PRIRODOVEDECKA FAKULTA UNIVERZITY
KARVOVY V PRAZE

KATEDRA GENETIKY A MIKROBIOLOGIE

BAKALARSKA PRACE

Porovnani proteomu Clentu Celedi Polyomaviridae

Violeta Bakardjieva — Mihaylova

Skolitel: RNDr. Alena Moravkova, Ph.D.

2009/2010



Prohlasuji, Ze jsem pracovala samostatné za pouziti materidlti uvedenych v seznamu literatury.

Praha 2010 Violeta Bakardjieva - Mihaylova



Abstrakt

Polyomaviry jsou malé neobalené DNA viry. NejvyznamnéjSimi zastupci jsou mysi
polyomavirus (MPyV), opici vakuolujici polyomavirus (SV40) a lidské viry BK, JC, KI, WU
a posledni objeveny virus karcinomu Merkelovych buné¢k (MCCPyV). Velka ¢ast pozornosti
vénované polyomaviriim je zaméfena na jejich schopnost transformovat napadené buiiky a v
urcitych piipadech nastartovat zhoubné bujeni. Pro pochopeni téchto mechanismil je nezbytné

detailni poznani genomu téchto viru a funkce jednotlivych produktii vznikajicich pfi infekci.

Tato prace se vénuje srovnani strukturnich proteinii nejprostudovanéjsich polyomavirt

s ohledem na jejich multifunkcnost a zapojeni do vétSina déji béhem Zivotniho cyklu viru.
Klic¢ova slova
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Abstract

Polyomaviruses are small non—enveloped viruses. The most important representative
are murine polyomavirus (MPyV), simian virus (SV40) and human viruses BK, JC, KI, WU
and the newly discovered human Merkel cell virus (MCCPyV). Major attention payed to
polyomaviruses is focused on their ability to transform affected cells and in some cases cause
malignancy. For understanding of these events is necessary to acquire detail knowledge of

their genome and appointment of individual protein products generate during infection.

This work is dedicated to the comparision of most studied structural proteins of
polyomaviruses with reference to their multifunctionality and engagement to most events

during virus life-cycle.
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1 Uvod

Polyomaviry jsou malé neobalené DNA viry. Jejich genomem je dvouvldknova
kruhovda molekula DNA o velikosti pfiblizné¢ 5,3 kilobazi v superhelikalné podobé.
Polyomaviry jsou Siroce rozsifeny mezi obratlovci jako jsou hlodavci, ptéaci, opice i Clovek.
Tyto viry vyuzivaji ke své replikaci enzymy hostitelské buniky. Nejvyznamnéj§imi zéstupci
jsou mysi polyomavirus (MPyV), opici vakuolujici polyomavirus (SV40) a lidské viry BK,
JC, KI, WU a posledni objeveny virus karcinomu Merkelovych bunck (MCV). Mysi
polyomavirus (MPyV) a opi¢i vakuolujici polyomavirus (SV40) byly jedny z prvnich

objevenych DNA viril s tumorogennim potencialem.

Viry vstupuji do buriky reakci svého hlavniho kapsidového proteinu VP1 s gangliosidy
na bunééném povrchu a putuji ptes endoplasmatické retikulum do bunééného jadra, kde
multifunkéni virovy protein se ptimo podili na replikaci viru jako enzym, transkripéni faktor a

ma také vliv na deregulaci a transformaci napadenych bunék.

Je dulezité poznamenat, Ze na zaklad¢ vyzkumu polyomavirt bylo umoznéno pouziti
SV40 pro pienos cizich genli do sav¢ich bunék. Tato jejich vlastnost nastartovala vyzkum na
poli genové terapie. Pii studiu SV40 bylo také objasnéno mnoho molekularnich mechanismt
jako je replikace eukaryotickych genl, objev onkosupresoru p53 a objasnéni funkce a
struktury onkosupresoru Rb. Dale pii studiu MPyV byla objevena signaliza¢ni draha

fosfotyrosin kinaz.



2 Polyomaviry

Polyomavirovy genom o piiblizné velikosti 5 kbp obsahuje minum genti, nezbytnych
pro ¢asné a pozdni fazi virové infekce. Organizace geonomu je pro vSechny polyomaviry

podobnd, genom obvykle kdduje dva ¢asné proteiny, velky T antigen (LT) a maly t antigen

(st).

Proteiny syntetizované v pozdni fazi infekce jsou tfi: hlavni strukturni protein VPI a
minoritni VP2 a VP3. Ikosahedralni virova kapsida je celkem slozena z 360 molekul VP1,
tyto proteiny tvoii strukturu, skladajici se z 12 pentavalentnich a 60 hexavalentnich, tedy
celkem 72 pentamer hlavniho strukturniho proteinu (Griffith et al., 1992). Karboxylovy konec
hlavniho strukturniho proteinu slouzi k interakci s dal$imi molekulami VP1 v pentametru
(Liddington et al., 1991), N konec hlavniho kapsidového proteinu interaguje na vnitini strané
kapsidy bud’ s proteinem VP2 nebo VP3, prostiednictvim jejich C konce. Pouze hlavni
strukturni protein je exponovan na povrchu virové kapsidy, kde interaguje se strukturami na
vngjsi stran¢ bunky, naptiklad s kyselinou sialovou vazanou na gangliosidech, slouzici jako

receptor pro vstup mysiho polyomaviru do bunék.

Casné proteiny slouzi viru k zahajeni replikace hlavné tim, Ze plisobi jako transkripéni
faktory ovlivilujici buné¢ény replikacni aparat. Replikace polyomaviri je zcela zdvisla na
replikacnich enzymech infikované buiiky a probihad v bunécném jadire. Genom polyomavira je
asociovan s bunéénymi histony H2A, H2B, H3 a H4. Tento komplex se oznacuje jako
minichromosom a byl vyuzit jako model studia replikace u eukaryot. Histon HI nebyl
v kapsidé polyomavirti objeven a pfedpoklada se, Ze hraje dilezitou roli pfi procesu skladani

virové kapsidy (Krude et al., 1993).

Geny kodujici strukturni proteiny se v genomu polyomavir piekryvaji. VP1 je
kédovan v jiné Cteci f4zi nez minoritni strukturni proteiny. Protein VP2 je shodny s proteinem
VP3 az na 115 aminokyselin dlouhou unikatni oblast na N konci VP2. Dalsi rozdilem je, Ze
VP2 je myristilovan na N koncovém glycinu. O této modifikaci se predpoklada, ze je

nezbytna k dosazeni efektivni infekce napadené bunky.



2.1 Polyomaviry jako lidské patogeny

V pomérné kratké dob¢ poslednich tfi let byly objeveny tii nové lidské polyomaviry a
to: KI virus, WU virus a Merkel cell virus. Tyto nové objevené viry se ponékud li$i od dosud
znamych primatich polyomavirti tim, Ze nekdduji sekvenci pro agnoprotein a viry WU a KI
neprodukuji regulaéni mRNA. Promotenost populace KIV, WUV je vysoka a predpoklada

vr e

patogeny, jsou BK virus a JC virus (Johnson et al., 2010, review).

Virus BK byl poprvé izolovan v roce 1971 zmoci pacienta po transplantaci ledvin
(Gardner et al., 1971). Infekce BK virem je vSude na svété velice Castd a dle neékterych studii
protilatky proti nému jsou ptitomné u téméet 100% testovanych osob ve veku nad 10 let
(Gardner et al., 1973). Predpoklada se, ze primarni infekce BK virem nastava v détstvi a
probiha nejprve v krénich mandlich, kde byly nalezeny receptory pro vstup viru (Goudsmit et
al., 1982). V soucasné dobé je infekce BK virem okolnosti komplikujici transplantaci ledvin a

kostni dfené.

Objev SV40 se datuje do zacatku Sedesatych let dvacatého stoleti. Piestoze je tento
zastupce celedi fazen mezi opici viry (u opic zpisobuje ledvinové nadory) je dokumentovan 1
jeho vyskyt v lidské populaci. SV40 byl v minulosti nedopatienim ptitomen u vakcin proti
détské obrné, kdy se takto dostal do miliont lidi, u nichz se ustavila perzistentni infekce

(Jonhson, 2010, review).

Objev tfi novych polyomavirit se posuzuje jako vyrazny pokrok ve virologii a je
pfisuzovan hlavné pokroku v technikdch molekularni biologie. Oba viry KI a WU byly
objeveny ndhodnou amplifikaci, klonovanim a sekvenovanim nukleovych kyselin ze vzorkt
z nosofaringalnich sekret z pacienti (Allander et al., 2007; Gaynor et al., 2007), kdy byla
pozorovana piitomnost cirkuldrni DNA molekuly s organizaci charakteristickou pro viry a
s regiony vysoce piibuznymi se sekvenci dosud znamych polyomavirti. Jména téchto dvou
vird jsou odvozena od mista jejich objevu a to: Karolinska Institute pro KIV a Washington

University pro WUV.

Posledni znové identifikovanych polyomavirai MCV byl objeven pii hledani
ptitomnosti infekéniho agens v klinickych ptipadech karcinomu merklovych bun¢k (MCC),

kdy pouze tento virus je uzce spojovan se vznikem nadord u lidi. K hledani infek¢niho agens



u téchto typd nadorti vedlo pozorovani, ze incidence tohoto typu zhoubného bujeni stoupa u
pacientli imunosuprimovanych (Feng et al., 2008). Imunosuprese je také dulezitym faktorem i
u dalSich lidskych patogenii ze skupina polyomaviri jako naptiklad u ,,polyomavirus -
associated nephropathy* (PVAN) kde BKYV je primarnim divodem tohoto onemocnéni u
pacienti po transplantaci ledvin (Trofe et al., 2006) nebo u ,,progressive multifocal
leukoencephalopathy (PML) — infekce mozku projevujici se u pacienti

imunosuprimovanych a s AIDS, zptisobené JCV (Eash et al., 2006).

Z vyzkumu né¢kolika nezévislych skupin plyne zjisténi, Ze infekce MCV je pfitomna u
vétSiny pripadi MCC, a to u 75 — 89% koznich nadort (Shuda et al., 2009; Feng et al., 2008;
Kassem et al., 2008). V praci Shuda et al zroku 2009 bylo poukdzano na to, ze pouze
nadorové bunky MCC exprimuji velky T antigen viru MCV, naproti tomu okolni buiiky byly
negativni pii pouZiti protilatky proti LT antigenu MCV. Toto zji§téni je povazovano za dikaz

tvrzeni, ze MCV je virus zpisobujici lidské nadory.

Podle prace autorti Pastrana et al zroku 2009 se za pouziti sérologické studie
vyuZivajici strukturni proteiny z MCV ukazuje, ze 50 - 90 % ze zkoumanych dospélych
jedinct ma specifické protilatky proti MCV. Toto zjiSténi napovida, Ze infekce MCV je bézna,
ale pouze zfidka vede ke vzniku MCC. Bylo vSak také zjisténo, ze mnozstvi produkovanych
protilatek je velice rozdilné u zkoumanych jedinci, kdy u pacientii trpicich MCC byla

protilatkova odpovéd’ mnohem silng;si.

Obecné plati, ze c¢lenové polyomavirové celedi napt. BKV a JCV mohou u lidi
ustavovat latentni infekci, trvajici desitky let, kdy tato je pod kontrolou imunitniho systému a
protilatky produkované proti strukturnim proteinim téchto virti jsou v uméfe s mnozstvim
virovych kapsid (Randhawa et al., 2008). U MCV se zda, ze infekce neni kontrolovana
protilatkovou odpovédi, s vyjimkou neutralizace infekénich virionti (Pastrana et al., 2009).
Predpoklada se, ze MCV stejné¢ jako BKV a JCV mohou ustavovat latentni infekci
v infikovanych buiikach, kterd je rezistentni vii¢i neutralizujicim protilatkdm. Takovéto bunky

se pak stavaji trvalym zdrojem infekce.

Predpoklada se, Ze vyskyt MCC souvisi se specifickym selhdnim kontroly infekce MCYV,
rozdilné nez u ostatnich polyomavirt. Ze studie protilatkové odpovédi proti BKV u pacientti
s MCC a kontrol bylo to zjisténo, ze se tato reakce u obou skupin vyznamné nelisi. Naproti
tomu vysledky neuraliza¢nich testt MCV u pacientii s MCC a kontrol byly znateln¢ odlisné.

Viz obr. 1. (Pastrana et al., 2009).



V praci Kassem et al z roku 2008 byla zkouména 90bp delece v genu pro protein VP1
a byla porovnavana sekvencni analyzou. Dalece nebo mutace jsou zndmé 1 u dalSich zastupcii
polyomaviri a mohou hrat roli v procesu integrace virové DNA, v této praci bylo poprvé

popsana delece pravé v genu pro VP1 protein u MCV.

Predeslé prace ukazuji na nékteré zmény plynouci z mutace genu pro VP1 protein,
kdy naptiklad u JCV tato mutace ovlivituje DNA vazebnou funkci VP1 nebo transport tohoto
proteinu k jadru buiky. U viru SV40 bylo prokdzdno ovlivnéni minoritnich strukturnich

proteinii VP1 a jejich cileni do ER.
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Obr. 1. MCV pozitivni pacienti trvale vykazuji vysoké hodnoty MCV neutraliza¢nich

protilatek. Pfevzato a upraveno z Pastrana et al., 2009
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Obr. 2. (A) Schématické znazornéni genomu MCV. (B) Stromy piibuznosti velkého T
antigenu, malého T antigenu, VP1 proteinu a VP2 proteinu. Pro Ctyfi znamé lidské
polyomaviry (BKV, JCV, KIV a WUV, kter¢ jsou velice piibuzné SV40 — zobrazeny modfe.

Naproti tomu MCV je vice pfibuzny mysSimu polyomaviru — zobrazeno ¢ervené. Pievzato a
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Comparison Percentage amino acid identity for VP1
SV40 vs. BKV 81 amino acid identity

BKV vs. JCV 78

KIV vs. WUV 66

KIV vs. JCV 28

KIV vs. MCV 26

JCV vs. MCV 42

LPV vs. MCV 52

Tabulka 1. Srovnani aminokyselinové sekvence VP1 proteind riznych polyomavird,

projevujicich se jako lidské patogeny. Ptrevzato a upraveno z Johanson et al., 2010.

3 Udalosti béhem casné faze infekce

3.1 Vstup do bunky

Proces vstupu mysiho polyomaviru do bunck se sestdva zné€kolika fazi, kdy virus
nejprve interaguje s receptorem obsahujicim sialovou kyselin vazanou na galaktosu, coz je
nezbytné pro dalsi interakci se sekundarnim receptorem alf4 integrinem, rozeznavanym
VPI-LDV motivem (Caruso et al., 2003). Pfichyceni viru na bunéény povrch se d&je pies
interakci hlavniho strukturniho proteinu VPI1, konkrétnéji kontaktem BC a HI smycky
nachdzejici se na povrchu proteinu (Stehle et al., 1994; Stehle and Harrison et al., 1997), se
sialovou kyselinou na glykosfingolipidech GD1la a GT1b, identifikovanych jako specifické
receptory tohoto viru (Tsai et al., 2003).

Schopnost vazby na rozvétvené fetézce GD1a a GT1b ma souvislost se zdménou jedné
aminokyseliny v pozici 91 na povrchu proteinu VP1 a tato mutace zptisobuje vyrazny pokles
v tumorogennim potencidlu viru. Bylo zjiSténo, Ze glycin v pozici 91 zplsobuje nizkou
tumorogenni schopnost viru, naopak, glutamova kyselina zvySuje tumorogenni potencidl

takového viru (Freund et al., 1991).

Struktura virové partikule v komplexu s modelem obou typl receptorti ukdzala, Ze tyto
receptorové fragmenty se vazi do mélké prohlubné tvofené nékolika smyckami na povrchu

VP1 (Stehle et al., 1994; Stehle and Harrison, 1996).
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Viriony mysiho polyomaviru vstupuji do buniky internalizaci do hladkych
monopinocytickych vacka, které po vstupu fuzuji s endolysosomy. Jako molekula tvofici tyto
transportni vacky byl identifikovan caveolin 1 (Richterova et al., 2001). U MPyV je pro dalsi
produktivni infekci vyzadovéno kyselé pH endosomu, kde dochézi i k strukturnim zménam u
viru, usnadnujici jeho nasledné proniknuti do ER — viz. obrazek 3. (Quian et al., 2009).
V pokusech bylo zjisténo, Ze piidani bafilomycinu A1 plsobi blok infekce MPyV a zvySeni
endosomdlniho pH vyrazné snizuje infektivitu, obzvlasté v procesu transportu viru do

bunééného jadra (Liebl et al., 2006).

polyomavirus

GD1a non-ganglioside receptor
plasma membrane

Y

endolysosome

J7 # GD1a-mediated sorting

endoplasmic reticulum

nucleus—™ > infection

Obr. 3. Model cileni mysiho polyomaviru z plasmatické membrany do ER. Polyomavirus se
vaze na gangliosid GDla plasmatické mambrany a je transportovan do endolysosomu, kde
nizké pH zptsobuje konformacni zmény viru, usnadiujici dalsi strukturni zmény viru v ER.

Pfevzato a upraveno z Qian et al., 2009.

Pro iniciaci infekce se VP1 vaze ke glykolipidovému komplexu na plasmatické
membrané a je transportovan do lumen ER (Tsai et al., 2003). Transport do ER je esencidlnim
krokem infekce, protoze inaktivace procest probihajicich v této organele vyrazné snizuji

infektivitu pronikajiciho viru (Gilbert et al., 2006). Nasledné virus penetruje membranu ER,
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proces dovolujici viru vstup do cytoplasmy a nésledné¢ do jadra. Pti studiu MPyV bylo
zjisténo, ze receptor tohoto viru GD1a hraje dilezitou ulohu pfi cileni viru do endolysosomu a
nasledné do ER, coz bylo dokézéno 1 za pouziti umélych perlicek, vazajicich se k receptoru
GD1a a nésledné transportovanych také do ER. U této prace byl identifikovdn mechanismus
cileni viru k pfislusSnym organelam, umoziujicim produktivni infekci, zavisly na molekule
lipidové povahy, tedy na gangliosidovém receptoru (Qian et al., 2009). Pii studiu
molekularniho mechanismu cileni viru do ER receptorem GDla se pifedpoklada, Ze
mnohonasobnd vazba jedné virové Castice, obsahujici 360 VP1 vazebnych mist, k molekule
GDla jeste vice zesiluje cileni GD1a glykolipidu do endolysomu. Proces shlukovani mnoha
molekul GDI na povrchu jediné virové Castice mize vést k jednomu ze dvou
ptedpokladanych mechanismii cileni viru do ER. Prvni z nich je tvorba hydrofobniho useku
v lipidové dvojvrstvé membrany endolysosomu, vedouci k stimulaci transmembranové
signalizace a tvorbé pucicich vacklt svirem cilenych do ER. Alternativnim modelem je
ovlivnéni fyzikalnich vlastnosti membrany shluky molekul GD1a, zplisobujici invaginace na
membrané a tvorbu vacki s virem cilenych do ER, kdy tento mechanismus byl prokdzan u
shigela toxinu (Qian et al., 2009). Dale se ukézalo, ze zasadni role receptoru GDla je
v transportu viru z endolysosomu do ER, kdy za pouziti bunék postradajicich tento
gangliosidovy receptor, probéhl transport viru do endolysosomu, kde byl dals$i pienos

zablokovan.

Receptorem pro SV40 je gangliosid GM1 (Tsai et al., 2003). Tento virus vstupuje do
buiikky endocytozou, zabalenim do caveolinovych vacka, fuzi skaveolou, postupuje
vesikularnim transportem do hladkého endoplasmatického retikula, translokaci do cytosolu a
dale vstupuje do bunécného jadra (Schelhaas et al., 2007). Vstup SV40 do ER je také
sensitivni k brefeldinu A, z toho se usuzuje na to, Ze transport probiha cestou z ER do GA a je

zprosttedkovan COP1 vacky ( Richards et al., 2002).

Jako receptory pro vstup BKV byly identifikovany dva konkrétni gangliosidy GD1b a
GTI1b, u kterych virus rozeznava karboxylovou ¢ast molekuly (Low et al., 2005). Pro svijj
vstup virus vyuziva kaveosom a tento proces je zavisly na funkénich mikrotubulech (Eash et
al., 2004; 2005). Stejn¢ jako u vétSiny ostatnich zastupcti i zde zasadni tllohu pfi interakci viru
s bunéénym povrchem hraje protein VP1 (Breau et al., 1992). Viz. obrazek 4. Po vstupu
pokracuje virus cestou pies ER a GA do jadra, coz bylo potvrzeno za pouziti inhibitoru
transportu mezi ER a GA — Brefeldinem A. Po inhibici touto latkou byla téZ inhibovana
produktivni infekce BK virem (Low et al., 2005).
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Obr. 4. Zobrazeni oligosacharidové prohlubné pro vazbu VP1 BKV. (A) Struktura o(2,3)
vazané sialové kyseliny na receptoru [NeuNAc-(a2,3)-Gal-(1,3)-GlcNAc] pro vazbu BKV.
Molekuly kysliku jsou zobrazeny cervené, molekuly dusiku modie a uhlik je zobrazen Zluté.
Molekuly dusiku jsou ¢islované a sialova kyselina je na uhliku ¢islo 1. (B) Zobrazeni
interakce sialové kyseliny a galaktosovych molekul receptoru s VP1. (C) Predpokladany
model vazby VP1 na receptor zobrazeno za pouziti SWISS-MODEL proteinového serveru.

Pfevzato a upraveno z Dugan et al., 2007.
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3.2 Vstup do jadra

Podle Kasamatsu et. al., (1998) SV 40 vstupuje do jadra ptes komplex jaderného poru
a tento proces miize byt inhibovan vycCerpanim ATP, protildtkou proti nukleoporinu i
pusobenim aglutininu. Vstup se uskutecniuje béznou cestou jako u jadernych proteint,
interakci s importinem 02/p heterodimerem (Nakanishi et al., 2002), ktery je hojné pfitomen
v bunce (Gorlich et al., 1994). Piedpoklada se, ze pii vstupu SV40 do jadra jsou zapojeny i
dalsi importiny z rodiny a , jakozto i strukturni komponenty komplexu jaderného poru
(Nakanishi et al., 2002). Bylo zjisténo, ze virova DNA v komplexu s prazdnymi kapsidami,
ale bez histond vstupuje do jadra, a ze tento proces je inhibovan protilatkou proti VP3
(Nakanishi et al., 1996). Studie vstupu virového genomu do jadra maji za cil objasnit stale
jesté nejasny mechanismus tohoto vstupu u mnoha nukleoproteinovych komplexti, véetné

viru.

Aby mohlo dojit k tispésné replikaci SV40, virovy genom musi dosdhnout jadra a tak
ziskat pfistup k bunéénému replika¢nimu systému. Z tohoto diivodu je také nutné aby doslo
k rozvolnéni virové kapsidy, coZ je d&j probihajici v ER. Dochézi k tomu pies vy&erpani Ca®"
iontll a nasledné izomeraci disulfidickych mustkii vedouci k rozvolnéni pentamerti hlavniho

strukturniho proteinu (Kawano et al., 2009).

4 Vlastnosti strukturnich protein polyomavirt

Po infekci bunky virem SV40, mySim polyomavirem nebo BK virem a po translaci
jsou vSechny tii strukturni proteiny transportovany do bunécného jadra. Pro tento transport
byla jako nezbytna identifikovdna sekvence na N konci VPI1 proteinu a na C konci

minoritnich VP2 a VP3.

Virové partikule jsou vysoce organizované proteinové komplexy a jejich skladani je
zavislé na vnéjSich fyzikdlnich podminkach (pH, iontova sila). U vétSiny zkoumanych
polyomavirt byla provedena izolace viriim podobnych partikuli (VLPs), sloZenych vyhradné
z majoritniho kapsidového proteinu, ackoliv detailni molekularni mechanismus tohoto

procesu neni dosud znam.
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Tento dé& probihd po expresi VPl molekul, napiiklad v hmyzich bunikach Sf9,
infikovanych rekombinantnim bakulovirem. Takto syntetizované VLPs jsou velice podobné
normalnim virovym partikulim, vznikajicim pfi mnozeni divokého typu viru a slouzi tak jako

studijni model pro objasnéni vstupu polyomavirt do bunky.

4.1 Hlavni strukturni protein VP1

Je nejhojnéji syntetizovanym strukturnim proteinem v infikované bunce, ktery muze
byt posttranslaéné modifikovan fadou Uprav, napiiklad fosforylaci nebo acetylaci, coz mize
hrét roli pii pfichycovani virionti k bunéénému povrchu, nebo miize ovliviiovat schopnost viru
hemaglutinovat krvinky. Krystalografickd studie mysSiho polyomaviru a SV40 odhalila
trojrozmérnou strukturu VP1 a s nim spojenou strukturu virionu. Polypeptidové fetézce VP1
se usporadavaji do B barelu, coz umoziuje rozsédhl¢ kontakty mezi jednotlivymi monomery
VP1 v slozeném pentameru. Monomery proteinu VPI jsou spolu v kontaktu ptes C
termindlni konec kazdého z nich, toto spojeni se uskutec¢ituje pomoci poslednich 63 zbytka
kazdého monomeru, které vyc¢nivaji a pronikaji do dalSiho pentameru, kde tvofi B list-viz

obr.5. (Liddington et al., 1991; Stehle et al., 1996).

Obr. 5. Superpozice

" plné sloZzeného

o pentameru z VPI.
Pievzato a upraveno ze
Stehle and

Harrison, 1996
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4.1.1 Interakce VP1 s minoritnimi strukturnimi proteiny

Skladani virovych partikuli u MPyV nastane kratce po nasyntetizovani strukturnich
proteinti v cytoplasmé napadené buiiky (Fattaey, et al., 1989; McMillen et al., 1977). Mélo je
znamo o mechanismu skladani virové DNA, histonech hostitelské bunky a virovych
kapsidovych proteinech. Predpoklada se, ze skladani nastava uvniti jadra a zahrnuje piidavani
strukturnich proteinti k minichromosomu (Garcea et al., 1983; Yuen et al., 1985; McMillen et

al., 1974).

Pentamer slozeny z proteinu VP1 je schopen utvofit kapsidu, neni v§ak schopen do ni
enkapsidovat DNA. Bylo zjisténo, Ze tvorba viru podobnym partikuli z VP1 exprimovaného
v hmyzich butikidch je inhibovéna ptitomnosti virové DNA (McKenna et al.,1992). Z tohoto
diivodu se predpokladd, Ze minoritni proteiny nejsou nezbytné pii sklddani VLP, ale maji
dilezitou ulohu pti skladani minichromosomu, interakci s VP1 a interakci mezi DNA a
minichromosomem (Cai et al., 1994). Pti pokusech byly izolovany intermediaty skladajiciho
se polyomaviru a bylo zji§téno, Ze pomér minoritnich proteinli je nejvyssi u Casnych fazich
skladani virové kapsidy, coz svéd¢i o tom, Ze tyto proteiny maji funkci pti zakladani
skladajici se partikule (Yean et al., 1985). Toto zjisténi bylo potvrzeno i mapou elektronové

density viriona (Griffith et al., 1992).

Dale vime, Ze proteiny VP1 a VP2 spolu interaguji uz v cytoplasmé pted transportem

do bunécného jadra (Cai et al., 1994).

U mysiho polyomaviru (na rozdil od primatich polyomavirti) se predpoklada, ze pouze
hlavni kapsidovy protein a histony maji DNA vazebnou doménu a minoritni proteiny

postradaji schopnost vazby na DNA (Chang et al., 1993).

Porovnani mysiho polyomaviru s virem SV40 ukazalo, ze s hlavnim strukturnim
proteinem interaguji rizné¢ domény VP2 a VP3. Minoritni proteiny mysiho polyomaviru
postradaji C-termindlni aminokyselinovou sekvenci pfitomnou u téchto u viru SV40
(Gharakhanian et al., 1990). Toto zjisténi ukazuje na zcela odliSny mechanismus skladani

virové partikule.

Predpoklada se, ze VP2 a VP3 SV40 iniciuji skladani virionu ve spojeni s bunéénymi
histony v podobé minichromosomu a nasledné¢ se ucastni molekula VPI1, tvofici vnéjsi

proteinovy obal viru (Cai et al., 1994). Bylo zjisténo, Ze minoritni proteiny interaguji s VP1
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specificky 1 pti pokusech s heterologni smési dalsich proteinti. Komplex proteintt VP1 a VP3
muze byt specificky vyvazan protilatkou proti VP1, coz poukazuje na pevnost a biologickou

vyznamnost této vazby ( Barouch et al., 1994).

Utinné dopraveni VP2 a VP3 do bun&eného jadra, zavisi u mysiho polyomaviru na
navazani k proteinu VP1 (Delos et al 1993). Provedené pokusy ukazuji na teoretickou
moznost vazby kazdého proteinu VP1 sjednim z minoritnich proteint, coz v praxi neni
mozné, protoze mnozstvi minoritnich proteini umoziluje vazbu pouze jednoho znich
k jednomu pentameru z VP1. Dalsi ptekdzkou je velikost prohlubné ve struktuie VPI

pentameru, nedovolujici vazbu vice nez jednoho z minoritnich proteind (Griffith et al., 1992).

Hlavni strukturni protein VP1 BKV je rozdélen do péti strukturnich domén BC, DE,
EF, GH a HI, stejn¢ jako u ostatnich polyomavirt. Tyto smy¢ky spojuji ostatni ¢asti proteinu
VPI1. Sekvence DNA pro protein VP1 se podili na antigenni variabilit¢ BKYV izolatd a na
nasledném rozd¢leni do ¢tyt skupin (I — IV), kdy podle studie Krautkramer a kol. z roku 2008,
u které byla analyzovéana prevalence mutaci v BC smycce, bylo zjisténo, ze nejvétsi podil
izolath spada do I. skupiny — 66,67%, nasleduje subtyp izolatd zIV. skupiny — 33,33%.
Analyza v tomto pifipadé probihala u 45 pacientll po transplantaci ledvin a vysledky zde

citované byly v souladu s predeslymi studiemi (Ikegaya et al., 2006; Krumbholz et al., 2006).

Ptredpoklada se, ze sekvence aminokyselin mezi 61 a 83 aminokyselinovym zbytkem
je rozhodujici pro antigenni specificitu izolati (Jin et al., 1993). Predpoklada se také, ze
vngjs$i smyCky VP1 maji velice dileZitou roli pfi vazb& na receptor a udrzovani stability
virové partikule, jak plyne i zprace Stehle et al. zroku 1994 provadéné na mySim

polyomaviru.

Ve studii koleltivu Tremolada z roku 2009, byla amplifikovana sekvence VP1 proteinu
z moci pacientl po transplantaci ledvin u kterych doslo k projevu PVAN i u takovych bez
projevu PVAN. Poté bylo zkouméno, zda aminokyselinové zmény v péti vnéjSich smyckach
proteinu VP1 pfispivaji ke vzniku PVAN. Zmény v aminokyselinové sekvenci byly prokézany
u obou skupin pacientii - s PVAN a kontrolni skupiny, kdy tyto mutace byly v tisecich BC, DE
a EF smycky, zatimco useky GH a HI smycky byly vysoce konzervovany a nenasly se zde
zadné mutace. Mutace skupiny pacientli s PVAN K69R, D75N, E75Q v BC smyc¢ce a HI39N
v DE smyc¢ce byly unikatni pro tuto skupinu a toto zjisténi je také v souladu s dal§imi pracemi

napt. Krautkamer et al., 2009 a Randhawa et al., 2002.
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In vitro studie BKV jiného kolektivu Dugan et al z roku 2007 poukazaly na dualezitost
aminokyselinového zbytku na pozici 69 proteinu VP1, kdy substituce v této pozici mize vést
k sniZeni schopnosti viru k vazbé na bunéény receptor a mize timto zptisobem ovlivnit §ifeni
viru. Mutaci aminokyselin uvnitt BC, DE a HI smycky VP1 proteinu BKV byly
identifikovany motivy dilezité pro proliferaci viru a pro spravné sklddani virionu. Nékteré
z takto pfipravenych mutant byly méné uspésné pii lytickém uvoliiovani z bunky a mély
mensi infektivitu. Mutace uvnitt BC smycky v pozicich 61, 64, 65, 69 a 79 v pokusech
Krautkamer et al., 2009, zpusobovaly nestabilitu kapsid a poruchy pfi pfichycovani na

bunécény povrch v pokusech in vitro.

Podle sekvenaéni studie maji VP1 proteiny viru SV40 a BK 82% homologii viz obr. 6

a jsou strukturné identické z 88%.

Strukturni proteiny BKV byly upln¢ analyzovany ve studii Fang et al 2010, kde bylo
identifikovano 16 subtypti VP1 proteinu, také byly identifikovany modifikace v strukturnich
proteinech VP2 a VP3. Pro protein VPl byly charakterizovany tyto modifikace:
karboxymethylace, methylace, oxidace, dioxidace, formylace, karboxyethylace,
methylthiolace a pfidani cysteinu. Pro protein VP2 byly charakterizovany upravy:
karboxymethylace,  formylace, oxidace, dioxidace a  fosforylace.  Acetylace,
karboxymethylace, formylace, dioxidace, oxidace a fosforylace byly popsany pro protein

VP3.

10 20 30 40 50 60
sv40 MAPTKRKGSCPGAAPKKPKEPVOVPKLVIKGGIEVLGVKTGVDSFTEVECFLNPOQMGNPD

BKV MAPTKRKGECPGAAPKKPKEPVQVPKLLIKGGVEVLEVKTGVDAITEVECFLNPEMGDPD
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120
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130 140 150 160 170 180
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130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240
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150 200 210 220 230 240
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250 260 270 280 290 300
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Obr. 6. Srovnani VP1 z SV40 a VP1 BKV. Vn¢jsi smycky VPI jsou vystinované, BC smycka
je mezi aminokyselinovymi zbytky 57 a 89, HI smycky je mezi zbytky 127 a 146, DE smycky
je mezi zbytky 269 a 283. Aminokyseliny identické pro oba viry jsou oznafeny dvéma
teCkami, konzervované aminokyseliny jsou oznaceny jednou teckou. Aminokyseliny, které
nejsou oznaceny teckou jsou specifické pro dany virus. Pfevzato a upraveno z Dogan et al.,

2007.

Pro virus SV40 bylo pro srovnani popsano Sest subtypt proteinu VP1 v rozmezi pH

6,7 az 6,9 v praci O Farrell a Goodman 1976.

Piedpoklada se, ze rozdilné poddruhy proteinu VP1 mohou hrat roli v zivotnim cyklu
polyomavirt. Zmény v heterogenit¢ VP1 pravdépodobné maji vliv na rozmér plaki, kdy toto
bylo prok4zéano pro virus SV40 (Barban et al., 1973) a pro mysi polyomavirus (Hewick et al.,
1977).

Jako fosforylacni mista VP1 proteinu byly identifikovany aminokyseliny Ser-80,
Ser-133, Ser-327. Ve srovnani sjinymi zastupci celedi jako jsou JC, SV40 a mySim
polyomavirem se ukazalo, ze aminokyselinovy zbytek Ser-80 je zachovan u téchto zastupci,

zatimco Ser-133 a Ser-327 nebyly zachovany. Viz obr. 7.

Predpoklada se, ze fosforylace aminokyselin na povrchu virovych c¢astic muze
ovlivilovat vazbu na receptor. Zda se, ze polymorfismus hlavniho kapsidového proteinu VPI,
obzvlasté v ptipadé BC, DE a HI smycky u lidskych polyomavirid JC a BK , ma vliv na
prabéh infekce (Boldorini et al., 2009).

Mnoho z virovych proteinti bylo modifikovano oxidaci, ale vyznam této modifikace
neni zcela jasny. Predpoklada se, ze oxidace souvisi se starnutim a poSkozenim proteinu a

proto je nutné dalsi zkoumani strukturnich proteintt modifikovanych oxidaci (Li et al., 2009).

Bylo prokazano, Ze rekombinantni protein VP1 exprimovany v E. coli ma schopnost
samousporadavat se do VLPs (Ou et al., 1999), a proto se piedpoklada, Ze post-translacni
modifikace (PTM) VP1 proteinu neni rozhodujici pro tvorbu kapsid (Salunke et al., 1986).
Bylo zjisténo, Ze fosforylovany VP1 polyomaviru zptisobuje maly defekt ve skladbé viriont
(Li et al., 1995) a tento jev se projevuje sniZzenim transformacni aktivity viru (Garcea et al.,

1985)
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Obr. 7. Zobrazeni modifikaci VP1 BKV a srovndni sekvence tohoto proteinu s ostatnimi

polyomaviry. Pfevzato a upraveno z Fang et al., 2010.
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5 Minoritni strukturni proteiny polyomavira VP2 a
VP3

5.1 Myristilace VP2

Mnoho z bunéénych proteinli je acylovanych a u vétSiny piipadi tato modifikace
souvisi s interakci proteinu s membranou. Cim dél tim vice je ale jasn&j§i fakt, Ze pfipojeni
14-ti uhlikové kyseliny myristilové k virovym proteinim ma i dalsi funkce mimo kotveni
proteinu do membran. U mnoha virovych proteint zapojenych do skladani virovych partikuli,
jako napftiklad gag protein u retroviri, VP4 protein u piconavirii, nebo pre-S1 protein u viru

hepatitidy B, byla zjisténd modifikace myristilaci (Krauzewicz et al., 1990).

Mpyristilace polyomavirového proteinu VP2 je kotranslacni upravou a spociva
v pfidani mastné kyseliny na N konec proteinu enzymem N — myristyl transferdzou na
koncovy glycin po predchozim odstranéni methioninu (Resh et.al., 1999). Pii znalosti
chemického charakteru myristilové kyseliny a znalosti, Ze se na protein vaze kovalentné, je
logicky piredpoklad jeji hydrofébni interakce s plasmatickou membrénou, jadernou
membranou a membranou pinocytotickych vackl, stejné tak s bunéénym cytoskeletem a
receptory, predpokladd se i moznost ovlivnéni tercidlni struktury VP2 proteinu touto

modifikaci (Krauzewicz et al., 1990).

Pro studium funkce této modifikace byly provedeny studie sviry - u nich byla
provedena mistné specifickd mutace, vedouci k zaméné glycinu za kyselinu glutamovou.
Takto byla znemoznénd dalSi modifikace myristilaci (Mannova et al., 2002). Néslednou
infekei permisivnich buné€k takto mutovanym virem, bylo pozorovéano, zZe porucha myristilace
VP2 nezptisobuje uplnou ztratu infektivity viru, ale mutovany virus ma 1/10 z efektivity
divokého typu viru. Pifedpokladanym divodem ztraty infektivity je pozménéna morfologie
mutantniho viru, zptsobujici naruseni stability vazby viru na bunéény receptor a sniZenou
stabilitu virovych partikuli. Jako hlavni etapy virové infekce, u nich se pfedpoklada funkce
myristilace, jsou pfichyceni viru na bunécny povrch, vstup a rozbaleni viru (Krauzewicz et al.,

1990).

Jestlize N-terminalni myristilace VP2 ma roli pfi penetraci membrany, prfedpoklada se,

ze musi byt néjakym zptsobem exponovana na povrch virionu, nebo musi z n&j byt uvolnéna.
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Skutecnost, ze vEétsi ¢ast z N-terminalniho konce VP2 miize byt flexibilni a ne tésné svinuta
usnadnuje moznost uniku VP2 zevnitt virionu. Za predpokladu silné interakce mezi VP2 a
VPI1 uvolnéni C terminalniho segmentu VP2 z tohoto komplexu vypada nepravdépodobné
(Chen et al., 1998). Ze studie stejného kolektivu vyplyva, Zze mezi jednotlivymi VP1 proteiny
tvotici pentameru existuje asi 12A mezera dovolujici Unik nesloZzenému polypeptidovému
fetézci. Vlasenkovitd struktura VP2 ukazuje na model vystupu tohoto proteinu z mezery, kdy
jako posledni zprohlubné vystupuje N-termindlni ¢ast vazanad na C-terminalni usek.

Predpokladand struktura vlasenky je zndzornénd na obr 8.

p—  5-fold

VP2

z .-

Obr. 8. (A) Schéma interakce VP1 a VP2 proteinu s vyzna¢enym otvorem na vrchu petameru.
(B) Stuhovy model, VP2 znazornén Cervené a ti1i monomery VP1 interagujici s VP2 modie na
obou stranach a svétle modie uprostied. PreruSovana cara reprezentuje nedefinovanou ¢ast

molekuly. Pfevzato a upraveno z Chen et al., 1998.
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Obr. 9. Sekvenéni srovnani VP2 osmi polyomavirt. Hydrofébni sek je podtrzen a ¢tvercem
je ohrani¢ena ¢ast nejvice konzervovanych aminokyselin. Pfevzato a upraveno z Chen et al.,

1998.

5.2 Vliv minoritnich proteint na skladani virovych partikuli

Bylo zjisténo, Ze minoritni proteiny nejsou esencialni pro sestaveni virim podobnym
partikulim v hmyzich buiikdch Sf9, ale koexprese VP1 s VP2 je nutna pro to, aby probé&hly

vSechny posttransla¢ni tipravy hlavniho kapsidového proteinu (Forstova et al. 1993).

Vliv VP2 na sklddani virové partikule je znacny. V praci Kawano et al., 2006,
provadéné na viru SV40, bylo zjisténo, ze pii syntéze vysoce ¢isténych molekul VP1 a pfi
podminkach fyziologického pH a koncentrace soli se tyto molekuly nedokazi
samouspoiadavat do VLPs. Pii hodnotach pH 5 dochazi k vytvareni dlouhych tubulérnich
struktur slozenych zmolekul VP1. To je pravdépodobné zplsobeno konformaci C

termindlniho konce VP1, ktery je v téchto hodnotach pH schopen vytvéret tubularni struktury.
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K tomuto predpokladu téz prispiva zjiSténi, ze molekuly VP1 s mutaci na C konci své

aminokyselinové sekvence prednostné tvori tubularni struktury v bunikach S9.

Pii hodnotach pH 7 VP1 molekuly netvoti pentamery. Je to pravdépodobné zplisobeno
tim, ze konformace molekuly za téchto podminek nedovoluje interakci jednotlivych molekul
k tvorbé pentamert. Po pifiddini VP2 molekul pifi téchto podminkach dochézelo
k samouspotfadavani VLPs. Predpokladem je Ze molekula VP2 interaguje s pentamerou VP1
molekul a timto pomahé k vzéjemné interakci jednotlivych pentamer a slozeni partikule. Déle
vime, ze vzajemné interakce mezi proteiny VP2 uvniti partikuli pfispivaji k vytvofeni
sférickych utvari, velice podobnych tém, které jsou tvotfeny in vivo pii skladani virovych

partikuli.

Skladani virovych partikuli v jadfe napadené buiiky neni zcela objasnéné. Studium
viru SV40 a mys$iho polyomaviru ukazalo na moznost tvorby subvirionového komplexu,
slozeného z hlavniho strukturniho proteinu VP1 a jednoho z minoritnich VP2 nebo VP3.
Tento komplex se tvoii v cytoplasmé a nasledné vstupuje do jadra, kde probéhne uplné

slozeni virionu.

Z hlediska podobnosti proteint VP2 a VP3 a maximalni uspornosti genomu
polyomavird, bylo zkoumano, pro¢ virus kéduje oba minoritni proteiny a bylo poukazano na
jiz predtim zminéné funkce myristilované¢ho konce VP2 proteinu a zarovei na to, ze v kapsidé
neni dostatek mista pro 72 protein s myristilovanym N koncem. Proto se predpoklada, ze
spolecna ¢ast strukturnich proteindi funguje pifi vazbé na VP1 a unikatni konec VP2 se

zapojuje v Casnych fazich infekce (Barouch et al., 1994).

5.3 Uloha minoritniho proteinu VP3

Jako jedna zhlavnich dosud prokazanych funkci VP3 proteinu je jeho interakce
s bunéénymi importiny pfi vstupu komplexu strukturnich proteinti s virovou DNA do jadra
(Nakanishi et al., 2002). Dalsi moznou funkci tohoto proteinu je stimulace interakce VPI a
PARP (poly ADP-rib6za polymeraza) (Gordon-Shaag et al., 2003). Tato ma nasledn¢ vliv na
regulaci exprese virovych proteini (Carbone et al., 2006). V praci Huerfano et al., z roku
2009 bylo zjisténo, ze minoritni proteiny VP2 a VP3 mys$iho polyomaviru, produkované za

nepiitomnosti jinych virovych komponent interaguji s membranami bunéénych organel a
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pusobi jako viroporiny. Takovymto zpisobem minoritni proteiny MPyV mohou fungovat jako
ucinné spoustéce apoptdzy, kdy tento proces nastava po uvolnéni vapenatych iontt z ER, nebo
uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii. Schopnost minoritnich proteini usmrcovat
napadenou buniku znacné klesa béhem infekce, kdy jsou tyto proteiny syntetizovany za
pritomnosti hlavniho kapsidového proteinu. Tehdy se minoritni proteiny stavaji soucasti
virové kapsidy a jejich pusobeni jako viroporini se projevuje béhem pozdni faze infekce, kdy
ptispivaji k uvolnéni virového potomstva do okoli napadené buiiky (Huerfano et al., 2009).
Mutaéni analyzou viru SV40, bylo prokdzano, Ze piitomnost minoritnich proteinli je
esencialni. Jejich funkce je pfitom za normalnich podminek infekce pod kontrolou VPI.
Protein VP2 vyrazné zvySuje vazbu viru na bunécny povrch, zatimco VP3 tento proces
vyrazné redukuje. Oba minoritni proteiny se posttranslaéné zabudovavaji do membran ER,
pfi¢emz tento proces je regulovan VP1, kdy vyvazani minoritnich proteinli pentametry z VP1
zabranuje jejich integraci do ER (Daniels et al., 2006). Viz. obrazek 10. Pti dalSich pokusech,
kdy byly exprimovany proteiny z pozdni faze infekce v bakteridlnich bunkéach E.coli, bylo
zjisténo, ze VP2 a VP3 zplsobuji permeabilizaci bakteridlnich membran. Zjisténa byla 1
unikatni schopnost VP3 lyzovat bakteridlnich bunky, kdy tento proces probiha nezavisle na

eukaryotické signalizaci a drahach indukovanych pti bunééné smrti (Daniels et al., 2006).

I kdyZ je znamo, ze kapsidové proteiny SV40 i ostatnich polyomavirii jsou nezbytné
pii maturaci viriond, stdle zde existuji pochybnosti o funkcich jednotlivych strukturnich
proteint. V praci Nakanishi et al., 2007 byly analyzovany partikule bez VP2/3 proteinti a u
takovychto partikuli bylo ukazano, ze protein VP1 je nezbytny pro zabaleni virového genomu
v komplexu s histony a pro vstup viru do buiiky. Partikule postradajici VP2/3 proteiny nebyly
schopny iniciace exprese velkého T-antigenu v jadie a také nemély schopnost asociovat se
s hostitelskymi importiny. Jako hlavni role VP2/3 proteinii se zde piedpoklada jejich
schopnost smétfovat virovou DNA do bunééného jadra. V této praci bylo dale poukdzano na
nezivotaschopnost mutantnich partikuli slozenych pouze z hlavniho strukturniho proteinu
VP1. Dalsi skuteCnosti bylo 1 pozorovani zmén ve struktufe virionu, nastavajicich
v cytoplasmé, kdy se predpoklada, ze tyto zmény jsou kontrolovany pies Ca-vazebna mista na
VPI. Strukturni zmény vedou k odhaleni NLS proteinu VP3 a timto zptisobem k dopraveni
komplexu VP1-VP2/3 a virové DNA k jadru, interakci s bunéénymi importiny (Nakanishi et
al., 2002).
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Obr. 10. Model vstupu a penetrace membrany ER virem SV40. (1) Vazba na napadenou
buiikku je zprostiedkovand virovou kapsidou v té Casti, kde je navdzan protein VP2. (2)
Navazany virus pronikd membranou a vstupuje do kaveoly. (3) Virus je nasledn¢ endocytovan
a transportovan do kaveozomu. (4) Dopraveni viru do ER. (5) V ER dochazi k rozvolnéni
kapsidy za pomoci bunééného chaperonu. (6) Dale se rozvoliiuje pentametr slozeny z VP1 a
jsou uvolnény i minoritni proteiny. (7) VP2 a VP3 oligomerizuji a vkladaji se do membrany
ER. (8a) Minoritni proteiny vstupuji ptimo do jadra nebo (8b) putuji ptes cytoplasmu, kde

pomoci NLS transportuji virovy genom do jadra. Pievzato a upraveno z Daniels et al., 2006.

5.3.1 Porovnani C - terminalniho konce VP3 proteinu u MPyV a SV40

U mysiho polyomaviru bylo zjisténo, ze poslednich 23 aminokyselinovych zbytka z C
— konce VP3 neni nezbytnych k vazbé na VP1, a Ze interakce téchto dvou proteint je
hydrofobniho charakteru (Barouch et al., 1994). Narozdil od tohoto zjiSténi se ukazalo, ze
delece 13-ti koncovych aminokyselin z C — konce VP3 proteinu u viru SV40 brani vazbé na

VP1. Déle je znamo, ze VP1-VP3 interagujici useky u SV40 jsou zna¢né¢ nabité a bazického
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charakteru (Gharakhanian et al., 1990). Ptredpokldda se, ze solné mistky tvorfené mezi
minoritnim a majoritnim proteinem hraji dulezitou roli pfi této interakci u viru SV40. Na
obrazku 11. je porovnani sekvenci C — terminalniho konce VP3 proteinu u mysiho

polyomaviru a viru SV40 (Barouch et al., 1994).

140 150 160 170 180
Bolyoma VP3: GPTPAAHIQ----- D ESGEVIKFYQ AQVVSHQRVT PDWMLPLILG LYGDITPTWA
SV40 VP3: QVTERWEAQSQSPNV QSGEFIEKFE APGGANQRTA PQWMLPLLLG LYGSVTS--A
139 154 164 174 184
190 200
Polvoma VP3: TVIEEDGPQK KKRRL*
S5v40 VP3: LKAYEDGPNK KKRKLSRGSS QKTKGTSASA KARHKRRNRS SRS*
192 202 212 222 232

Obr. 11. Srovnani C — termindlniho konce VP3 proteinu mysiho polyomaviru a SV40. Je zde

patrna jejich podobna sekvence a rozdilna délka. Pfevzato z Barouch et al., 1994.

Strukturni proteiny SV40 jsou vSechny schopné interakce a vazby na DNA a tato
vazba neni sekvencné specifickd. Poslednich 40 aminokyselin z C - konce obou z proteinti
VP2 a VP3 hraje roli v sklddani DNA (Clever et al., 1993). Koncovych 13 aminokyselin z
C - konce proteini VP2 a VP3 interaguje s VP1 (Gharakhaniam et al., 1990). Na zaklad¢
téchto  skuteCnosti se predpoklddd, Ze minoritni proteiny nejprve interaguji
s minichromosomem skrz svoje DNA vazebné domény a nésledné se uskutecniuje vazba
minichromosomu s navazanymi VP2 a VP3 s pentamerem sloZzenym z VP1 proteint (Clever
et al.,1993). Pfi analyze mutantl s delecemi v C - koncovych 13-ti aminokyselinach VP2/3,
bylo zaznamendno, ze VP2/3 hraji dtlezitou roli pfi morfogenezi viriont.. Zména klicovych
aminokyselin v tomto 13-ti aminokyselinovém zbytku totiz vede k vyraznému sniZeni afinity
strukturnich proteinit k DNA, zatimco moznost vazby k VP1 nebyla vyrazné ovlivnénd. To
vedlo k zavéru, ze DNA vazebnd doména a doména interagujici s VP1 jsou funkéné oddélené.
Dale se zjistilo, ze viry mutantni v sekvenci VP2/3 neschopné vazat DNA, také nejsou
schopné produktivni infekce, coz potvrzuje domnénku, ze vazba DNA k VP2/3 hraje
dilezitou roli pfi skladani virioni (Dean et al., 1994). U SV40 jaderny lokaliza¢ni signal

ptitomny v sekvenci kapsidovych proteini funguje ve dvou fazich infekce. Pfi sméfovani
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virového genomu do jadra a pfi sméfovani nové nasyntetizovanych strukturnich proteinu.
V pozd¢jsich fazich infekce interakce mezi VP1 a VP3 umoziuje sméfovani do jadra i VP3

proteiniim s posSkozenym NLS, v pfipadé¢ navazani na VPI1 s funkénim NLS (Ishu et al.,

1994).

Z provedenych pokust plyne, ze C — termindlni usek VP2/3 u SV40 obsahuje tfi
funk¢éni domény; doménu interagujici s hlavnim strukturnim proteinem, ¢ast obsahujici signal,
cilici tyto proteiny do jadra, a DNA vazebnou doménu (Gharakhanian et al., 1990; Clever et
al., 1993).

Pii zkoumani vlastnosti mySiho polyomaviru bylo zjisténo, ze VP2/3 proteiny tohoto
viru postradaji poslednich 28 aminokyselin na C — konci, ptitomnych u SV40. To zpusobuje 1
rozdil mezi t€mito jinak velice pfibuznymi viry. Zatimco minoritni proteiny SV40 vazi DNA,
u mysiho polyomaviru minoritni proteiny nemaji tuto schopnost. Proto také strukturni
proteiny mysiho polyomaviru tvoii komplexy s VPl bezprosttedné po nasyntetizovani
v cytoplasmé a takto vyuzivaji jaderného lokaliza¢niho signalu pfitomného na VP1 (Barouch

et al., 1994).

Porovnani SV40 C — terminalni sekvence na konci minoritnich proteinli se stejnou
sekvenci u pribuznych BK a JC viru, ukazuje, ze v sekvenci 13 aminokyselin, 5 z nich je
konzervovanych u vSech zéstupcli, coz poukazuje na dulezitost tohoto Useku pro vazbu
k DNA. Dale z pokust vyplynulo, Ze poskozeni DNA vazebné domény SV40 znemoziuje
viru tvotit plaky (Dean et al., 1994). Tato skutecnost opét podporuje teorii, ze poskozeni
zminéného Gseku minoritniho proteinu hraje dalezitou roli v morfogenezi virioni (Huang et

al., 1972).
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6 Zavér

V této praci jsou shrnuty vlastnosti predevsim strukturnich proteini polyomavirt,
s ohledem na jejich funkce béhem zivotniho cyklu viru. M¢la jsem za cil porovnat spole¢né i
specifické vlastnosti téchto virovych produktii u vétSiny vyznamnych zastupci celedi véetné

nové objevenych lidskych patogentl.

Cilem také bylo poukdzat na multifunkénost hlavné minoritnich proteind, které jsou
zapojeny, jak se zda, do vétSiny d&ju probihajicich béhem zivotniho cyklu viru. Piedpoklada
se, Ze jejich role se projevuje béhem vstupu viru do buiky, pohybu viru béhem infekce,
dopraveni virového genomu do jadra, vstupu virové DNA do jadra, morfogenezi kapsid i

navozeni smrti napadené bunky.

Ackoliv ne vSechny dosud zminované funkce strukturnich proteini jsou plné
prokazané, studium téchto virovych produktii i celkove virt této celedi, ma za cil dosahnout

jejich detailni poznani a timto pfispét k prevenci a 1é¢bé onemocnéni jimi zplisobovanych.
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