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Abstrakt

Polyomaviry jsou malé neobalené viry, jejichz typickymi zistupci jsou mysSi
polyomavirus, opiéi viras SVAQ a lidské viry BK a JC. Kapsida viech polyomavirt se sklada
zhlavniho strukturniho proteinu VP1 a dvou minoritnich proteini VP2 a VP3. Funkce
minoritnich proteini byla dlouho nejasnd. S postupujicim vyzkumem se ukazuje, Ze jsou
multifunk¢ni a uastni se Casné i pozdni fize infekce. UvaZuje se o jejich roli ve vstupu viru
do buiiky a v tiniku viru z endoplazmatického retikula. U n€kterych polyomavirti interaguji
s DNA a je moZné, Ze se po rozvolnéni virionu Géastni doruéeni virové DNA do jadra a po
replikaci a transkripci také morfogeneze virioni. K uniku zcytoplazmy musi neobalené
polyomaviry navodit destrukci hostitelskych bunék nekr6zou. Déje se tak u viru SV40 jednak
stimulaci jaderného enzymu PARP minoritnimi proteiny a pravdépodobné také schopnosti
minoritnich proteinii oligomerizovat, integrovat se do membriany a vytvafet viroporiny.
Zaroveii se ukazuje, Ze jak znamé viroporiny jinych virovych &eledi, tak minoritni proteiny
polyomaviri mohou kromé nekrézy navozovat také apoptozu.

Tato prace shrnuje dosud znamé poznatky o strukturnich a biochemickych vlastnostech
téchto proteind, jejich interakcich s bun&nymi strukturami a moZnych funkcich v prib&hu
infekce hostitelské buiiky.

Kli¢ova slova: malé DNA viry, membranové proteiny, myristylace, morfogeneze kapsid,
viroporiny, nekr6za, apopt6za



Abstract

Polyomaviruses are small non-enveloped viruses with characteristic genera including
murine polyomavirus, simian virus 40 and human viruses BK and JC. The capsid of all
polyomaviruses comprises of the major structural protein VP1 and two minor proteins, VP2
and VP3. The purpose of the minor proteins was for a long time uncertain. Advancing
research reveals, that they are multifuctional and are involved in early and also late stages
of infection. It is being speculated about their role in entry into host cells and exit from
endoplasmic reticulum. Minor proteins of some polyomaviruses interact with DNA and it is
possible, that after disassembly of the virion, they take part in delivery of viral DNA
into the nucleus and, after replication and transcription, also in morphogenesis of the virion
progeny. In order to be released from the cytoplasm, nonenveloped viruses must induce cell
lysis by necrosis. SV40 achieves necrosis by stimulation of the nuclear enzyme PARP by its
minor structural proteins and probably also by capability of the minor proteins to oligomerize,
integrate into membranes and form viroporins. Also, known viroporins of other virus families
and minor proteins of polyomaviruses are able to induce apoptosis in addition to necrosis.

This thesis summarizes known observations about structural and biochemical properies
of these proteins, their interactions with host cell structures and proposed functions during
the course of infection of a host cell.

Key words: small DNA viruses, membrane proteins, myristylation, capsid morphogenesis,

viroporins, necrosis, apoptosis
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Seznam zkratek

BKV
ER
ERAD
JCV
ND10
NLS
PARP
PDI
SV40
VLPs
VP1s-VP2/3
VP2/3

BK virus

endoplazmatické retikulum

ER-asociované degradace (endoplasmic reticulum associated degradation)
JC virus

jaderna doména 10 (nuclear domain 10)

jaderny lokalizaéni signal (nuclear localization signal)
poly(ADP)-rib6za polymeraza

protein disulfid izomeraza

opi¢i virus 40 (simian virus 40)

virim podobné &astice (virus like particles)

komplex pentameru VP1 a VP2 nebo VP3

VP2 nebo VP3



1. Uvod

Polyomaviry jsou malé neobalené viry sonkogennim potencidlem. Jsou hostitelsky
specifické a infikuji pfedevi§im savce, ale také ptdky. Prototypickymi a nejlépe
prozkoumanymi zéstupci &eledi Polyomaviridae jsou virus makaka SV40 (Simian virus 40)
a my3i polyomavirus. V sedmdesétych letech byly objeveny dva lidské polyomaviry JC a BK
(JCV, BKYV), jejichz seroprevalence v lidské populaci dosahuje 70-80%. Oba tyto lidské
polyomaviry se viak u zdravych jedinci neprojevuji a navozuji pouze latentni infekci
vpfipad¢ BK viru vledvinach a vpfipad¢ JC viru v centrdlnim nervovém systému.
U pacientii podstupujicich imunosupresivni 1é¢bu (typicky u pfijemci transplantéti)
a u pacienti s oslabenym imunitnim systémem (naptiklad pfi propuknuti AIDS) se viak tyto
viry projevuji kazdy svym typickym onemocnénim. JC virus u takovychto jedinci navozuje
poruchu zptisobujici demyelizaci bun€k nervového systému oznalovanou jako progresivni
multifokdlni leukoencefalopatic a BK virus zplsobuje posttransplantaini nefropatii
a hemoragicky zanét moCovych cest. Stejné jako pravdépodobn€ viechny polyomaviry maji
1JC a BK onkogenni potencidl. (Eash et al., 2006, review) Teprve v lofiském roce byly
popsény dalsi dva lidské polyomaviry, pojmenované WU virus a KI polyomavirus. Oba tyto
viry taktéZ navozuji latentni infekci a projevuji se teprve u jedinci s oslabenym imunitnim
systémem onemocnénimi dychaciho traktu. (Allander et al., 2007, Gaynor et al., 2007)

V3echny polyomaviry maji kapsidu sloZenou ze tfi proteinti, hlavniho strukturniho
proteinu VP1 a minoritnich proteini VP2 a VP3. Déle k6duji nestrukturni regulaéni proteiny.
Typickym znakem viri s malym genomem je uspornost. Ta se (nejen) u polyomavirt
projevuje jednak tim, Ze se sekvence DNA i aminokyselin u strukturnich i nestrukturnich
proteini pfekryvaji a Ze tyto proteiny maji vice funkci v priib€hu Zivotniho cyklu viru. To vie
se tyka i minoritnich strukturnich proteini polyomavirt, které pravdépodobné n¢kolika svymi
vlastnostmi pfispivaji k doruéeni virové DNA do bunééného jadra, aby byla umoznéna jeji
replikace a transkripce, a také k destrukci hostitelskych bun€k, ¢imzZ je vétSin€¢ neobalenych
viri umoZnéno uvolnéni nové vzniklych virioni zcytoplazmy uzavifené buné€nou
membranou.

Tato prace shrnuje vlastnosti a funkce minoritnich proteini polyomavirti, jejichZz poznéani
miZe vkoneéném disledku pfFispét k feSeni 1é¢by onemocnéni, zpiisobenych lidskymi
polyomaviry, a pfedev§im k vyzkumu vyuZiti polyomavirovych kapsidovych proteint
k imunoterapeutickym G&eliim &i genové terapii. Studiu funkci strukturnich proteini mysiho

polyomaviru, ptipadné i BK viru, se planuji vénovat i ve své diplomové praci.



2. Obecné a strukturnf viastnosti minoritnich proteini

Polyomaviry maji kruhovy genom, rozdéleny na dvé& pfiblizn& stejn& velké &asti, kédujici
tasné a pozdni proteiny. Casna &4st koduje nestrukturni velky, maly, a u my$iho polyomaviru
jesté€ stfedni T antigen, které maji rozliéné regulaéni funkce. Pozdni &4st kéduje kapsidové
proteiny VP1, VP2 a VP3 a u n&kterych polyomavirii nestrukturni agno protein. Sekvence
VP3 je cela obsaZena v C-koncovych dvou tfetinich sekvence VP2 a protein VP1 je kédovan
v jiném Ctecim ramci neZ VP2 a VP3. (Arrand ef al., 1980) mRNA vsech tfi kapsidovych
proteind vznikaji alternativnim sestfihem spole¢né pre-mRNA (Batt et al., 1993). U VP2 jsou
dvé tfetiny C-konce nasledkem toho oznatovany jako spoletna &ast VP2/3 a N-konec jako
unikitni €ast VP2 (obr. 1). N-konec VP2 je modifikovan kovalentné navazanou kyselinou
myristovou (Streuli a Griffin, 1987).
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Obr. 1 Sekvence proteinu VP3 je kompletn& obsaZena v sekvenci VP2, ktery je myristylovany na N-konci. Sed&
je znazorné&na spole¢na ést, bile unikatni &ast VP2. (Pfevzato z Chen et al., 1998)

Ikosahedralni kapsidy polyomavirta se skladaji z 360 kopii hlavniho strukturniho proteinu
VP1, uspofddaného do 72 pentamer, z nichZ kazdd ma ve svém stfedu jednu molekulu
minoritnitho proteinu VP2 nebo VP3 (Baker ef al., 1988). Uvniti kapsidy se nachazi virovy
minichromozom, sestavajici se z virové DNA, hostitelskych histond H2A, H2B, H3 a H4
a virového proteinu VP1 (Miiller et al., 1978). C-koncové ,rameno“ kazdého VP1 vyéniva
z pentameru a vaZe se na sousedni, ¢imZ udrzuje kapsidu pohromadé (Liddington et al.,
1991). V krystalografické struktufe viriond je viditelnych 72 elektrodenznich ,hrota®,
tvofenych minoritnimi proteiny, vy€nivajicimi z core do centrélni prohlubn€ pentameru VP1
(obr. 2) (Griffith et al., 1992).

Minoritni proteiny obsahuji VP1 vazebnou doménu, které je velmi konzervovana napfi¢
celou &eledi Polyomaviridae a obsahuje hydrofobni a-helix. Z krystalografické struktury
vyplyva, Ze molekula minoritniho proteinu je vloZena do centrdlni dutiny VP1 pentameru
v nezvyklém vldsenkovém uspofddiani a Ze¢ N-koncova &ast proteinu je velmi flexibilni
(obr. 3) (Chen et al., 1998). Oproti my$imu polyomaviru obsahuje sekvence SV40, JCV
a BKV jesté malou doménu na Gplném C-konci minoritnich proteini, ktera taktéz vaze VP1



(Barouch a Harrison, 1994, Chen et al, 1998, Nakanishi et al., 2006). TataZ doména,
jmenovité poslednich 13 aminokyselin na C-konci VP2 a VP3 u SV40, BKV a JCV obsahuje
DNA vazebnou sekvenci (Clever et al., 1993, Dean et al., 1995, Huang et al., 2003), zatimco
umysiho polyomaviru vlivem nepfitomnosti této domény nemaji minoritni proteiny DNA
vazebnou aktivitu (Chang ef al., 1993). Schopnost vazat DNA zde zcela pfebira protein VP1,
ktery ma DNA vazebnou doménu na svém N-konci (Moreland et al., 1991).

Jednou ze strukturnich funkci minoritnich proteinti miZe byt vytvofeni ,,pfemost&éni“ mezi
vnéjsi kapsidou a virovym minichromozomem. Minoritni proteiny se kaZdopadn& vazi
na inichromozom, at’ uZz pomoci DNA vazebné domény, &i interakci s histony, coZ bylo
doloZeno u mysiho polyomaviru. (Forstova et al., 1993, Cai et al., 1994)

Obr. 2 (A) Trojrozmémy model virionu my$iho polyomaviru s &asteénym vyfezem kapsidy, vytvofeny na
zéklad¥ krystalografické struktury. Sv&tla &ast znadi kapsidu tvofenou VP1 penamery, tmavé &ist minoritni
proteiny vytvéfejici ,,hroty* a virovy minichromozom. (B) Elektrondenzitni mapa priifezu pentamerem, hrotem
a &asti minichromozomu. Pentamer je tvofen jasné definovanou strukturou VP1 po strandch a mén& definovanou
strukturou minoritnfho proteinu ve stfedu pentamery, pravdépodobné vlivem jeho véti flexibility. Pfevzato
z Griffith et al., 1992)

3. Myristylace

Myristova Kkyselina je &trnActiuhlikatd nasycend mastnd kyselina, jez miZe byt
(hostitelskym) enzymem N-myristyl transferdzou pfipojena k N-koncovému glycinu.
Myristylovd kotva zaji§tuje limitovanou hydrofobicitu, kterd umoZiuje membranové
interakce a vyZaduje dalsi faktory pro pfichyceni proteinu k membranég, typicky palmitylaci na
blizkém cysteinu, sekvenci pozitivné nabitych aminokyselin, domény vazajici fosfolipidy,



transmembranové domény nebo pfimé meziproteinové interakce. V eukaryotickych buitkach
je funkce nejvétsich rodin myristylovanych proteini pfedev$im signalizani, naptiklad
a podjednotky G proteinti, ADP-ribosylagni faktory, serinové/threoninové nebo tyrosinové
kindzy. (Maurer-Stroh a Eisenhaber, 2004, review) V ned4vné dob& byly viak u rostlin
objeveny malé rodiny dalsich myristylovanych proteini s rozliénymi funkcemi, mezi nimi mj.
proteiny vrozené imunity, thioredoxiny, komponenty kaskad proteinové degradace,
transkrip&ni faktory a enzymy regulace glykolyzy (Boisson et al., 2003).
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Obr. 3 (A) Stuhovy model proteinu VP2 (¢erven&) vioZeného do centralni dutiny pentameru VP1 (modfe, pfedni
dv& molekuly VP1 nejsou zobrazeny). Pferu$ovana linka reprezentuje tu &ast VP2 a VP3, jejiZz pfesnou
konformaci nelze vlivem jeji flexibility definovat. (B) Schématické zobrazeni vzijemné polohy VP1 a VP2
s vyznaenym pérem okolo osy pentameru. (Pfevzato z Chen et al., 1998)

3.1 Myristylace VP2 polyomaviri

Jak uZ bylo zminéno, protein VP2 polyomaviri je myristylovany (obr. 1). Tato modifikace
vyZaduje N-koncovy glycin. Bylo provedeno né€kolik studii mutant se zamé&nami glycinového
kodénu za jiné aminokyseliny. Ve studii Krauzewicz et al., 1990, vedla zaména za kyselinu
glutamovou k sniZeni infektivity asi o jeden ¥ad a elektronova mikroskopie virioni s takovou
mutaci odhalila, Ze nemyristylované virové &astice jsou pon¢kud méné kompaktni a porusené,
myristylace tedy miiZze mit vliv na konformaci kapsidy a tim naptiklad na vstup viru do buiiky
nebo stabilitu virionu v nizkém pH v endocytickych va&cich, které je u my3iho polyomaviru
pro produktivni infekci vyZadovano. (Liebl ef al., 2006) Komplexnéjsi studie (Mannova et al.,
2002), kde bylo pracovano s vice ziménami za N-koncovy glycin (jmenovité za glutamin,



kyselinu glutamovou a histidin), ukédzala je§t& v&tsi sniZeni infektivity a v pfipad® zamé&ny
glycinu za histidin dokonce naprostou eliminaci infektivity. Elektronova mikroskopie
prokazala, Ze nemyristylované mutanty jsou schopny infikovat a lyzovat buiiky, reinfekce je
viak znatelné niZ¥f. Déle, nemyristylované viriony neinteraguji s nékterymi protilatkami,
které vaZou epitopy divokého typu mysiho polyomaviru, coZ je dalsi doklad, Z¢ myristylace
ma pravdépodobn€ zisadni vliv na konformaci kapsidy. To viak nemusi byt jedina funkce
této modifikace.

3.2 Myristylace proteini jinych vird

Myristylace strukturnich i nestrukturnich viry koédovanych proteinti hostitelskou
N-myristyl transferdzou je napti¢ virovymi eledémi piekvapivé Easty jev a bylo jiZz popsano
n€kolik moZnych funkci této modifikace.

Hydrofobicita myristylové kyseliny naznaluje moZnosti membrinové interakce,
neobalené viry ji tedy mohou vyuZivat k penetraci membrin, coZz bylo také prokazano
u vstupu polioviri a reoviri do buiky. Strukturni protein polioviri VP4 je myristylovany
na N-konci. Bodové mutanty na N-koncovém glycinu jsou po transfekci schopny zformovat
virové &astice, které jsou viak neinfekéni. Pfi interakci s bunéénym receptorem dochazi
ke konforma¢nim zménim kapsidy a externalizaci VP4. (Marc et al., 1989) Tento sled
konformaénich zmén byl do podrobna popsan. Myristylovany N-konec VP4 je zakotven do
bunééné membrany a napomaha zformovani membranového péru dal$im kapsidovym
proteinem VP1. Timto pérem je virové RNA umoZnéno proniknout do buiiky. (Hogle, 2002,
review) Také reovirovy kapsidovy protein pl je myristylovany. Vytvafi heterohexamer
spole¢né¢ sproteinem o3, pfi endocytéze viru dochdzi vendozému k degradaci o3
a autoproteolyze pl na pl1C a myristylovany plN, ktery penetruje membrénou a umoZiuje
vstup nukleocore do cytoplazmy (Liemann et al., 2002). U obaleného viru hepatitidy B
myristylace také hraje roli pfi vstupu do buiiky. Povrchovy membranovy strukturni L protein
je myristylovan na N-konci, ktery je nezvykle exponovan na povrchu virionu (Gripon ef al.,
1995, Bruss et al, 1996). Myristylace je nutnd k G¢innému navéazini virionu k jeho
hostitelskému receptoru. Vazebnd doména pro receptor je vt&€sné blizkosti myristylu
(De Falco et al., 2001).

Obalené viry také vyuZivaji myristylované strukturni proteiny k zakotveni do hostitelské
membrany pfi morfogenezi a pudeni (Rein et al., 1986). Je tomu tak u proteinu Gag
u retrovirti, naptiklad u HIV, kde je myristylace nutna k asociaci s raftovymi membranovymi

mikrodoménami, kde Gag multimerizuje (Lindwasser a Resh, 2001). U viru vakcinie bylo
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objeveno 6 myristylovanych a 6 palmitylovanych proteinii, které jsou pfevaZzné membranové,
ale n€které z nich jsou rozpustné. L1R je myristylovany membranovy strukturni protein,
un€hoZ myristylace pravdépodobné zajistuje zaujmuti spravné konformace, inkorporaci
do virovych membrdn a tim umoZiiuje jeho funkce v morfogenezi virionu. (Grosenbach
a Hruby, 1998, review) Usnadnéni dosaZeni spravné konformace kapsidovych proteint pfi
skladani kapsidy v3ak bylo navrZzeno i jako dal$i moZna funkce myristylovaného VP4
u poliovird (Marc et al., 1989).

Dalsi funkci objevenou u myristylovaného virového proteinu je schopnost indukovat
membranovou fuzi a tak vznik syncytii. U reoviru pavidna to zajistuje maly nestrukturni
myristylovany protein p15. Myristylace je pro tuto funkci nezbytna. (Dawe a Duncan, 2002)

Myristylace proteinii bun&né signalizace je &asty jev. Také ne€které myristylované virové
proteiny do tohoto procesu mohou vstupovat a buné¢nou signalizaci vyuZzivat, ovliviiovat,
¢i naruSovat. Pfikladem je Nef protein viru HIV, jehoZ myristylace umoZiiuje membranové
zakotveni a tim interakce s bunénymi signalizatnimi kaskddami (ovliviiuje tak napf.
mnoZstvi hostitelskych povrchovych membranovych proteini, aktivaci T bunek a apoptdzu).
(Maurer-Stroh a Eisenhaber, 2004, review) Nef také pomoci své myristylové domény
interaguje s kalmodulinem (Hayashi et al., 2002).

4. Vstup do buiiky a dorudeni virové DNA do jadra

4.1 Role minoritnich proteinii pfi vstupu do buiiky

Pfi vstupu do buiiky myS$i polyomavirus a BK virus vyuZivaji jako receptor koncovou
sialovou kyselinu gangliosidd, JC virus serotoninovy receptor a SV40 gangliosid GM1
a pravd&podobne jako koreceptor také MHC glykoproteiny (Tsai et al., 2003, Elphick et al.,
2004, Low et al., 2006). VP1 mysiho polyomaviru interaguje se sialovou kyselinou tfemi
kapsami“ na svém povrchu. Pfi pouZiti solubilnich fragmentii receptorii in vitro bylo
zji§téno, Ze vazba virionu na receptor zvy$uje odolnost VP1 i minoritnich proteini proti
proteazam, coZ naznafuje, Ze kyselina sialova podnécuje konforma¢ni zm&nu VP1, ktera se
pfenadi i na VP2 a VP3 a miuZe ovliviiovat funkci minoritnich proteinti v dalich fazich
infekce. (Cavaldesi et al., 2004)

U SV40 maji virové &astice postradajici VP2 znateln€¢ niZ8i schopnost navéazat se
na povrch hostitelské buriky, naopak &astice pouze s VP2 a bez VP3 maji tuto schopnost
znatelné zvy$enou. MoZzné vysvétleni je, Ze pfitomnost VP2, pfipadné¢ myristové kyseliny,
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napoméha vytvofit urfité povrchové struktury na VP1, které usnadituji navazani virionu
na buitku. (Daniels et al., 2006) Totéz lze pfedpokladat u mysiho polyomaviru, u kterého jsou
Castice sloZzené jen z VP1 a VP2 Winnymi kompetitory infekce divokym typem mysiho
polyomaviru, zatimco &éstice sloZzené z VP1 a VP3 a &astice obsahujici pouze VP1 tuto
vlastnost nemaji (An et al., 1999).

VP2 dosud npeobjasnénym zpisobem zprostfedkovava fosforylaci threoninu
na BC-smy¢ce VP1, kter4 je na povrchu virionu a je soudésti vazebného mista pro virovy
receptor. Pfi expresi v heterolognim expresnim systému k této fosforylaci ve v&tsi mife
dochazi jen pfi koexpresi VP1 a VP2, ale ne pfi koexpresi VP1 s VP3 &i expresi samotného
VP1. Fosforylovdna je jen mald &ast syntetizovanych VP1 (jak vyplyva z izoelektrické
fokusace proteini z izolovanych virioni). MoZna funkce této fosforylace vzhledem k jeji
poloze tak miZe byt v navdzani a vstupu viru do butiky. (Forstova et al., 1993, Li et al., 1995)

Mén¢ pravdépodobnou dfive navrhovanou funkci minoritnich proteind pfi vstupu
do buiiky se zd4 byt, Ze asi 12,5 A ,,pér“, ktery VP1 pentamer vytvafi ve svém stfedu okolo
osy (obr. 3B). Ten by se mohl podilet na penetraci membrany béhem vstupu do buiiky, kdyby
napf. vlivem kyselého prostfedi endozomu do$lo ke konforma¢ni zméné kapsidy, zvétseni
tohoto péru a kdyby se myristylovand N-koncova ¢ast VP2 néjakym zpisobem proviékla
timto ,,pérem“. To by vSak vyZadovalo, aby byl tento mechanismus umoZznén né&jakym
aktivnim buné&nym procesem, napf. chaperonovou aktivitou. (Chen et al., 1998) Navic zatim
nebylo doloZeno, Ze by dochazelo kexponovani minoritnich proteini dfive neZ
v endoplazmatickém retikulu.

4.2 Interakce s endoplazmatickym retikulem

Polyomaviry vyuZivaji hostitelské replikaéni a transkripéni enzymy, je pro né¢ tedy nutné
dorucit svou DNA do jadra. Po pfichyceni na povrchovy receptor jsou BK virus a SV40
endocytovany do kaveol (Anderson et al., 1996, Eash et al., 2004) a putuji do v&tsi organely
bohaté na kaveolin, zvané kaveozém, odkud jsou po mikrotubulech ve va&cich dopraveny
do endoplazmatického retikula (ER) (Pelkmans et al., 2001, Moriyama a Sorokin, 2008). JC
virus je endocytovan do klatrinovych vatki (Pho et al., 2000), které fuzuji s kaveozomem
a odtud je virus taktéZ dopraven do ER (Querbes e al., 2006). My3i polyomavirus vstupuje
do buriky v hladkych monopinotickych va&cich (Gilbert a Benjamin, 2000, Richterova et al.,
2001), vstupuje do ¢asného endozému, obchazi Golgiho aparat a vyuZiva retrogradni transport
do ER (Liebl et al., 2006).
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V ER jsou epitopy minoritnich proteind poprvé dostupné imunologickému znadeni, coZ
naznatuje, Ze zde dochézi k rozvolnéni virionii (Norkin et al., 2002) Z ER pravdépodobné
vstupuji rozvoln€né viriony do cytoplazmy, a odtud do jadra, kde dochazi k transkripci
a replikaci virového genomu (Tsai ef al., 2003).

Bylo doloZeno, Z¢ ERp29 — chaperon s funkci protein disulfid izomerdzy (PDI) —
interaguje s kapsidou mysiho polyomaviru, zpisobuje konforma¢ni zm&nu VP1, vedouci
k exponovani C-koncového ramena na povrch (pravdépodobné také N-koncového ramena,
které se nachdzi vjeho t&sné blizkosti). ERp29 je vyZadovan pro produktivni infekci.
(Magnuson et al., 2005) SV40 pro rozvolnéni kapsidy také vyuZivd hostitelskou PDI
piitomnou v ER, a to ERp57 (Schelhaas et al., 2007).

Po konforma¢ni zmé&né€ VP1 je u mysiho polyomaviru VP2 vystaven na povrch virové
gastice a umoZiiuje perforaci membrany ER, pravdépodobné¢ za pomoci N-koncové
myristylové kyseliny. VP3 také interaguje s membranou, nedokaZe ji vSak perforovat.
N-koncové spole¢na €ast VP2/3 i unikatni &ast VP2 jsou flexibilni. Na zdkladé¢ indexu
hydropatie se lze domnivat, Ze unik4tni N-koncova &ast VP2 obsahuje potencialni
transmembranovou doménu 1 a spoletnd &ist VP2 a VP3 obsahuje potencidlni
transmembranovou doménu 2. (obr. 4) Transmembranova doména 1 je tedy pravdépodobné
nutnd k perforaci, stejné tak N-koncovd myristylace. Aktivita minoritnich proteinii tedy
pravdépodobné umoZiiuje translokaci virové DNA do cytoplazmy, ptipadné pfimo do jadra.
(Rainey-Barger et al., 2007) Schematicky je tento proces znAzornén na obr. 5.
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Obr. 4 Diagram indexu hydropatie sekvece minoritnich proteinii mySiho polyomaviru. Vodorovné linky 1 a 2
znati pfedpoklddané transmembranové domény 1 a 2, linka &islo 3 odpovidd hydrofobnimu a-helixu na VPI
vazebné doméné. (Pfevzato z Rainey-Barger et al., 2007)
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Obr. 5 Navrhovany model vstupu SV40 do ER a penetrace membrany ER. (1) Na navazani na buiiku se podili ta
¢ast kapsidy, kde se vyskytuje VP2. (2) Virus vstupuje do kaveoly, (3) je endocytovan a putuje do kaveozomu,
(4) odkud je dopraven do ER, (5) kde doch4zi rozvolnéni kapsidy za pomoci bun&éného chaperonu. (6) Vlivem
rozpadu kapsidy jsou uvolnény minoritni proteiny, (7) které oligomerizuji a jsou vioZzeny do membrany ER.
Z ER vstupuji (8a) bud’ pfimo do jadra, (8b) nebo pravdépodobné&ji do cytoplazmy, kde pomoci svého NLS
napoméhajf pfenosu virové DNA do jadra (9) skrz jaderny pér. (Pfevzato z Daniels et al., 2006)

U viru SV40 bylo demonstrovano, Ze VP2 i VP3 se integruji do membrany ER
i v nepfitomnosti VP1 a jsou schopné oligomerizovat. Je tedy moZné, Ze funguji jako
viroporin k transportu virového genomu pfes membranu ER po rozpadu kapsidy. VP3 u SV40
mé pravdépodobné nékolik transmembranovych useki. (Daniels et al., 2006)

Minoritni proteiny samy o sob& v$ak pro vstup viru z ER do cytoplasmy nepostaduji.
SV40 vyZaduje retrotransloka&ni proteiny Derlin-1 a SellL, pravdépodobné pravé pro unik
z ER. Tyto retrotranslokaéni proteiny jsou komponenty ER-asociované degradace (ERAD),
pomoci niZ jsou transportovany nespravné poskladané proteiny z ER do cytoplazmy
k degradaci (Séhelhaas et al., 2007). MyS$i polyomavirus pro produktivni infekci také
vyZaduje protein, podilejici se na ERAD a retrotranslokaci do cytoplazmy, zde Derlin-2.
Po rozvolnéni VP1 snim mohou dosud neobjasnénym zpilisobem interagovat minoritni

proteiny a umoZnit spolené pfesun rozvolnéného virionu do cytoplazmy. (Lilley et al., 2006)

14



4.3 Dorudeni virové DNA do jidra

Po rozvolnéni kapsidy v ER a translokaci virové DNA do cytoplazmy musi byt DNA
dopravena do jadra. U viru SV40 v tomto procesu maji svou tilohu minoritni proteiny, bez
nichZ neni DNA do jadra dorutena (Nakanishi ef al., 1996). NLS proteinu VP1 je piekryva
s jeho DNA vazebnou doménou, pravdépodobné proto k tomu VP1 sim o sob& nepostatuje
a je nutna pfitomnost NLS minoritnich proteinii. Bylo zjisté€no, Ze VP3 SV40 pfimo interaguje
s komplexem a2/B importind (Nakanishi er al., 2002), zatimco VP1 vkomplexu s DNA
neinteraguje s importiny (Nakanishi et al., 2007).

NLS v3ech tfi strukturnich proteind polyomaviri jsou u intaktnich virionti ukryty uvnitf
kapsidy. K uskutenéni popsanych procesti je zcela nutné, aby byla kapsida rozvolnéna a NLS
exponovany. Zaroveill také je primér kapsidy (pfiblizn€ 45 nm) pfili§ velky pro transport
jadernym pérem — funk&ni primér jaderného péru je odhadovan na 26 nm a dosud nejvétsi
¢astice schopna projit méla primér 39 nm. (Panté a Kann, 2002)

5. Morfogeneze virioni

5.1 Transport kapsidovych proteini do jidra

V3echny tti kapsidové proteiny polyomaviri maji jaderny lokaliza¢ni signal (NLS). VP1
ma NLS na dplném N-konci (Wychowski et al., 1986, Moreland a Garcea, 1991) a minoritni
proteiny na spole¢ném C-konci (Clever a Kasamatsu, 1991, Chang et al., 1992). KdyZ byly
kapsidové proteiny my$iho polyomaviru exprimovany samostatné, ukazalo se, Ze jejich NLS
je pro jadernou lokalizaci dostatujici, aviak pfi expresi v n€kterych heterolognich expresnich
systémech (bakulovirovy, vakciniovy) tomu tak nebylo a pro jadernou lokalizaci minoritnich
proteinii byla nutnid koexprese s VP1 (Stamatos et al., 1987, Forstova et al., 1993, Delos
et al., 1993). Vysvétlenim miZe byt, Ze VP1 vytvaii po translaci v cytoplazmé pentamery, do
kterych je nisledné zabudovan jeden minoritni protein a vznika tak komplex ozna¢ovany jako
VP15-VP2/3. Ten je nasledné transportovan do jadra. (Cai et al., 1994) Z krystalografické
struktury komplexu VP15-VP2/3 vyplyva, Z2¢ NLS VP1 a VP2/3 jsou v tésné blizkosti
a juxtapozice dvou NLS tak miZe napomdhat jadernému importu komplexu. (Chen et al.,
1998) Dile bylo prokazano, Ze NLS VP1 a VP2/3 jsou nezévisle funkéni a pfi deleci jednoho
z nich se jejich funkce vzdjemné kompenzuje. (Ishii et al., 1994, Cai et al., 1994) Pon¢kud
odlina je situace u JC viru, kde tranzientn& exprimovany VP1 v nepfitomnosti VP2/3
vykazuje difizni lokalizaci v jadfe i cytoplazmé, kdeZto v pfitomnosti VP2/3 lokalizuje
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agregovan v konkrétnich oblastech jadra. U BK viru maji viechny kapsidové proteiny
dostacujici NLS. (Shishido-Hara et al., 2000)

5.2 Role minoritnich proteinii v morfogenezi kapsid

Monomerni VP1 samovoln¢ asociuji do pentamer stabilizovanych disulfidickymi mustky
in vivo 1 in vitro. (Gharakhanian et al., 1988) Minoritni proteiny jsou zabudovany do kapsidy
i v nepfitomnosti virové DNA nebo velkého T antigenu. (An ef al., 1999) A&koli VP1 vytvafi
v ptitomnosti Ca®* virim podobné &4stice (VLPs) (Salunke et al., 1986) a zéroveit ma DNA
vazebnou doménu, za stejnych podminek nedochizi v pfitomnosti DNA a samotného VP1
my$iho polyomaviru in vitro ke vzniku VLPs (Moreland et al., 1991). Je to pravdépodobn¢
zpusobeno nepfitomnosti minoritnich proteinti, které vazbou na VP1 pentamer méni jeho
konformaci a tim pravdépodobné jeho afinitu k DNA (Delos et al., 1995). VP1
produkovany bakulovirovym expresnim systémem v nepfitomnosti minoritnich proteind je
viak v hmyzich buiikach postatujici k zabaleni DNA do kapsidy (Gillock et al., 1997), &imZ
je tato role minoritnich proteinii v morfogenezi virionti zpochybnéna.

U SV40 in vitro za fyziologickych podminek (150 mM NaCl, 2 mM CaCl, pH =7,2)
nedochazi k samovolnému vzniku VLPs z VP1, zatimco za pfitomnosti minoritnich proteint
ano, VP2 a VP3 tedy u SV40 podnécuji konforma¢ni zménu VP1, kterd pravdépodobné
zahrnuje jeho C-koncové rameno. Uréitou funkci v morfogenezi SV40 mé i unikétni
N-koncovéa oblast VP2, protoZe u mutant se zkracenym N-koncem vznikaji za stejnych
podminek pouze malé kapsidy o priméru 20 nm a T = 1 (triangulaéni ¢&islo) namisto
standardnich 45 nm kapsid s T = 7d. Tento jev nebyl dosud objasnén. (Kawano et al., 2005)

Dalsi role minoritnich proteini v morfogenezi virioni byla pozorovana u JC viru.
K morfogenezi virioni dochazi v jaderné doméné 10 (ND10, zndmé také jako promyelocytic
leukemia nuclear bodies) a k lokalizaci kapsidovych proteini v ND10 dochédzi jen za
pfitomnosti VP1 ziroveti s VP2/3, zatim co v nepfitomnosti VP1 se minoritni proteiny
vyskytuji difuzng v jadfe a v nepfitomnosti VP2 a VP3 se VP1 nachazi v jadfe i cytoplazmé.
(Shishido-Hara et al., 2004)
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5.3 Interakce minoritnich proteini SV40 s transkripénim faktorem Spl

Regulatni oblast genomu SV40 obsahuje 21 parta bazi dlouhé repetitivni elementy, které
maji 6 tandemovych kopii motivu GGGCGG (GC-box), na které se vaZe bunény transkrip&ni
faktor Spl. Tento protein zprostfedkuje naviz4dnim se na odli$nou kombinaci GC-boxti bud’
transkripci ¢asnych nebo pozdnich genti. (Gidoni et al., 1985) Buné&na transkripce Spl je
stimulovana v ¢asné fazi infekce SV40. (Saffer et al., 1990)

Oblast tandemovych kopii GC-boxti zaroveri tvofi enkapsidaéni signal (ses). VP3
s transkripénim faktorem Spl interaguje a reprimuje tak aktivaci &asného ipozdniho
promotoru SV40. Interakce je zavisla na tfinicti C-koncovych aminokyselinich VP3 (kde je
i DNA a VP1 vazebnd doména). Komplex VP3-Spl zvySuje specifitu vazby Spl na GC-box
oproti samotnému Spl. VP3 se tedy bud’ vaZe zaroveri s Spl na DNA a vytvafi s nim a DNA
»sendviCové uspofddani, nebo méni konformaci Spl. (Gordon-Shaag et al., 1998)
Sp1 specificky vaZze enkapsida¢ni signal ses (ktery je specificky pro SV40) a umoZiiuje tak,
aby nebyla enkapsidovana buné¢nid DNA, pifestoZe DNA vazebna aktivita virovych proteint
SV40 je sekventn€ nespecifickd. Spl interaguje s VP1 i VP2/3, pravdépodobné tedy
navazanim celého komplexu VP1 pentamer + VP2/3 umoZiuje vznik nukleaéniho centra,
na které se nisledné navazi dal$i pentamery a enkapsidace je iniciovana jen z jednoho mista —
iniciace z vice mist by pravdépodobné vedla ke vzniku defektnich kapsid. (Gordon-Shaag
et al., 2002) Sp1 neni v maturovanych virionech pfitomen (Roitman-Shemer et al., 2007).

To je v8ak vrozporu snov&j§imi vysledky (Nakanishi et al., 2007), podle kterych je
morfogeneze SV40 zivisld pouze na VP1, avSak takto vzniklé viriony jsou neinfekéni
z diivodu neschopnosti dorudit virovou DNA do jadra pfi reinfekci.

6. Minoritni proteiny ve velmi pozdni fizi infekce

6.1 Permeabilizace membrén minoritnimi proteiny

Charakteristickou vlastnosti polyomavirii je neobalena kapsida a s tim spojend schopnost
navozovat destrukci butiky, pro neobalené viry nutny krok k uvolnéni virového potomstva.
Proces bunéné smrti zahrnujici permeabilizaci bunéénych membran a vyliti cytosolickych
komponent se oznaluje jako nekréza a je ztohoto pohledu pro neobalené viry ideélni.
Nevyhodou nekrézy je, Ze vyprovokovava zanétlivou imunitni reakci, které je zabranéno pfi
apoptoze. Apoptéza je oviem cesta, pfi které dochazi ke vzniku apoptotickych télisek, ve
kterych by neobalené viry zistaly uzavieny a bylo by jim degradaci zabranéno v sekundarni
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infekci. (Daniels et al., 2006, Proskuryakov et al., 2003, review) Na expresi proteini viru
SV40 v bakteridlnich butikdch bylo uk4zdno, 2¢ VP3 m4 uniktni inherentni schopnost
permeabiliziovat bun&€&né membrany a lyzovat bakterie. (Daniels et al., 2006)

V neddvné dob¢ byl u¢inén ptekvapivy objev: ve velmi pozdni fazi Zivotniho cyklu SV40,
pfibliZzn¢ 72 hodin po infekci, je zahdjena exprese proteinu oznalovaného VP4, ktery je
zkracenou C-koncovou &asti VP3, méa pfiblizné 15 kDa a stejn€ jako VP3 je jeho translace
iniciovdna z AUG kod6nu uvnitf sekvence VP2 a VP3 ve stejném &tecim rdmci, coZ bylo
dokazino in vitro na translaci mRNA kédujicich VP2 a VP3 Koexprese VP3 a VP4
v bakteridlnich buiikdch zpisobuje jejich lyzi, navic bylo ukazano, Ze VP3 a VP4 vytvafeji
heterooligomery. Bodova mutace v inicia¢nim kodénu VP4 zpoZzd'uje lyticky cyklus SV40 az
o dva dny. VP4 tedy pravdépodobné v heterooligomeru s VP3, ptipadn¢ VP2, vytvéfi
viroporin, ktery permealizuje buné¢né membrany a zpisobuje lyzi hostitelské buriky.
(Daniesl et al., 2007) Schématicky je tento proces znazornén na obr. 6.
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Obr. 6 Navrhovany model lytického cyklu SV40. (A) Nejdfive je syntetizovan VP1, (B) ktery tvofi pentamery

(C), do nichz jsou zabudovany minoritni proteny a dochézi k vzniku novych viriond. (E) Stechiometrie
strukturnich proteini ma za nésledek, Ze dalii minoritni proteiny nemiiZou byt zabudoviny do kapsidy (F) a tak
je po zahajeni syntézy VP4 umoZnéna oligomerizace, (G) kterd vede k lyzi buiiky a uvolnénf nové vzniklych
virioni z cytoplazmy. (Pfevzato z Daniels et al., 2007)

Iniciatni kodén v podobné pozici jako u SV40 VP4 existuje u vSech znidmych
polyomaviri (s vyjimkou husiho hemorragického viru, charakteristického velmi dlouhym
Zivotnim cyklem), je tedy moZné, 2e ma konzervovanou funkci napfi¢ &eledi. (Daniels et al.,
2007) Na z4klad& porovnani sekvenci minoritnich proteinti polyomavird lze soudit, Ze ta &ast
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sekvence, kterd obsahuje tento AUG koddn, je zachovana alespori mezi SV40, JC virem a BK
virem, (Chen et al., 1998) tedy polyomaviry primatd, jejichz genomy ostatné vykazuji
vysokou miru homologie. (Eash et al., 2006, review)

To, Ze byl protein VP4 objeven teprve v neddvné dobe je zplisobeno nejspis vice faktory:
jedna se o nestrukturni protein, ktery neni inkorporovan do kapsidy, jeho exprese je zahdjena
ve velmi pozdni fazi infekce tésn€ pfed lyzi hostitelské buiiky, a navic je velmi pfistupny
degradaci protedzami. Zpisob, jakym je regulovana iniciace jeho translace zatim nebyl
objasnén. (Daniels et al., 2007)

Nyni se ukazuje, Z¢ i u my$iho polyomaviru je peptid odpovidajici poslednim 35
aminokyselinAm VP2/3 schopen permeabilizace membrin, coZ bylo demonstrovano na
fosfolipidickych va&cich naplnénych fluoroforem, ktery byl v pfitomnosti tohoto peptidu
uvolnén (R. Fier, zatim nepublikované vysledky nasi laboratofe).

6.2 Viroporiny

Viroporiny jsou napfi¢ virovymi Celedémi zna¢né rozsfteny fenomén. Jedna se o viry
kédované proteinové komplexy, vétsinou sloZené z proteinti o délce kolem 100 aminokyselin.
Po oligomerizaci vytvéafi hydrofilni p6r a hydrofobni oblasti jsou otogeny do fosfolipidické
dvouvrstvy bunééné membrany. Viroporinové proteiny mohou obsahovat dalsi hydrofobni
doménu pro destabilizaci membran, zvySujici jejich permeabilitu, a sekvenci bazickych
aminokyselin v sousedstvi hydrofobni domény, slouZici jako detergent. (Gonzales et al.,
2003, review)

Funkce v&tSiny téchto viroporini zistdvd do znainé miry neobjasnéna. Typickym
viroporinem je nestrukturni protein 2B poliovirty, ktery vytvafi tetramericky por, propustny
pro ionty a malé molekuly do velikosti 1 kDa. Protein 2B ma vliv na naruSeni vesikularniho
systému, pfestavbu membran a tim na pohyb glykoproteini k povrchu butiky. Funkci
viroporinu m4 i dal$i nestrukturni protein poliovird, 3A. (Gonzales et al., 2003, review)

Protein Vpu viru HIV-1 vytvafi iontovy kanil a naruSuje integritu membrén, &imz
umoZiuje uvolnéni virového potomstva. (Gonzales et al., 2003, review) Stejnou funci maji
nestrukturni proteiny p10 (Bodelon et al., 2002), a NS3 (Han a Harty, 2004) u neobalenych
reovird, maly nestrukturni protein 6A u obaleného Semliki Forest viru (Sanz et al., 1994)
aprotein E taktéZ obaleného viru my$i hepatitidy typu E z &eledi Coronaviridae. (Madan
et al., 2005) Jinou funkci ma protein M2 orthomyxovird. Ten vytvafi homotetramer, ktery
slouzi jako iontovy kanal, umoziiujici difuzi protoni do virionu a nisledné rozvoln€ni virionu
v endozomu. (Gonzales et al., 2003, review)
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Penetrace virovym proteinem do membrany viak nemusi byt dosaZeno vytvofenim
membranového péru. Minoritni protein papillomaviri L2, ktery je podobn¢ jako
u polyomavirtt multifunkéni a uzavfeny uvnitf kapsidy tvofené majoritnim proteinem L1,
naruSuje membrany a pfi expresi v sav¢ich butikdch navozuje bun&&nou smrt. L2 je nutny pro
unik viru z endozému a vyZaduje ke své funkci endozomdlni acidifikaci. Nefunguje vsak
pravdépodobn¢ jako viroporin v pravém slova smyslu, ale spiSe ma funci detergentu
a naruSuje membrany pomoci domény, kde jsou vedle sebe oblast bazickych a hydrofobnich
aminokyselin. (Kémper er al., 2006) L2 viak neni acylovany a je proteolyticky 3t&pen
na konsenzuélni furinem rozpoznivané sekvenci na N-konci poté co je exponovan
v endozomu vlivem sniZeného pH. Tato funkce je pfirozen& zcela nezbytna pro produktivni
infekci. Je zajimavé, Ze minoritni proteiny JCV a BKV maji také furinem rozpoznavanou
sekvenci, neni v8ak Zadny ndznak toho, Ze by byly v prib&hu infekce $té€peny. (Richards
et al., 2006)

U viroporinti jejichZz funkci je vytvofeni iontového kandlu bylo doloZeno, Ze navozuji
apoptozu. NaruSeni iontové homeostdzy a naslednd depolarizace bunéné membrany je
charakteristicky znak apoptézy. V souhrné studii n€kolika virovych proteini tvoficich
viroporiny bylo ukézdno, Ze navozuji typické znaky apoptdzy, jako je fragmentace DNA
a vznik apoptotickych télisek, dale $tépeni poly(ADP)-rib6za polyomerdzy (PARP — viz déle)
a aktivaci kaspaz. Poliovirova indukce apoptézy zahrnuje poskozeni mitochondridlni
membrany a vyliti cytochromu c. (Madan et al., 2008) Jak jiz bylo zmin&no, apoptéza miZe
byt pro neobalené viry vyhodna v tom, Ze zabraiiuje zinétlivym reakcim imunitniho systému,
jinak je vSak pro n¢ spiSe neZadoucim procesem.

6.3 Buné¢nsa smrt indukovana polyomaviry

Ve svétle skute¢nosti, Ze¢ minoritni proteiny polyomaviri vykazuji schopnost tvofit
viroporiny, a pfedpokladu, Ze viroporiny jsou schopny navodit dva zdkladni zpiisoby bun&&né
smrti, apoptozu a nekrézu, se zda byt velmi zajimavé, Ze jak apopt6za, tak pfedeviim nekroza
byla u n&kterych polyomaviri doloZena. BK virus zpisobuje nekrozu pfi infekci tubularnich
bungk renalnich transplantati (Nickeleit er al., 1999) a my$i polyomavirus navozuje
v tkatiovych kulturdch oba typy bun&&éné smrti. Pritokovou cytometrii byl nejdfive 72 hodin
po infekci pozorovan nariist 46% nekrotickych bun€k a 5% apoptotickych oproti kontrole,
elektronovou mikroskopii byl stanoven nartst 40% projevii nekrotické bun€¢né smrti a 10%
nartist projevii apoptotické bunééné smrti 48 hodin po infekci. Byly také doloZeny dalsi
projevy apoptézy — narust aktivity kaspazy-3 a fragmentace DNA. (An et al., 2000) Tato
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studie zmitiuje, Ze strukturni proteiny polyomaviru nejsou za tyto projevy zodpovédné, nebot’
buikky infikované rekombinantnimi VLPs, obsahujicimi v3echny tfi virové proteiny
nevykazovaly Z4dnou formu bun&éné smrti. Podle nov&j§i studie (S. Huérfano, zatim
nepublikované vysledky na$i laboratofe) pfi tranzientni expresi VP2 nebo VP3
v transfekovanych mysSich fibroblastech dochazi k apoptéze a jejim typickym projeviim:
aktivaci kaspéaz, expozici fosfatidyl serinu, $t&peni PARP, kondenzaci chromatinu a vzniku
apoptotickych t&lisek. Pokud je apopt6za zplisobena permeabilizaci membran, je moZné, Ze se
jedné o formu obrany hostitelského organismu a tedy efekt, ktery mizZe byt z vy$e popsanych
divodi pro virus spiSe neZadouci, zatimco nekrdza je zpiisob bun&né smrti, kterého virus
potfebuje dosdhnout pro uvolnéni nové vzniklych virionu.

Jiny zpilsob, jak minoritni proteiny navozuji buné¢nou smrt byl doloZen u viru SV40,
jehoZ protein VP3 interaguje s poly(ADP)-rib6za polymerdzou (PARP). PARP je jaderny
enzym s ,zinc-finger“ doménou vazajici DNA, ktery detekuje zlomy na fetézci DNA a
katalyzuje pfipojeni ADP-rib6zy na n&které proteiny za spotfeby NAD". Funkci této aktivity
je ovlivnéni struktury chromatinu poly(ADP)-ribosylaci histonti a laminu, tak, aby byla
umoZnéna oprava poskozené DNA, a dale ovlivnéni metabolismu DNA modifikaci
replika¢nich faktorti i samotného PARP. Poly(ADP)-ribosylace nese zaporny naboj, coZ vede
ke ztraté afinity modifikovanych proteinii k DNA.

Jednim z projevii apoptézy je St€peni PARP kaspazami, ¢imZ je zajiSténo, Ze DNA neni
zbyte&né& opravovana namisto degradace chromatinu béhem apopt6zy, dale degradace PARP
usnadituje pfistup nukledz k chromatinu. Pfi velkém poskozeni DNA miiZze byt PARP
prestimulovan, coZ vede k zvySené spotfeb&é NAD', depleci energie a k nasledné nekréze.
Stejného efektu lze dosdhnout inhibici aktivity kaspaz. (Oliver et al., 1999, review)

VP3 viru SV40 stimuluje aktivitu PARP, ¢imZ zpsobuje nekrézu hostitelské buiiky.
Kompetetivni inhibitor PARP znateln¢ zabratiuje cytopatickym efektim v prib&hu infekce
a uvoltiovani viru z bun€k. Kapsidy nejsou enzymem poly(ADP)-ribosylovany, PARP tedy
neovliviiuje infektivitu SV40, ale pozdni fazi jeho infekce. VP1 také interaguje s PARP,
neovlivituje viak jeho aktivitu, k stimulaci PARP tak miZe dochizet navazanim na VP1s-VP3
komplex. V prib&hu infekce neni PARP $t&pen a nedochazi k apoptéze. (Gordon-Shaag et al.,
2003)

Jinym virem, ktery stimuluje aktivitu PARP je Sindbis virus. Ten navozuje nekrézu
i apoptézu a byla u n&j prokazana jak aktivace PARP a zvySen4 spotfeba NAD", tak nisledné
Stépeni PARP fizené aktivaci kaspaz, vedouci k apoptéze. (Nargi-Aizenman et al., 2001)
Indukce apoptdzy je zavisla na replikaci Sindbis viru. ProtoZe poskozeni buné&né DNA, které
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je projevem infekce Sindbis viru, je divodem vzristu aktivity PARP, (Ubol et al., 1996) je
moZné, Ze nasledni apopt6za je pouze vedlej$i efekt tohoto projevu. Otazka, jaky je ucel
stimulace PARP proteinem VP3 viru SV40 zistava neobjasn&na.

7. Zavér

V této préci jsou shrnuty navrhované i jiZ prokdzané funkce minoritnich proteini Eeledi
Polyomaviridae, z nichZ n&které jsou jednotlivym rodiim polyomaviri spole¢né a jiné jsou
nebo mohou byt pro konkrétni rod unikatni. Pro malé viry s kratkym genomem je typicka
uspornost v pottu a velikosti genovych produktii, u polyomaviri navic také vyuzZiti ptekryvu
sekvenci jak u &asnych, tak pozdnich virovych proteinii. Tato uspornost se projevuje také
v multifunkénosti €asnych i pozdnich proteinti polyomaviru. Konkrétn¢ minoritni proteiny
maji jednak definovanou strukturni funkci a dale fadu navrhovanych funkci, vyplyvajici
z n€kterych jejich biochemickych vlastnosti. Jiz del$i dobu se uvaZzuje o jejich tloze
v dopraveni DNA do jadra, morfogenezi kapsid a pohybu polyomaviri hostitelskou buitikou.
V nedavné dob& byla objevena fada vlastnosti, diky kterym je moZné pfisuzovat minoritnim
proteiniim dali a jasné&ji definovatelné role, pfedevsim v interakci s bunéénymi membranami
a indukci bunééné smrti.

Stéle vSak vyvstava fada otdzek. Nejméné objasnéna se zd4 byt ta faze infekce, kdy se
virovd DNA dostava z ER do jadra. Ackoli pfi tomto procesu zjevné€ hraji roli minoritni
proteiny, neni stale jisté, jakym zptisobem k tomu dochazi. Podobn¢ nejasna situace panuje
kolem funkci minoritnich proteinti pfi vstupu viru do buiiky a v morfogenezi viriond, u niZ
jsou vysledky vyzkumnych tymi poné¢kud rozporuplné. Studium a objasnéni funkci
minoritnich proteinti polyomaviri miZe vkoneéném disledku prispét kfeSeni 1éEby
onemocnéni, zpisobenych lidskymi polyomaviry, a pfedeviim k vyzkumu vyuziti
polyomavirovych kapsidovych proteinii k imunoterapeutickym uéelim &i genové terapii.
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