Mysi polyomavirus (MPyV) je maly neobaleny DNA virus. I kdyZ je tento virus zkouman jiz
vice nez 50 let, stile zistavd nezodpovézend otdzka, jak virus dopravi svou genetickou
informaci do jadra nebo jakym mechanismem jsou sestavovany viriony v infikovanych
bunkach. V prvni ¢asti prace jsme se zaméfili na charakterizaci endocytické dréhy, kterou
vyuzivda mysi polyomavirus k dopravé genetické informace do blizkosti jadra. Pomoci
dominantné negativni mutanty kaveolinu 1 jsme ukazali, ze internalizace a efektivni infekce
MPYV neni zavisla na kaveolinu 1. MPyV pfi vstupu do buiiky vyuziva ¢asné¢ endozomy. Pro
produktivni infekci je nezbytné kyselé pH endozomu. Zabranéni vstupu viru do casného
endozomu (dominantné negativni mutanta GTPazy Rab 5) nebo zvySeni pH endozomu
(chloridem amonnym nebo bafilomycinem A1l) vedla Kk drastickému sniZeni infektivity
MPyV. Alkalizace endozomli méla za nésledek zadrzovani virionti v ¢asnych endozomech,
coz naznacuje, ze virus je dale transportovan do pozdniho endozomu. Pomoci metody FRET
jsme potvrdili, ze MPyV je v perinukledrnim prostoru lokalizovan v recyklujicich
endozomech.

DalSim, dosud malo charakterizovanym déjem zivotniho cyklu MPyV je morfogeneze
virionu. Jaderné a celobunééné lyzaty infikovanych bunék nebo bunék transientné
produkujicich hlavni kapsidovy protein MPyV, VPI1, byly separovany modrou nativni
elektroforézou (BN-PAGE) pro charakterizaci bunéfnych proteini pfitomnych
Vv prekurzorech virioni. Pomoci BN-PAGE jsme nalezli nékolik proteinovych komplext
obsahujicich protein VP1. N&kter¢é tyto proteinové komplexy obsahovaly buné¢ény protein Hsp
70. I kdyz interakce mezi proteinem VP1 a Hsp 70 byla popsana jiz dfive, toto je poprvé, kdy
bylo detekovano nékolik odlisnych forem VPI-Hsp 70 komplexu. Zadny z komplexii
obsahujici protein VP1 nebyl zastoupen natolik, aby mohl byt analyzovan hmotnostni
spektrometrii. Proto byly pfipraveny plazmidy umoziujici expresi proteinu VP1 fizovaného
na N- nebo C- konci s kotvou BioEase Tag (Invitrogen), ktera umoziuje in vivo biotinylaci
fazniho proteinu a jeho ndslednou izolaci afinitni chromatografii. Fuzni proteiny
S navazanymi interagujicimi proteiny byly izolovany afinitni chromatografii a jednotlivé
slozky izolovanych komplext byly analyzovany hmotnostni spektrometrii. Identifikovali jsme
bunécné proteiny Hsp 90a, GAPDH a cytoskeletarni keratin typ 1. Ovéfeni interakci téchto
bunécnych proteint s proteinem VP1 jakozto i jejich piipadné zapojeni v morfogenezi virionu

a zivotnim cyklu viru bude pfedmétem dal$iho zkoumani.
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