 2005). LT-Ag
ovlivituje pRB v riznych bunkach riznym zpisobem. Pfi transformaci mySich
embryondlnich fibroblastd (MEF) dochazi k degradaci p130 v proteazomu, zvySuje se
mnozstvi pl07 pfiCemz mnozstvi pRb zlistavd nezménéno (Stubdal et al. 1997). Pii

transformaci linie bunék BSC40 (linie ledvinnych bun¢k kockodana ervenozeleného)
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dochazi podle Sullivan et al. (2004) k rozruSeni komplexti p130-E2F a pl107-E2F,
komplex pRb-E2F ziistava intaktni. Podle Ahuja et al. (2005) je, dle publikovanych dat, J
doména T-Ag potiebna pro inaktivaci p130 a pl107, ale ne pro inaktivaci pRb. V cis
postaveni s nejméné dvéma dalSimi ¢astmi LT-Ag zahrnujici LxCxE motiv a C-koncovou

oblast LT-Ag mtze J-doména pfispivat k transformaci (Srinivasan et al. 1997).

U MCPyYV dochazi také k vazbé pRB, pfi¢emz je vazba efektivnéjsi u zkracené
formy LT-Ag (odvozené od LT-Ag izolované z karcinomu Merkelovych bun¢k), s tim je

spojena i efektivnéjsi indukce transkripce geni pod kontrolou E2F. Zkracena forma

LT-Ag se podili na transformaci primarnich mysich bun¢k (Borchert ez al. 2014).

Virové proteiny vazajici Rb-
proteiny

Virové proteiny

inaktivujici p53
>

p14ARF

p14ARF
protein

Obr. 3: Vliv proteinii SV40 na proteiny RB rodiny a p53

Pfitomnost virového proteinu (u SV40 LT-Ag) vede k inaktivaci proteinu p53 i k inaktivaci proteind
rodiny RB, coz umozni volnému transkripénimu faktoru E2F, vazbu na regulacni oblast cilovych gen
dtilezitych pro bun&nou proliferaci a také k produkci proteinu p14ARF, ktery inhibuje aktivitu Mdm2 (z
angl. Mouse double minute 2 homolog) proteinu a tim dochazi ke stabilizaci p53.

(pfevzato z Vogelstein et al. 2000 a upraveno)

3.1.2 Velky tumorogenni antigen a p33

Protein p53 (53kDa protein) byl objeven v roce 1979 (Lane a Crawford 1979;
Linzer a Levine 1979). Je to transkripni faktor, ktery se podili na expresi genil
potifebnych pro zastaveni bunééného cyklu ¢i pro spusténi apoptozy vlivem bunécného
stresu (shrnuto v Robertson 2012). V normalni buiice dochazi k vazbé p53 do
promotorové oblasti genu pro Mdm?2 (z angl. Mouse double minute 2 homolog) protein a
tim spousti jeho transkripci. Mdm?2 protein vaze p53 a stimuluje polyubiquitinaci na

C-konci proteinu, poté¢ je p53 degradovan v proteazomu. Snizenim koncentrace p53
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dochazi ke snizeni transkripce Mdm2 genu a tim dochazi k opétovnému zvySeni
koncentrace p53. Tato zpétnovazebna smycka muiize byt naruSena bunénym stresem
zpusobenym napi.: DNA poskozenim, abnormalni inhibici RB proteint ¢i pfitomnosti
onkogenll. V neposkozené buiice inhibuje C-koncovd doména p53 DNA vazebnou
doménu lokalizovanou ve stiedni Casti proteinu. Poskozeni DNA stimuluje modifikaci
p53, konkrétné dochézi k acetylaci Lys nebo fosforylaci Ser, coz umozni p53 vazat DNA.
K stimulaci aktivity p53 dochézi i fosforylaci N-koncové domény, Mdm?2 se poté nemuze
vazat na p53. Deacetylaci p53 je indukovana ubiquitinace proteinem Mdm2 a p53 je
degradovan v proteazomu. Piitomnost onkogenti navozuje vyssi hladinu aktivniho p53
odlisnym zptisobem. Onkogeny podnécuji expresi p14*%F, ktery svadi Mdm2 do jadérka a
inhibuje tim jeho funkci (shrnuto v Vogelstein et al. 2000, Ahuja ef al. 2005).

Zvysena exprese p53 vede k produkci inhibitoru CDK (cyklin-dependentni
kinaza) p21WAFCIPL ‘ktery brani presunu z G do S faze a z G2 do M faze bunééného cyklu
(Bochetta et al. 2008), coz umozni reparaci poskozené DNA. Pokud ji nelze opravit
indukuje p53 apoptéozu pomoci mitochondridlnich proteini nebo ji spousti piimo

stimulaci mitochondrii (shrnuto v Ahuja et al. 2005; Vogelstein et al. 2000).

LT-Ag SV40 interaguje s centralni DNA vazebnou doménou p53. Tato vazba ma
za nasledek nefunkénost p53 proteinu jako transkripéniho faktoru a jako tumor-supresoru.
LT-Ag tedy zamezi spusSténi transkripce genl, které jsou pod kontrolou p53
(Bargonetti et al. 1992). Protein p53 muze podle nékterych studii v komplexu s LT-Ag
stale vazat DNA (Long et al. 1995, citovano v Bochetta et al. 2008). Vazbou pRB
a inhibici funkce p53 se infikovand butika stdvd moZnou rakovinnou butikou, protoze
muZe dochazet k jejimu nekontrolovatelnému déleni. Vyvazanim pRB dochazi ke

spusténi transkripce genti pro p144RF

, coz vede ke stabilizaci inhibovaného p53, protoze v
této forme nemize byt degradovan (obr. 3). Deleci oblasti zodpovédnych za vazbu pRB
nebo p53 se SV40 stava neschopnym transformace primarnich lidskych a mysich bunék

in vitro (shrnuto v Cheng et al. 2009; Pipas 2008; Vogelstein et al. 2000).

Podle Borchert et al. (2014) LT-Ag MCPyV nevaze p53 tumor-supresor piimo,
ale ovlivituje geny, které jsou pod jeho kontrolou. Zkracené formy LT-Ag (odvozené od
LT-Ag izolovanych z nadori Merkelovych bunék) bez C-koncové helikazové domény
nejsou schopné interagovat s p53 a redukovat transkripci genti, které jsou pod kontrolou
p53. Ke koprecipitaci p53 dochazi u MCPyV v mens$i mife nez u SV40
(Borchert et al. 2014). Ve studii Cheng et al. (2013) nepotvrdili vazbu p53 a
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LT-Ag a ani vazbu p53 a zkracenych forem LT-Ag. Kazdy z vyzkumnych tymu ale
pracoval s jinymi kulturami bun€k, coz mize mit za nasledek odlisné vysledky pro vazbu

normalniho LT-Ag a p53.

3.1.2.1 Rustovy faktor prvniho typu podobny inzulinu

Transformace se v bunkach infikovanych SV40 nemusi projevovat jen diky vazbé
s proteiny p53 a pRB, ale také diky jejich interakci s dalSimi bunéénymi proteiny napf.
riustovym faktorem prvniho typu podobnym inzulinu (IGF-I). V normélni buiice se
IGF-I vaze na receptor pro riistovy faktor prvniho typu podobny inzulinu (IGF-IR), ¢imz
indukuje fosforylaci IRS-I. Nasledkem fosforylace dochazi k disociaci IRS-I od
reparacniho faktoru Rad51, ten je transportovan do jadra a tim se aktivuji reparacni

mechanismy DNA (shrnuto v Reiss et al. 20006).

Studie LT-Ag SV40, IGF-I a IGF-IR jsou zalozeny na prvotnim vyzkumu
Sell et al. a jeho vé&deckého tymu. Tento vyzkum ukézal, Ze LT-Ag neni schopen
transformovat buiiky bez IGF-IR (Sell ef al. 1993). Podle vyzkumu Bochetta et al. (2008)
se na mySim modelu ukazalo, ze LT-Ag a p53 mohou v multiproteinovém komplexu s
pRb a p300 fungovat jako transkripéni faktor pro expresi IGF-1. Pti ubytku proteinu p53
doslo k ptestavbé komplexu vlivem ztraty nékteré z dillezitych soucasti jakou je i protein
p300. Protein p300 je spolu s CBP soucasti p300/CBP koaktivatorové rodiny proteint
(kapitola 3.1.2.2). Takto preskupeny komplex interferuje s transkripci IGF-I (obr. 4).
Pokud je IGF-I protein exprimovan dochazi ke spuSténi IGF-I signalizacni dréhy, coZ
vede k bun&tné proliferaci, kterd pod kontrolou LT-Ag vede k malignimu bunécnému

rustu (Bochetta ef al. 2008).

Obr. 4: Model regulace IGF-1 promotoru komplexem proteini (pRb, LT-Ag, p300 a p53)

Model aktivace transkripce IGF-1 pomoci komplexu proteind, ktery zahrnuje proteiny pRb, LT-Ag,
p53 a p300 (na obr. ON) a s velkou pravdépodobnosti i n€které dalsi proteiny ukazuje, ze po ubytku
p53 proteinu dochazi k prestavbé komplexu a ztrat¢ nekteré z dilezitych komponent jakou je protein
p300. Tato prestavba interferuje s transkripci IGF-1 genu a transkripce tedy neprobihé (na obr. OFF)

| (pfevzato z Bochetta et al. 2008).



LT-Ag vaze IRS-I a transportuje jej z cytoplazmy do jadra. IRS-I navazany na
LT-Ag je pottebny pii fosforylaci (aktivaci) protein kindzy B (PKB). PKB, Ser/Thr
protein kindza, je jednou z kliCovych kindz pro kontrolu bunéného rlstu
(Yu a Alwine 2008). Aktivace této kindzy pomoci LT-Ag inhibuje apoptozu
(Yu a Alwine 2002). LT-Ag JCPyV po transportu IRS-I do jadra inhibuje opravu
poskozené DNA (Lassak et al 2002). Vlivem poskozeni jednoho z bunécnych

reparacnich mechanismti miize dochazet k bunééné transformaci.

3.1.2.2 Acetylace velkého tumorogenniho antigenu

Ke koaktivaci transkripce dochdzi v normalni buiice ptes proteiny p300/CBP,
které tvofi jakysi most spojujici transkripéni faktory vézajici DNA s bazadlnim
transkripénim apardtem zahrnujicim RNA polymerazu II. Dalsi funkci p300/CBP je
histonacetyltransferazova aktivita, kterd proteiniim umoznuje acetylovat lyzinové zbytky
N-konct histontl a tim neutralizovat jejich zdporny ndboj a umoznit tak rozvolnéni DNA
od histonl. Acetylace histonovych N-koncli je spojovana s aktivni transkripci gend.
Koaktivatorové proteiny p300/CBP jsou schopné acetylovat i nehistonové proteiny jako

napt. pS3 (shrnuto v Iyer et al. 2004).

V roce 1997 Lill et al. zjistili, ze LT-Ag SV40 miiZe tvofit komplex s p300/CBP a
p53. Dalsi studie odhalily, Ze pomoci komplexu p300/CBP dochazi k acetylaci Lys na
pozici K697. Tato acetylace je ale zavisla na pfitomnosti p53, ktery musi byt plné
funk¢ni, aby k vazb& doslo. Protein p53 slouZi jako most umoziiujici interakci LT-Ag a
p300/CBP (Borger a DeCaprio 2006; Poullin ef al. 2004). Podle Shimazu et al. (2006) ma
LT-Ag jako takovy schopnost vazat CBP, jeho afinita ale neni dostate¢né silna a proto je
vazba zprosttedkovana p53, pficemz acetylaci Lys dochéazi k destabilizaci LT-Ag v
COS-7 bunkach, coz vede k negativni regulaci transformace. Podle studie
Hermannstidter et al. (2009) miiZze acetylovany LT-Ag transformovat 3T3 buniky ve vétsi

mife nez neacetylovany LT-Ag.

3.2 Middle tumor antigen

Stiedni tumorogenni antigen byl objeven pouze u MPyV a HaPyV a vznikd

alternativnim sestiithem virové mRNA (Treisman et al. 1981).

Pro transformaci je dllezité, ze mT-Ag vaze protein fosfatazu 2A (PP2A), diky
které dochazi k aktivaci protein tyrozinovych kinaz (PTK) (Pallas et al. 1990;
Courtneidge a Smith 1983). PP2A je trimerni komplex podjednotek A, B a C,
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piicemz A a B jsou regulacni podjednotky a C je k nim navdzana katalyticka
podjednotka. mT-Ag vaze A a C podjednotky PP2A. Rekrutace PTK je dulezitd pro
mT-Ag transformaci, PTK fosforyluji Y250, Y315 a Y322 mista na mT-Ag. Fosforylace
a aktivace pfislusnych signalnich drah je shrnuta na obr. 5 (shrnuto v Robertson 2012;

Knipe a Howley 2013).

Ve své C-koncové doméné obsahuje mT-Ag nenabitou hydrofobni sekvenci, proto
je mT-Ag lokalizovéan v cytoplazmatické membrané (Ito 1979). Membranova lokalizace
mT-Ag je klicova pro jeho transformacni aktivitu. V roce 1981 Novak a Griffin prokazali,
ze transmembranova C-koncova doména mT-Ag je klicova pro transformacni aktivitu,
fosforylaci a kindzovou aktivitu. Pro vyzkum vyuzili plazmidové vektory se zkrdcenym
genem pro mT-Ag. Pokud byla DNA zkricena o 14 a vice aminokyselin nedoslo k

bunééné transformaci (Novak a Griffin 1981).

Stredni tumorogenni antlgen - : -

mysiho polyomaviru

1 Sre, Yes Y250 31 5 Y322 421
_ ® ® __®
DnaJ | L
®

sekvence pro
lokalizaci v
membrané

Obr. 5: Stfedni tumorogenni antigen mySiho polyomaviru

N-koncova doména stfedniho tumorogenniho antigenu (mT-Ag) obsahuje J-doménu, ktera se ale
nepodili na transfromaci mysich bunék a vazebné misto pro protein fosfatazu 2A (PP2A), diky které
dochazi k rekrutaci protein tyrosinovych kinaz (PTK) (ve schématu Src, Fyn a Yes). PTK se podileji na
fosforylaci mist Y250, Y315 a Y322. Fosforylace Y250 katalyzuje vazbu She adaptorovy protein, ktery
spousti kaskadu Ras a poté mitogenem aktivovanou protein kindzovou signalni kaskadu (MAPK), ktera
umozni mT-Ag kontrolovat bunécnou proliferaci, diferenciaci a apoptézu. Fosforylace Y315 vede k
vazbé jedné z podjednotek fosfatidylinositol-3-kindzy (PI3K), jenz ve vysledku aktivuje maly GTP
vazebny protein Rac, ktery se podili na transformaci mysich bun¢k a Ser/Thr protein kinazu B, ktera
indukuje protiapoptotickou obranu. Fosforylace Y322 stimuluje vazbu PLCyl (fosfolipaza C,
gamma 1), ktera indukuje vznik signalnich molekul, diacylglycerolu (DAG) a inositoltri fosfatu (IP3),
jenz mohou aktivovat protein kindzu C, ktera se podili na mnoha bunécnych procesech. Na C-konci je
lokalizovana hydrofobni oblast, kterd kotvi mT-Ag v bunécné membrane, kde se chova jako trvale
aktivni tyrosinova kinéza, kterd zprostiedkovava bunécnou signalizaci.

(ptevzato z Robertson 2012 a upraveno)

17



3.3 Small tumor antigen

Maly tumorogenni antigen je dalSim z Casnych proteinti, ktery se také vytvaii
alternativnim sestfihem (Treisman et al. 1981). sT-Ag je proteinem, jenz sdili s LT-Ag
N-koncovou oblast obsahujici J-doménu jak u SV40 tak u MCPyV. Obsahuje ale i1
unikatni C-konec, u SV40 oblast 92 AK zbytkli bohatou na Cys. Konzervovana oblast je
u SV40 rozdélena na dva klastry CxCxxC (Friedmann et al. 1978), které jsou zodpoveédné
za vazbu zine¢natych iontd (Zn?"). Vazba zine¢natych iontl poskytuje sT-Ag SV40
konformacni stabilitu (Turk et al. 1993) a také se tato Zn*>* vazebna doména podili na
vazb¢ PP2A. Vazba sT-Ag a PP2A je stabilizovana J-doménou. Stejné¢ jako mT-Ag je
sT-Ag schopny véazat A podjednotku PP2A, pficemz k vazbé sT-Ag a A podjednotky
PP2A dochazi i u MCPyV. Ve zjednoduseném modelu dochazi vazbou A podjednotky
k zamezeni vazby regulani podjednotky B. Komplex sT-Ag/A u SV40 muze vazat
katalytickou  podjednotku C, tim dojde k inaktivaci PP2A  funkce
(Pallas et al. 1990, Yang et al. 1991). Vazba sT-Ag SV40 a PP2A vede k ovlivnéni
signalnich kaskad spojenych se zvySenou bunécnou proliferaci, zménou cytoskeletu nebo
s antiapoptotickou drahou. sT-Ag SV40 neni sadm schopny transformovat bunky, ale
pouze v kooperaci s LT-Ag (shrnuto v Cheng et al. 2009; Sablina a Hahn, 2008). Podle
Shuda et al. (2011) je sT-Ag MCPyV v lidskych nadorech detekovan mnohem ¢astéji nez
LT-Ag, ptfiCemz sT-Ag umi sam transformovat mysi bunky, ale LT-Ag ne. U MCPyV
nedochéazi vyfazenim vazebného mista pro PP2A k poruSeni transformace, pfi¢emz je
sT-Ag schopny indukovat transformaci pomoci fosforylace nékterych komponent
P13K/PKB/mTOR signalni kaskddy (Shuda et al. 2011) a také indukovat genomovou
nestabilitu inhibici FBW7 (Kwun ef al. 2017).

3.4 miRNA cCeledi Polyomaviridae

Mikro RNA jsou kratké molekuly RNA s délkou 10-22 nt, které se v buiice
ucastni postranskripéni regulace, RNA interference. RNA interference zahrnuje
rozStépeni dsRNA na kratké interferujici RNA proteinem Dicer. Interferujici RNA je
rozpletena a vytvari spolu s dal§imi proteiny uml€ovaci komplex indukovany RNA
(RISC), ktery vaze mRNA komplementarni k interferujici RNA. Pokud je parovéni s
mRNA dokonalé, dochézi k rozstépeni a degradaci mRNA. Interferujici molekuly RNA,
které jsou zcela komplementarni k cilové mRNA, se nazyvaji kratké interferujici RNA
(siRNA). Pokud je péarovani nedokonalé, dochdzi k zastaveni translace mRNA a tyto

nedokonale parujici RNA jsou miRNA (shrnuto v Snustad a Simmons 2009).
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U fady viri byly miRNA také objeveny (nejvice u celedi Herpesviridae).
Plaisance-Bonstaff a Renne uvadi, ze se virové miRNA mohou zapojovat v mnoha
procesech, napf.: v kontrole latentni ¢i lytické infekce, na inhibici bunéénych miRNA
resp. pii potlaceni jejich funkce, mohou hrat roli i pfi onkogenezi, ovliviiovat bunécnou
proliferaci a také imunitni odpovéd’ a mohou se podilet také na udrZzovani perzistentni

infekce (Chen et al. 2015; shrnuto v Plaisance-Bonstaff a Renne 2011).

V roce 2005 Sullivan et al. prokézali, ze SV40 koduje pre-miRNA vlasenkovy
prekurzor, ktery je St€épen na dvé funkéni molekuly miRNA, které snizuji expresi
virovych gent s pomoci RISC komplexu (Sullivan et al. 2005). O 3 roky pozdéji
publikovali Seo ef al. studii, ktera se zabyvala detekci miRNA u dalSich PyV, konkrétné u
JCPyV a BKPyV. U JCPyV a BKPyV byla také detekovana miRNA, kterd se s SV40
miRNA shodovala na 65 %. Velmi zajimavym faktem je, ze i kdyz se miRNA u JCPyV a
BKPyV viru lisila ve 35 % jejich funkce je konzervovana (Seo ef al. 2008). O rok pozdé&ji
se stejnému védeckému tymu podafilo detekovat miRNA u dalSich PyV, konkrétné u
MCPyV a MPyV (Seo et al. 2009; Sullivan et al. 2009).

Vsechny miRNA u JCPyV, BKPyV, MCPyV, MPyV i SV40 se podili na Stépeni
Casnych transkriptid v pozd¢jsi fazi infekce pomoci komplexu miRNA/RISC a podileji se
tedy na procesu autoregulace Casnych genli (Seo et al. 2009; Sullivan et al. 2009;
Seo et al. 2008). Podle Seo ef al. je tato autoregulacni funkce PyV miRNA konzervovana
1 ptes miliony let evoluce (Seo et al. 2008, Seo ef al. 2009).

MicroRNA byla detekovana i in vivo v pfipadé miRNA JCPyV v mozkové tkani
pacientll, kteti zemfeli nasledkem progresivni multifokalni leukoencefalopatie. U SV40
bylo prokézéno, ze funkce miRNA in vivo je spojena s redukci imunitni odpovédi
cytotoxickych T lymfocytd na infekci SV40 (Sullivan ef al. 2005), u MPyV se ale tato
funkce neprojevila (Sullivan et al. 2009). Dusledky sniZeni exprese ¢asnych proteinli
pomoci miRNA vzhledem k bunéénym proteinim a in vivo neni u PyV miRNA zatim

zcela pochopena.

Carbone et al. (2008) gzjistili, ze pii infekci imortalizovanych lidskych
mezotelidlnich bunék transformovanych SV40 (S-HML) dochdzi k uml¢ovani pozdni
oblasti virového genomu pomoci RNA. SV40 se v S-HML buikach vyskytuje
v episomalni formé¢, coz je u SV40 unikatni situace, protoze normalné se

v transformovanych buiikach vyskytuje integrovany v genomu hostitelské bunky. RNA
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polymerdza II pfi piepisu Casné oblasti genomu pro¢te polyadenylacni signal Casné
oblasti genomu a pokracuje v transkripci pozdni oblasti, ¢imz vznika dlouhda molekula
nekodujici RNA (v angl. antisense RNA), kterd se podili na destabilizaci mRNA pozdni
oblasti genomu (Carbone et al. 2008). Pii klasické transkripci pozdni oblasti vznika
kodujici RNA (v angl. sense RNA), spojenim nekddujiciho a kodujiciho vlakna vznika
dsRNA, ktera muze nasledné podléhat degradaci proteinem Dicer. Umlceni pozdnich
genil pomoci dlouhé nekddujici RNA je udrzovéano i pii pasdzovani bunééné kultury
(Carbon et al. 2008). Jiz diive bylo zjisténo, ze jsou lidské mezotelidlni bunky citlivé na
transformaci zptisobenou SV40. V infikovanych bunikach dochazi k vazbé LT-Ag a p53 a
jeho stabilizaci a nemiize tak dochdzet k lyzi buiiky (Bocchetta et al. 2000). Kombinace
vazby p53 a umlceni pozdni oblasti genomu umozni viru existovat v bufice v episomalni

formé a indukovat transformaci (Carbon et al. 2008).

4 Myvali polvomavirus

Myval severni (Procyon lotor) je zivoCich patfici do fadu Selmy (Carnivora) a
celedi medvidkoviti (Procyonidae). Myval je znacné rozSifen pfedevSim v severni a
sttedni Americe. Myval severni je velice adaptivni a proto ho mliizeme hojné nalézt i v
blizkosti lidskych obydli (Timm et al 2016). Myvalové jsou pienaSeCi rdznych
infekénich onemocnéni, ale nadorova onemocnéni mozku jsou u nich velmi vzicna.

(shrnuto v Giannitti et al. 2014).

Od ledna 2010 do kvétna 2012 identifikovala Kalifornskéd laboratot pro zdravi
zvitat a bezpec¢nost potravin (CAHFS) u 10 volné Zijicich myvali mozkové nadory. Tito
myvalové byli nalezeni pfedevSim v blizkosti urbanizovanych oblasti, nejvice v
Kalifornii. U myvala s diagnostikovanym tumorem byla pozorovana kromé¢ jiného ztrata

strachu, slepota, letargie nebo ataxie tzn. ztrata hybnosti a schopnosti koordinace pohybti

(Giannitti ef al. 2014; Dela Cruz et al. 2013).

V roce 2013 byl popsan RacPyV (DelaCruz ef al. 2013). Vzorky pro studii byly
ziskany pitvou praveé téchto 10 myvall, u nichz byly diagnostikovany pleomorfni naddory
v nosni dutin€, ¢ichovém bulbu, ¢elnim laloku anebo Cichovém nervu (Giannitti et al.
2014; Dela Cruz et al. 2013). Genom RacPyV byl amplifikovdn pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) a degenerovanych primerii navrzenych na zaklad¢ konzervované
sekvence LT-Ag PyV. Plna délka genomu byla ziskana diky kombinaci primeri
specifickych pro RacPyV (Dela Cruz ef al. 2013).
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4.1 Molekularni biologie myvaliho polvomaviru

4.1.1 Struktura virionu

Pii popisu RacPyV byla snaha o identifikaci virovych partikuli v tkanovych
vzorcich s pomoci elektronového mikroskopu, ale v zadném z tkanovych vzorkl vyse
zminénych 10 myvali nebyly partikule nalezeny (Dela Cruz et al. 2013;
Gianitti et al. 2014). Spatna detekce RacPyV virionti miize byt nasledkem jejich
sporadické produkce nebo muze byt divodem specifickd bunécnd regulace genové
exprese u viru. Spatnd detekce virioni je popisovana i pro MCPyV
(shrnuto v DeCaprio a Garcea 2013). Zajimava je studie Neumann et al. (2011), ve které
popisuji, jak synteticky vytvofili konsenzus MCPyV genom plné délky (MCPyV-Syn) a
sami si pomoci permisivnich bunc¢k vytvofili MCPyV-Syn viriony, které nasledné
negativné obarvili a detekovali pomoci elektronového mikroskopu. Virové Castice vSak

vykazovaly nezvyklou morfologii a nebyly infekéni. V heterolognim expresnim systému

1ze z kapsidovych proteini MCPyV castice bez problému vytvoftit (Tolstov et al. 2009).

Obr. 6 — Viru podobné partikule odvozené od RacPyV:

Viru podobna partikule (VLP) tvofend majoritnim kapsidovym proteinem VP1 (oznaceno ¢ernou Sipkou)
je partikule s T=7 symetrii, v praméru méti 43,8 nm. Vzorek je negativné barven. Mensi partikule na
snimku z elektronového mikroskopu jsou VP1 partikule s T=1 symetrii (oznaceno Cervenou Sipkou)
(Salunke et al. 1986). (pievzato z Church et al. 2016a a upraveno)

I u RacPyV byly pomoci Bac-to-Bac bakulovirového expresniho systému
vytvoteny viru podobné partikule (VLP). Tvoii je majoritni kapsidovy protein VPI.
VLP byly zobrazeny elektronovym mikroskopem (obr. 6). Jejich velikost 40-50 nm
odpovidala velikosti virioni PyV (Church et al. 2016a).
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4.1.2 Genom a fylogeneze

Na zaklad¢ genomové analyzy F. N. Dela Cruz a jeho védeckého tymu bylo v roce
2013 zjisténo, ze RacPyV obsahuje genetickou informaci v podobé cirkularni dsDNA
molekuly, stejné jako u dalsi zastupci z jeho Celedi. DNA genom (obr. 7) je rozdélen na
Casnou, pozdni a regulacni oblast a transkripce probiha stejn¢ jako u jinych PyV.
Geneticka informace je transkribovana ve dvou smérech. V jednom sméru je
transkribovana Casnd oblast genomu, ze které vznikaji Casné proteiny:
sT-Ag a LT-Ag. V opacném sméru je transkribovana pozdni oblast genomu a po translaci

vznikaji proteinové produkty ve formé kapsidovych proteini VP1 a VP2.
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Obr. 7: Schéma genomu myvaliho polyomaviru (RacPyV):

Genom RacPyV je regulacni oblasti s replikacnim pocatkem (ori) rozdélen na casnou a pozdni oblast.
Casna oblast koduje geny pro maly (sT) a velky (LT) tumorogenni antigen. Pozdni oblast koduje geny
pro kapsidové proteiny VP1 a VP2. Vazebné domény Casnych proteinti byly ziskany na zakladé
konzervovanych vazebnych sekvenci polyomavirt. U sT byly identifikovany: konzervovana oblast
(CR1), DnaJ doména (Dnal), a vazebné misto pro protein fosfatazu 2A (PP2A). V ramci LT oblasti byly
detekovany vazebné domény pro proteiny RB rodiny (pRB), ori vazebna doména (OBD) a dale jaderny
lokaliza¢ni signal (NLS), oblast zinkového prstu (Zinc finger), ATPazova doména potencidlné vazajici
tumorogenni supresor p53, helikdzova doména a leucine-zipper doména.

(pfevzato z Pesavento et al. 2015)

Ve studii DelaCruz et al. (2013) je ve schematickém znazornéni uvadén gen pro
VP3 u RacPyV i u MCPyV. V genomové sekvenci dostupné z GenBank, ze které u
MCPyV (GenBank accession number: JF813003.1) pravdépodobné vychazeli, existuji
ORF 1 pro VP3, protein se ale pfi infekci nepodatilo nalézt. VP3 se u MCPyV snazili ve

stejném roce detekovat Schowalter et al. pomoci Western blot analyzy MCPyV virionil a
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bunék infikovanych MCPyV, VP3 protein ale nedetekovali a v zavéru studie uvadi, ze
spolu s dalsimi PyV muze na zéklad¢ jejich fylogenetické analyzy MCPyV tvofit dalsi
klad virti, u kterych VP3 protein chybi. Tento klad nésledné rozd€luji na dalsi dvé vétve,
v jedné z nich se nachazi RacPyV i MCPyV (obr. 8) (Schowalter et al. 2013).
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Obr. 8: Fylogeneticky strom ¢eledi Polyomaviridae:

Podle Schowalter a Buck (2013) mohou PyV, u nichZ nebyl detekovan VP3 protein, tvofit spoleény
klad, tedy skupinu organismu, ktefi maji spole¢ného predka. Tento klad je rozdé€len na dvé vétve (svétla
a tmav¢ Seda oblast). V jedné z vétvi uvadéji ptibuzné viry RacPyV a MCPyV (vyznaceno Sipkami) .
(pfevzato z Schowalter a Buck 2013 a upraveno)

NCCR je obousmérna a obsahuje replikacni pocatek a promotory pro obé oblasti

genomu. V NCCR oblasti se nachéazi vazebné misto pro LT-Ag GAGGC.

RacPyV je fylogeneticky ptibuzny MCPyV (Pesavento et al. 2015;
Chen et al. 2015; Dela Cruz et al. 2013). Pro zjiSténi piibuznosti byla provedena
fylogenetickd analyza za pouziti tzv. neighbour-joining (angl.) metody (NJ), ktera je
zalozena na principu vytvofeni vSech moznych topologii fylogenetického stromu tzn.
vétveni fylogenetického stromu. NJ metoda urc¢i jako findlni strom takovy, ktery zahrnuje
nejmensSi mozny pocet celkovych evoluénich zmén (Saitou a Nei 1987). MCPyV

a RacPyV jsou si pfibuzné na zéklad¢ podobnosti svych genomt. Podle NJ metody jsou
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piibuzné i z hlediska aminokyselinové sekvence pro LT-Ag, sT-Ag, VP1 1 VP2 (obr. 9)
(Dela Cruz et al. 2013). Oba viry obsahuji ORF pro ALTO (kapitola 2.2.3.2)
(Pesavento et al. 2015; DelaCruz et al. 2013).

Diikladna genomova analyza RacPyV ukazuje n€kolik sekvenénich rozdilii mezi
jednotlivymi tkanovymi izolaty pochéazejicimi z myvali s diagnostikovanym tumorem.
U sedmi myvall byla osekvenovana celd oblast Casnych gend. Pouze u 2 ze 7 myvala byl
detekovan STOP kodon, ktery individudlné oddéluje sT-Ag. U zbylych 5 ze 7 myvali
byla celd oblast LT i sT-Ag kodovéana jako jediny ORF. Moznym vysvétlenim je,
ze pokud je sT-Ag viibec exprimovan, mize byt exprimovan jako alternativné sestiizena
forma T-Ag domény na urovni RNA obsahujici jak LT-Ag tak sT-Ag doménu nebo muize
dochazet k proteolytickému vystépeni sT-Ag (DelaCruz et al. 2013).

Obr. 9 - Fylogeneticka piibuznost RacPyV:

Fylogenetické stromy pro jednotlivé PyV byly generované s pouzitim neighbour-joining metody.
Jednotlivé stromy byly vytvoreny jak pro ¢asnou tak pro pozdni oblast genomu. Pro ¢asnou oblast byly
stromy vytvofeny na zaklad¢ aminokyselinové sekvence pro LT-Ag (A) a sT-Ag (B), pro pozdni oblast
byly vytvofeny na zakladé aminokyselinové sekvence pro proteiny VP1 (C) a VP2 (D). Z
fylogenetickych stromti lze rozpoznat blizkou pifibuznost RacPyV a MCPyV (pfevzato z
DelaCruz et al.. 2013 a upraveno).
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Néslednou analyzou pomoci metody RSEM (z angl. RNA-sequencing by
expectation-maximization), kterd umozni pfesnou kvantifikaci exprese genu a jeho
izoforem, byla zjiSténa ptitomnost nékolika izoforem: LT-Ag, sT-Ag, mT-Ag a 35 kDa
protein (Brostoff ef al. 2014). LT-Ag izoforma plné délky obsahuje domény nalezené i u
dalsich PyV (kapitola 3.1): DnalJ doménu, pRB vazebnou doménu, OBD a helikdzovou

doménu. Izoforma sT-Ag byla nalezena unikétni v kazdém z nadora. Podle Brostoff et al.
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je diivodem rozdilny sestiih sT-Ag a genomové slozeni, napi. delece 385 nukleotidii u
jednoho z myvalil méla za nasledek vznik zkraceného sT-Ag ORF, ktery obsahoval pouze
jeden ze dvou typickych vazebnych motivii pro PP2A. Ve své studii se ale Brostoff et al.

(2014) dalsi moznosti vzniku unikétnich izoforem sT-Ag proteolyzou nezabyvali.

Pouze u jednoho z myvali byl detekovan unikatni mT-Ag, ktery vznikl diky
deleci v oblasti 522-524 bp. Tento protein u RacPyV vyjimecény kéduje Dnal a pRB
vazebné domény. Posledni nalezenou izoformou je 35 kDa protein koédovany 35kT ORF.
Tento protein (a ORF) se vyskytoval ve stejném izoldtu jako mT-Ag. ORF 35kT ma
nekteré spole¢né znaky s 57kT ORF u MCPyV a 17kT ORF u SV40. ORF pro 57kT u
MCPyV dava vzniknout 57kDa proteinu a 17kT ORF dava u SV40 vzniknout 17kDa
proteinu. VSechny tyto ORF obsahuji tfi exony, dva sestithové spoje
(v angl. splice junction) a obsahuji DnaJ a pRB vazebné domény. Sestfihovy spoj je
oblast na rozhrani exon-intron, kde dochézi k sestfizeni. Spole¢nym znakem pro 35kT
izoformu a 57kT MCPyV izoformu je spolecna oblast kodujici LT-Ag OBD a
helikazovou doménu. U 17kT izoformy a 35kT RacPyV izoformy je spole¢nym znakem
tieti exon koncici kratce za sestfihovym spojem, tzn. tfeti exon ORF pro 35 kT lezi velmi

kratkym tsekem mimo ¢Eteci ramec LT-Ag (Brostoff ef al. 2014).

U RacPyV byl dale detekovan také ORF pro ALTO, ktery je pfitomny také v
genomu MCPyV (Pesavento ef al. 2015; Carter et al. 2013). Translaci tohoto ORF vznika
ALTO antigen. Jedna se o protein vznikajici z alternativniho ¢teciho ramce. Jeho piesna
funkce je zatim neznama, ale jak jiz bylo uvedeno (kapitola 2.1.3.2), nezda se byt pro
replikaci virového genomu stézejni (Pesavento ef al. 2015; Carter et al. 2013). U RacPyV
nebyl nalezen agnoprotein (Dela Cruz ef al. 2013).

4.2 Onkogeneze a myvali polyomavirus

Mozkové nadory a naddory v cichovém ustroji myvalli byly identifikovany u
myvalii v oblasti severni Kalifornie, USA. U myvali byly dfive mozkové nddory
diagnostikovany velmi vzacné a to pouze ve tiech ptipadech od roku 1948. Jednalo se o
dva astrocytomy a leukosarkom s metastizemi zasahujicimi do mozku
(Gianitti et al. 2014). RacPyV byl identifikovan v jadrech neoplastickych bunck (buiky
nadorového plivodu), diky imunohistochemické analyze s pouzitim monoklonalni
protilatky rozeznévajici peptid, ktery je soucasti exonu 2 LT-Ag a 57kDa izoformy
MCPyV (Dela Cruz ef al. 2013).
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Oblast, kde se myvalové s nadory vyskytovali, zaujima velmi malou plochu
(nejvzdalenéjsi body vzdalené cca 88 km). Séroprevalencni studie ukazala, ze protilatky
proti VPI proteinu nejsou pfitomné jen u myvall vyskytujicich se v oblasti detekce
nadort, ale i u myvall zijicich ve velmi vzdalenych oblastech napifi¢ USA a také v
Kanadé¢. Protilatky proti VP1 proteinu byly detekovany ve vice nez 60 % vzorkil z oblasti
Kalifornie, v dalSich oblastech se séroprevalence pohybovala od 5 do 57 %
(Church et al. 2016¢). U dospélych myvalil byla zjisténa vyssi séropozitivita (45,7 %) nez
u juvenilnich myvali (16,8 %), tak je tomu i pii infekcei lidskymi PyV, u nichz dochéazi k
infekci v détstvi napi. MCPyV (shrnuto v Spurgeon a Lambert 2013). Vzhledem k vysoké
séropozitivit¢ na velkém tuzemi je vznik mozkovych nadori u myvali vzacny
(Church et al. 2016¢). Vyvoj naddoru u myvald je velice rychly nebot’ se volné zijici
myvalové dozivaji 2-3 let (DelaCruz et al. 2013). Pfi vyzkumu byla u odchycenych
myvalll provedena eutanazie po 2-33 dnech kvili velmi Spatnému zdravotnimu stavu

vlivem rychle se vyvijejicich nadort (Gianitti ef al. 2014).

Dulezitou otazkou ptfi zkoumani RacPyV je, v jaké form¢ se virus v nadorovych
buiikach vyskytuje. Pfibuzny MCPyV se v naddorovych bunkach vyskytuje v integrované
formé (Feng et al. 2008). RacPyV byl podroben analyze metodou RCA (z angl. Rolling
Circle Amplification) a nasledné pomoci Southern blot hybridizace, ktera ukazala, Ze se
virus nevyskytuje integrovany, ale ve form¢ episomu tzn. v podobé¢ cirkularni dsDNA
molekuly uvnitf nddorové bunky (Dela Cruz et al. 2013). Nasledné byla zkoumdna
stabilita episomu v bunikdch. Z nadorovych bunék byla vytvofena primarni kultura, v
které byl episomalni genom zachovén spolu s transkripci T-Ag 1 po sedmndcti pasaZich
(Brostoff et al. 2014) a exprese miRNA byla zachovdana i1 po dvaceti pasaZich
(Chen et al. 2015).

In situ hybridizace s probami specifickymi pro oblast exonu 2 LT-Ag RacPyV
ukdzala, Ze je virus masivné pfitomny zejména v nekrotické nadorové tkani. Virus byl
diky této metod¢ detekovan ve vSech analyzovanych mozkovych nddorech myvala
(Brostoff et al. 2014). V pribéhu dalSiho vyzkumu byla genomovd DNA viru nalezena
pomoci kvantitativni PCR v redlném Case a primert specifickych pro VP1 genomovou
oblast v riznych bunéénych typech, ve fekaliich ¢i moci jak myvali s mozkovymi nadory
tak bez nich. Genom byl objeven v oblasti nosni sliznice, slinnych zlazach, mozku, v
lymfoidni tkani (mandle a lymfatické uzliny), ledvinach a v neposledni fad€¢ v naddorech.

RacPyV DNA je detekovatelna v riznych tkanich jak zdravych tak nemocnych myvald,
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ale u myvali s nadorem je jeji mnozstvi mnohonasobné vyssi (Church et al. 2016b).
Virové partikule jsou v téchto tkanich produkovany v nizkych kvantitach, ale DNA je
detekovatelnd v mnoha tkanich, coz je typické pro PyV perzistentni infekci

(Church et al. 2016b; Chesters et al. 1983).

Pro reprodukci naddorovych bunék in vivo Brostoff et al. transplantovali kulturu
nadorovych bun¢k jednoho z myvali do imunodeficientnich mysi (xenogenni
transplantace). U vSech mySi doSlo ke vzniku nadoru a na zadkladé¢ amplifikace a
sekvenace mitochondrialni DNA bylo zjisténo, ze vzniklé nddory byly myvaliho ptivodu,
a ze nedoslo k de novo virové infekci nebo transformaci (Brostoff et al. 2014). I tyto

nadorové bunky wvzniklé xenogenni transplantaci si zachovévaji expresi miRNA

(Chen et al. 2015).

U RacPyV dochazi k expresi miRNA, kterd je v nadorech snadno detekovatelna.
Ve studii Chen ef al. byla porovnavana exprese miRNA u MCPyV a RacPyV. Bylo
zjisténo, ze miRNA u RacPyV a MCPyV jsou si v nékterych oblastech velmi blizce
sekvencné podobné, coz by mohlo znamenat, ze RacPyV a MCPyV divergovali ze
spole¢ného miRNA prekurzoru (ze stejného lokusu) (Chen et al. 2015). RacPyV miRNA
je oproti MCPyV miRNA exprimovéana v nadorovych bunikach ve znaéném mnoZstvi.
Exprese miRNA nezabranuje ristu nddorovych bunék a podle Chen et al. (2015) muze
byt spojena 1 s onkogenezi. Tvorba miRNA je u RacPyV zavisld na Dicer proteinu. Bylo
zjisténo, ze miRNA je v RISC komplexu pln¢ aktivni a mize sniZzovat expresi casnych
genl. Jedna se o zvlastni regulaci, jelikoz se v nadorovych bunkach vyskytuje velké
mnozstvi asnych transkriptl i v pfitomnosti miRNA. Chen ef al. (2015) navrhuji pro tuto

situaci n¢kolik vysvétleni:

e U RacPyV miize pochazet protein schopny transformace bunék z transkriptu, ktery
se vyhyba regulaci pomoci miRNA. Miuze nastavat napt. alternativni sestiih
mRNA, pfi kterém dojde k vystfizeni mista, jenz je rozpoznano miRNA nebo miize

dojit k vytvoreni struktury mRNA, kterd neni rozpoznavana komplexem RISC.

e miRNA muzZe regulovat mnozstvi Casnych proteind, protoze pokud je v buiice velké
mnozstvi ¢asného proteinu, mize dochézet k inhibici bunééného rlstu. Optimalni
mnozstvi proteinu by pak na druhou stranu mohlo dévat vzniknout idealnim

podminkam pro tvorbu nadoru.
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e Posledni vysvétleni je zaloZeno na schopnosti miRNA ovlivilovat bunku a virus jak
pozitivné, tak negativné. Negativni regulace pomoci miRNA by mohla byt
pievazena jinou pro virus pozitivni funkci miRNA, pii¢emz konkrétnim piikladem
muze byt cileni bunéénych tumor-supresorti nebo dalSich virovych proteini napft.
cileni pozdnich virovych transkriptti. Toto vysvétleni se ale samotnym autorim ve
studii nepodafilo potvrdit provedenym experimentem, ktery je zalozeny na
luciferazovém znaceni. Tento experiment byl proveden pomoci dvou reportérovych
plasmidu, jeden pro miRNA a druhy pro mRNA pozdni oblasti genomu RacPyV.
Tyto plasmidy byly klonovany do vektoru, ktery exprimoval destabilizovanou
formu Renilla luciferdzy. Pomoci luciferdzovych reportérd, které obsahovaly
odpovidajici oblast genomu pro Casné proteiny a ndslednou kotransfekci bylo
zjisténo, ze miRNA miize regulovat expresi casnych gent, ale nebylo potvrzeno, ze

by dochazelo k cileni pozdnich transkriptti.

Pro pochopeni onkogennich virG je pfinosné veédét, ktera bunécnd linie byla
primarnim zdrojem nadoru. Nadory u myvali byly lokalizovany pifedevsim podél
rostralniho migra¢niho systému a také v cichovém ustroji, proto by nador mohl byt
puvodem =z progenitorovych kmenovych bunék. Rostralni migracni systém je
specializovand migracni cesta, kudy se nervové kmenové bunky dostavaji do oblasti
¢ichového bulbu. Pro identifikaci primarnich nadorovych bunék u RacPyV bylo
vytvofeno nékolik bunéénych kultur. Vytvotené kultury byly téchto bunéénych typi:
neoplastické bunky z nadorti, nervové kmenové bunky myvali bez nadorl, astrocyty
centralniho kortexu myvali bez naddord a bunky tubuldrniho epitelu ledvin myvala bez
nadort. Nadorové buiiky byly srovnany na zakladé ristovych vlastnosti, které se u nich
vyskytly v in vitro kulturach, s buitkkami z tkani bez nadort. V in vitro kulturach se
ukazalo, ze naddorové bunky rostou stejnym zplisobem jako nervové kmenové buiiky:
v médiu bez séra, vytvareji neadherentni (nepfilnavé) neurosféry (Church et al. 2016b).
Neurosféra je oznaceni pro shluk neurdlnich bunék vytvofenych v kultufe. Bunky, které
jsou v této kultufe schopné vytvaret neurosféry jsou pravdépodobné buiiky kmenové
(shrnuto v Ahmed 2009; Reynolds a Weis 1992). Bunky infikované RacPyV exprimovaly
markery kmenovych buné€k: sox2, nestin, olig2 a A2B5 a dochézelo také ke koexpresi

markert nervovych a gliovych bunéénych linii (Church ef al. 2016b).

V kultute nddorovych bunék byla objevena DNA RacPyV asociovana s proteinem

obsahujicim bromo-doménu typu 4 (BRD4). BRD4, protein z BET rodiny proteind,
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obsahuje dvé bromo-domény, které jsou schopné rozeznat acetylované lyzinové zbytky.
V normalnich buiikach plni riizné funkce, mezi néz patii: udrzeni fenotypu kmenovych
bun¢k nebo regulace bunécného cyklu (shrnuto v McBride a Jang, 2013). BRD4 protein
byl zkouman i u jinych zastupcii PyV. BRD4 je zapojen do DNA transkripce a replikace u
JCPyV viru (Wollebo et al. 2016) a u MCPyV (Wang 2012). Nejedna se ale o protein,
ktery by se zapojoval do transkripce a replikace pouze u PyV. BRD4 je spojovan s
zivotnim cyklem u celedi Papillomaviridae (shrnuto v McBride a Jang, 2013) a také s
celedi Herpesviridae. Lidsky herpesvirus typu 8 je schopny interagovat se zkracenou

formou BRD4 (Ottinger et al. 2006).

Chromatinova imunoprecipitace za pouziti protilatky proti BRD4 a PCR odhalily
fyzickou asociaci DNA RacPyV s BRD4 v kultufe nadorovych bun¢k. Inhibice BRD4
(malymi molekularnimi inhibitory JQ1 a IBET-151) se projevila zruSenim exprese
markerd kmenovych bunék a zvySenou expresi cytoplasmatickych filamentarnich
proteind, coZz indukuje zvySenou diferenciaci bun¢k. Ddle mé inhibice BRD4 negativni
vliv na snizeni zivotaschopnosti bun¢k a proliferaci (snizeny pomér bunc¢k v S-fazi
analyzovan pratokovou cytometrii). BRD4 se tedy podili na transformaci kmenovych
bun¢k infikovanych RacPyV udrzovanim jejich kmenového stavu a udrzovanim
transkripce virovych genit (Church ef al. 2016b). Podle Church ef al. (2016) RacPyV
infikuje nejprve nervové kmenové bunky. Infekce kmenovych bunck, udrzeni jejich
kmenového stavu a nasledna transkripce virovych genti mohou byt divodem, pro¢ se
nadory nachdzi pouze v ¢ichovém ustroji, 1 kdyz se RacPyV vyskytuje v rliznych tkénich
(Church et al. 2016b). Cichové tstroji je vzhledem k anatomické lokalizaci mistem, kde

muze dochazet k ptenosu infekce skrz horni cesty dychaci (Gianitti ef al. 2014).

Pti onkogenezi, kterou zpisobuji PyV jsou dulezité proteiny pRB a tumor
supresor p53 (kapitoly 3.1.2 a 3.1.1.). Podle genomové analyzy bylo zjiSténo, Ze v
genomu RacPyV je obsazeno vazebné misto pro pRB (LxCxE motiv). V nadorovych
buiikkach dochézi oproti normalnim bunkam (buiiky mozkové tkdné myvali bez nadoru) k
vys$i expresi pRb proteinu a vyssSi transkripci E2F, ktery je v téchto bunkéach vysoce
aktivni (Pesavento ef al. 2015). Ptitomnost Walker A box sekvence (GPxxxGKT) muize z
LT-Ag RacPyV délat ATPazu vézajici p53 tumor-supresor. Imunohistochemickou
analyzou byla zjiSténa pfitomnost LT-Ag a wt-p53 (z angl. wild type) v jadrech
neoplastickych bunék (Dela Cruz et al. 2013). F. N. DelaCruz, T. Brostoff a
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P. A. Pesavento ukazali, Ze je transkripce p53 v rtiznych nddorech proménliva vzhledem

ke kontrolnimu vzorku zdravé mozkové tkan¢ (Pesavento ef al. 20115).

4.3 Myvali polyomavirus: priklad nebo vvjimka?

RacPyV se vyskytuje v myvalech s vysokou prevalenci (60 %), coz je typické pro
perzistentni infekci PyV (Church et al. 2016c¢), ke které dochazi v semipermisivnich nebo
nepermisivnich bunkach. Pro perzistentni infekci je typicka i pfitomnost virové DNA v
mnoha riznych tkénich, pfiCemz identifikace virioni v hostiteli je jen v nizkych
kvantitach (Church et al. 2016b), coz z myvala nemusi nutné¢ délat kone¢ného hostitele

pro RacPyV jak se ptivodné piedpokladalo (DelaCruz et al. 2013).

Zajimaveé je, ze infekce riznymi PyV odlisnych bunéénych kultur vede i k rliznym
projevim, vzniku odliSnych typti nadorti a k odliSnému virovému tropismu. Néadory
zpusobené RacPyV jsou nebyvale uniformni, protoze se vytvaii pouze v mozkové tkani
nebo cichovém Ustroji (DelaCruz et al. 2013). Tento fenomén mulzZe vysvétlovat
predevsim pfima vazba s proteinem BRD4 v infikovanych kmenovych bunikach, protoze
vazbou s BRD4 je udrzovan kmenovy stav bunck, néasledkem virové transkripce pak
muze dochazet k indukci nddoru pouze v mozku nebo cichovém Ustroji
(Church et al. 2014b). Pfinosem pro vyzkum (nejen) uniformity nddort by mohla byt
studie zabivajici se tkdovym tropismem RacPyV a receptory umoziujicimi produktivni

infekci.

RacPyV se vyskytuje v bunikach v episomalni formé stejn¢ jako SV40 v buiikach
S-HML (DelaCruz et al. 2013; Carbone ef al. 2008). U bun¢k S-HML bylo zjisténo, ze k
transformaci prispiva nekodujici RNA, kterd vznika pfi transkripci ¢asné oblasti genomu
a dale se podili na degradaci mRNA pro pozdni oblast genomu proteinem Dicer
(Carbone et al. 2008). U RacPyV dochazi k regulaci ¢asnych genli pomoci miRNA, ktera
se nachéazi v ¢asné oblasti genomu (Chen et al. 2015). U SV40 a S-HML bunék je jasné,
ze ptitomnost nekddujici RNA je stézejni pro degradaci pozdnich transkripth
(Carbone et al. 2008). Podle Chen et al. (2015), ale k cileni pozdnich transkripti pomoci
virem kodované miRNA nedochazi, 1 kdyz je miRNA pIné€ aktivni v RISC komplexu.
Dochazi pouze k negativni regulaci casnych proteinti. Je jasné, Ze mechanismus
degradace pozdnich transkript pomoci RNA interference je velice zajimavou mozZnosti
vyuzivanou virem SV40 pro transformaci S-HML bungk, jestli se ale miRNA podili na

transformaci myvalich neoplastickych buné¢k je prozatim nejasné. Virova miRNA se ale v
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neoplastickych myvalich buiikkach vyskytuje ve vysoké mife 1 s Casnymi mRNA
transkripty, coz je velice zajimavy jev pokud vezmeme v potaz negativni regulaci

casnych proteini pomoci miRNA (Chen et al. 2015).

U MCPyV i SV40 a RacPyV izolovaného u jednoho z myvala byl identifikovan
treti Casny antigen, konkrétné se jedna o 35kT protein u RacPyV, 57kT protein u MCPyV
a 17kT protein u SV40. VSechny tfi vznikaji alternativnim sestithem. U 57kT proteinu
byly identifikovany J-doména, MUR, pRb vazebné misto s LxCxE motivem avsak vliv na
tumorogenezi zatim nebyl prokazan. 57kT mlze byt povazovan za analog 17 kT proteinu
u SV40 (Zerrahn et al. 1993), ktery se nezavisle nebo spole¢né s sT-Ag a LT-Ag podili na
bunécéné proliferaci in vivo (Comerford et al. 2012). Jelikoz se 35kT protein vyznacuje
nékterymi spoleénymi znaky s 57kT a 17kT je mozné, ze se také podili na bunécné
proliferaci in vivo, vliv na transformaci ale prozatim nebyl prokazan. Tieti ¢asny antigen
se vyskytoval pouze u RacPyV s deleci v oblasti 522-524 bp, coz znamend, Ze tento
unikatni protein mize byt v genomu RacPyV pouhou vyjimkou stejné jako mT-Ag
vznikly stejnou deleci, které na transformaci bun¢k nemaji vliv, nebot’ u ostatnich vzorkt

bez 35kT izoformy a mT-Ag nebyla transformacni aktivita narusena.

Pro onkogenezi zptisobenou PyV je typicka vazba proteinli RB rodiny. U RacPyV
byl detekovan LxCxE vazebny motiv pro pRb protein. ZvySend exprese pRb a transkripce
E2F (Pesavento et al. 2015) vede k zavéru, ze s pomoci pRb proteinu muze byt LT-Ag
RacPyV schopen ovliviiovat buné€nou proliferaci. U RacPyV nebyla provedena studie,
ktera by dokazovala, Ze vazba pRb s pomoci LxCxE motivu muize indukovat
transformaci. U SV40 bylo dokazéano, Ze mutanty s chybéjicim LxCxE motivem jsou pfi

transformaci defektni (kapitola 3.1.1).

Interakce s p53 je spojovdna s Walker A sekvenci, pfitomnost této sekvence
odhalila genomova analyza, coz ale neznamend, Ze se RacPyV nezbytné podili na inhibici
funkce p53 a jeho stabilizaci (DelaCruz et al. 2013). Jako piiklad lze uvést studii
Borchert et al. (2014), jehoz vyzkumny tym zjistil, Ze LT-Ag nevaze p53 ptimo.
Kombinace inhibice funkce p53 spolu s umléenim pozdnich transkripti umozni viru
existovat v podobé episomu a indukovat vznik nadort (Carbon et al. 2008). Z toho
vyplyva, Ze nejspi§ dochazi k uml€ovani pozdnich transkriptii spolecné s vazbou p53, aby
mohl virus v podobé¢ episomu indukovat vznik nadori. Pro potvrzeni vazby LT-Ag a p53,
at’ pfimé ¢i neptfimé, je zapotiebi dalSich studii, které by se této problematice vénovaly

vice.
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Karcinom Merkelovych bunék je velmi agresivnim rakovinnym onemocnénim
ktze. Nadory vznikajici u myvali vlivem RacPyV jsou také velmi agresivni a stejné jako
MCC jsou schopné metastazovat (Kouzmina et al. 2017; DelaCruz et al. 2013).
Unikatnost RacPyV je spojovéana piedevs§im s jeho vyskytem v naddorech a metastazich v
podob¢ stabilniho episomu, a pfitomnosti velkého mnozstvi miRNA 1 v pfitomnosti
velkého mnozstvi Casnych proteini. U RacPyV prozatim nebyl zkoumana indukce
genomové nestability, kterd je spojovana s transformacnim potencialem napt. u SV40 a

MCPyV (Kwun ef al. 2017; shrnuto v Carter a Saunders 2007).
5 Zavér

Polyomaviry byly odjakziva spojovany s indukci nadorti nejen v laboratornich
podminkach. RacPyV je nové objeveny polyomavirus asociovany s nadory mozku a
¢ichového Ustroji u volné zijicich myvall. Jedna se o velmi agresivni nadory, které se
velmi rychle vyvijeji. MCPyV spojeny s karcinomem Merkelovych bunék u lidi je
prozatim nejblizsi piibuzny RacPyV. MCPyV byl identifikovan v nadorovych bunikach
integrovany do genomu hostitelské buniky, ackoliv jsou si RacPyV a MCPyV piibuzni na
zéklad¢ podobnosti genomu, vyskytuje se RacPyV v hostitelské buiiky v podobé
episomu. Oba viry koduji miRNA lokalizovanou ve stejné oblasti genomu, ktera je
nekodujicim vldknem vzhledem k casné oblasti. U RacPyV vznikd miRNA v
mnohonéasobné vét§Sim mnoZzstvi nez v bunkach infikovanych MCPyV, kde byla miRNA
Casto 1 pod detekénim minimem pouZzit¢é metody. RacPyV indukované nadory jsou
schopné snadno tolerovat vysokou koncentraci miRNA spole¢né s velkym mnozstvim
Casnych proteintl, coZ je nezvyklé vzhledem k negativni regulaci Casnych proteint typické

pro PyV miRNA.

Tato prace shrnula dosud znamé poznatky o onkogenezi PyV v porovnani s nové
objevenym RacPyV. U RacPyV je zapotiebi se dale vénovat predevSim vlivu miRNA na
regulaci ¢asnych tranksript a moZznému novému mechanismu indukce transformace u
PyV s pomoci miRNA. Déle by se mél vyzkum soustfedit na interakci RacPyV s
bunéénymi proteiny, které mohou ovliviiovat jeho transformacni potencial (konkrétné p53
a pRB) a v neposledni fadé¢ podminkam, pii kterych bezpodmineéné¢ dochéazi k
transformaci bunék a vzniku agresivnich nadori myvali. Pochopeni mechanismu
onkogeneze na zvifecim modelu a jeho odliSnosti napt. od MCPyV miize vést k

rozklicovani nékterych otazek v karcinogenezi lidskych PyV.
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