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Mysi polyomavirus (MPyV) je maly neobaleny DNA virus. I kdyz je tento virus
zkouman jiz vice nez 50 let, stile zlstava nezodpovézena otazka, jak virus dopravi svou
genetickou informaci do jadra nebo jakym mechanismem jsou sestavovany viriony
Vv infikovanych buiikach. V prvni Casti prace jsme se zameéiili na charakterizaci endocytické
drahy, kterou vyuzivd 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 pii vstupu do bunky vyuziva Casné
endozomy. Pro produktivni infekci je nezbytné kyselé pH endozomu. Zabranéni vstupu viru do
casné¢ho endozomu (dominantné negativni mutanta GTPazy Rab 5) nebo zvyseni pH endozomu
(chloridem amonnym nebo bafilomycinem A1) vedla k drastickému snizeni infektivity MPyV.
Alkalizace endozoml méla za nésledek zadrZzovani virionti v ¢asnych endozomech, coz
naznacuje, ze virus je dale transportovan do pozdniho endozomu. Pomoci metody FRET jsme
potvrdili, ze MPyV je v perinuklearnim 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 bunéénych proteint pfitomnych v prekurzorech virionti. Pomoci BN-
PAGE jsme nalezli n¢kolik proteinovych komplexti obsahujicich protein VP1. Nékteré tyto
proteinové komplexy obsahovaly bunéény protein Hsp 70. I kdyZ interakce mezi proteinem VP1
a Hsp 70 byla popséna jiz dfive, toto je poprvé, kdy bylo detekovano nékolik odlisnych forem
VP1-Hsp 70 komplexu. Zadny z komplexii obsahujici protein VP1 nebyl zastoupen natolik, aby
mohl byt analyzovdn hmotnostni spektrometrii. Proto byly pfipraveny plazmidy umoziujici
expresi proteinu VP1 fizovaného na N- nebo C- konci s kotvou BioEase Tag (Invitrogen), ktera
umoziuje in Vvivo biotinylaci fizniho proteinu a jeho naslednou izolaci afinitni chromatografii.
Flzni proteiny S navazanymi interagujicimi proteiny byly izolovany afinitni chromatografii a
jednotlivé slozky izolovanych komplexti byly analyzovany hmotnostni spektrometrii.
Identifikovali jsme bunécné proteiny Hsp 90a, GAPDH a cytoskeletarni keratin typ I. Ovéfeni
interakci téchto bunéénych proteini s proteinem VP1 jakozto i jejich pfipadné zapojeni

v morfogenezi virionu a zivotnim cyklu viru bude pfedmétem dalsiho zkoumani.

Kli¢ova slova: mysi polyomavirus, ¢asny endozom, protein VP1, modra nativni elektroforéza,

Hsp 70, protein-proteinové interakce



Mouse polyomavirus (MPyV) is small non-enveloped DNA virus. Although this virus
has been studied for almost 60 years, it still remains unclear, how can virus transport its genetic
information to the cell nucleus. Also, the mechanism of virion morphogenesis is not well
understood. First part of this work is focused on endocytic pathway which is used by MPyV for
trafficking toward the cell nucleus. Using dominant negative mutant of caveolin-1 we showed
that caveolin-1dependent endocytic pathway, described for SV40, is not used by MPyV for
productive infection. MPyV is transported to early endosomes. Acidic milieu of endosomes is
indispensable for productive infection. Preventing virus localisation into early endosomes
(dominant negative mutant of Rab 5 GTPase) or endosomes alkalisation (by ammonium chloride
or bafilomycin Al) led to dramatic decrease of virus infectivity. Alkalisation of endosomes
entailed retention of MPyV in early endosomes. It indicates that virus is further transported to
late endosomes. Finally, we confirmed by FRET that MPyV is in perinuclear space localized into
recycling endosomes.

Another poor characterized process is virion morphogenesis. To characterize the
participation of cellular proteins in virion precursor complexes, nuclear as well as whole-cell
lysates of infected cells or cells transiently expressing VP1 were separated by blue native
polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE). Several VVP1 positive protein complexes were
identified. Some of these complexes contained proteins from the heat shock protein 70 family.
Although the interaction between VP1 and hear shock proteins has been described previously,
this is the first time that BN-PAGE has been shown to detect several different forms of VP1-Hsp
70 complexes. None of the VP1-positive bands was abundant enough to be analysed by mass
spectrometry. Therefore, we created plasmids which allow expression of VP1 fused with
BioEase Tag (Invitrogen) at its N or C terminus. This tag ensures in vivo biotinylation and
purification by affinity chromatography of fusion protein. Complexes of fusion proteins and
cellular proteins were isolated by affinity chromatography and composition of the complexes
were analysed by mass spectrometry. Cellular proteins Hsp 90a, GAPDH and keratin type [ were
identified. Confirmation of interaction between VVP1 and these cellular proteins as well as their

roles in virion assembly and virus life cycle remains to be elucidated.

Key words: mouse polyomavirus, early endosome, VP1 protein, blue native polyacrylamide gel

electrophoresis, Hsp 70, protein-protein interactions
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Seznam zkratek:

AcA kyselina 6-aminokapronova
BE capTEV kotva, ktera umoznuje biotinylaci proteinu in vivo
BFA bafilomycin Al
bicin N,N-Bis(2-hydroxyetyl)glycin
BN-PAGE blue native polyacrylamide gel modra nativni elektroforéza
electrophoresis
Bis-Tris 2,2-Bis(hydroxymetyl)-2,2",2"-nitrilotrietanol 2-Bis(2-hydroxyetyl)amino-2-
(hydroxymetyl)-1,3-propandiol Bis(2-hydroxyetyl)amino-tris(hydroxymetyl)metan
CBB G-250 Coomassie brilliant blue G-250
CMV cytomegalovirus
DAPI 4’ 6°-diamidino-2-fenylindol
DMEM »Dulbecco’s modified Eagle’s medium*
EDTA kyselina etylendiaminotetraoctova
EEA1l early endosomes antigen 1 antigen ¢asného endozomu 1
EFla konstitutivni promotor elonga¢niho proteinu 1o
Eps15 epidermal growth factor receptor substrat receptoru epidermalniho rustového faktoru
substrate klon 15 klon 15
ER endoplasmic reticulum endoplazmatické retikulum
ERAD draha | ER associated protein degradation s ER spojena degradaéni draha proteint
pathway
FRET fluorescence resonance energy fluorescencni resonanéni pienos energie
transfer
GAPHD glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza
GFP green fluorescent protein zeleny fluorescen¢ni protein
hpi hours post infection hodin po infekci
Hsc 70 heat cognate protein 70
Hsp 70 heat shock protein 70 protein teplotniho Soku 70
Hsp 90a heat shock protein 90a protein teplotniho Soku 90a
LT large tumor antigen velky tumorogenni antigen
MHC | major histocompability komplex hlavni histokompatibilni komplex I
1
MOl multiplicity of infection multiplicita infekce
MPyV mouse polyomavirus mysi polyomavirus
MT midlle tumor antigen stfedni tumorogenni antigen
Mw molecular weight molekulova hmotnost




Ori origin of replication pocatek repikace
PARP-1 poly(ADP-ribose) polymerase 1 poly(ADP-ribose)polymerazal
PBS phosphate buffered saline fosfatovy pufr
PBS-TK fosfatovy pufr pro tkanové kultury
pfu ,,plaque forming unit*
SDS dodecylsulfat sodny
ses sekvence | SV40 encapsidation sequence enkapsidaéni sekvence viru SV40
ST small tumor antigen maly tumorogenni antigen
SV40 Simian virus 40 opici virus 40
Tricin N-[Tris(hydroxymetyl)metyl]glycin
Tris tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
VLPs virus like particles viru podobné ¢astice
VP1 viral protein 1 hlavni kapsidovy protein 1
VP1-BE-CT protein VP1 fzovany na svém C konci s BE kotvou
VP1-BE-NT protein VP1 fzovany na svém N konci s BE kotvou
VP2 viral protein 2 Minoritni strukturni protein 2
VP3 viral protein 3 Minoritni strukturni protein 3
VP15-VP3 pentamery proteinu VP1 s navazanym proteinem VP3
WPRE woodchuck posttranscriptional posttranskripéni regulaéni element viru hepatitidy

regulatory element
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Mysi polyomavirus a virus SV40 slouzily jako diilezité modelové systémy pro pochopeni
ruznych aspektl bunééné organizace a funkce jiz od svého objeveni v padesatych letech
dvacatého stoleti. Mezi poznatky plynouci ze studia téchto vird patii objasnéni struktury
nadSroubovice DNA, role enhancerti v genové expresi, mechanismus sestiihu RNA, slozeni
komplexii replikujicich DNA a mnoha dalSich. Toto je castecné disledkem povahy a malé
velikosti genomové DNA této virové Celedi. Replikace genomu polyomavirti je zavisla na
bunécném replikacnim aparatu a probiha podobnymi mechanismy jako replikace bunécné DNA.
K intenzivnimu studiu polyomavirt pfispél také fakt, ze tyto viry jsou schopny indukovat
nadorovou transformaci.

V poslednich letech se polyomaviry znovu dostavaji do popfedi zajmu védci, ne jako
modelové organismy bunécnych déjl, ale jako nebezpecné virové patogeny. Mezi nejvice
studované lidské polyomaviry patii BK virus a JC virus, které zplsobuji zdvazna onemocnéni u
imunosuprimovanych jedinct. V poslednich nékolika letech je intenzivné zkouman i
polyomavirus karcinomu Merkelovych bun¢k (MCPyV), jehoz integrovany genom byl nalezen
v nadorech pacienti s nejagresivnéj$i formou rakoviny kiaze. Pro tuspéSnou lécbu téchto
nebezpecnych lidskych patogenti je dilezité poznat Zivotni cykly téchto virl, jejich receptory,
interakce virti s hostitelskymi buiitkami stejn¢ jako morfogenezi virion. Detailnimu poznani
téchto procesti brani nedostatecné ,,védecké zdzemi* pro jejich studium (protilatky, virové
mutanty, aj.) stejné¢ jako jejich slozité (v ptipadé MCPyV nemozné) pomnozeni v tkanovych
kulturach. Jako modelové organismy téchto déji proto muizeme Svyhodou vyuzit vice

prozkoumané ptislusniky této ¢eledi, mysi polyomavirus a virus SV40.

-11 -
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2.1. Klasifikace Polyomaviri

Mysi polyomavirus (MPyV) patii do celedi Polyomaviridae. Viry patiici do této celedi
jsou malé, neobalené viry, jejichz genomem je dvouietézcova, kruhova DNA. Pfislu$nici této
Celedi infikuji mnoho druhti savci, vcetné ¢loveéka, ostatnich primath, hlodavce, kraliky a také
ptaky. VétSina téchto vird ma uzky hostitelsky okruh a nema schopnost produktivné infikovat
ostatni druhy. Taxonomie této Celedi prosla v roce 2011 revizi (Johne et al., 2011). Jediny rod
této Celedi byl rozd¢len na tii: Orthopolyomavirus a Wukipolyomavirus zahrnujici polyomaviry
napadajici savce a Avipolyomavirus, ktery zahrnuje polyomaviry napadajici ptaky. Celed’
Polyomaviridae zahrnuje 22 sav¢ich virt (z toho 9 lidskych) a 5 ptacich. Z molekularné
biologického hlediska jsou nejvice prostudovany mysi polyomavirus a virus Simian virus 40

(SV40), dale jsou intenzivné studovany vSechny lidské polyomaviry (shrnuto v tabulce 1).

nazev viru hostitel puvodni izolace
Mysi polyomavirus mys$ Gross 1953
Simian virus 40 opice Sweet a Hilleman, 1960
BK virus Gardner etal., 1971
JC virus Padgett et al., 1971
KI polyomavirus Allander et al., 2007
WU polyomavirus Gaynor et al., 2007
Merkel cell polyomavirus ¢lovek Feng et al., 2008
Lidsky polyomavirus 6
Lidsky polyomavirus 7 Schowalter et al., 2010
Trichodysplazia spinulosa — associated virus van der Meijden et al., 2010
Lidsky polyomavirus 9 Scuda et al., 2011

Tabulka 1. Viry z ¢eledi Polyomaviridae. Zvyraznény jsou V soucasnosti nejvice studované polyomaviry.

2.2. Organizace genomu MPyV

Genom polyomavirt, jehoz velikost je necelych 5300 bp, mize byt rozdélena na ¢asnou
oblast (obr. 1), pozdni oblast a nekodujici regulaéni oblast. Casna oblast genomu je
transkribovana a exprimovana ¢asné po vstupu viru do bunky a exprese pokracuje i v pozdnich
stadiich infekce. Pozdni oblast genomu je exprimovand aZz po zahdjeni replikace virového

genomu. Genom polyomavirti obsahuje jediny pocatek DNA replikace — Ori. Promotory a

-13-
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enhancery transkripce jsou lokalizovany blizko pocatku replikace a dohromady s nim tvofi
regulacni oblast. Transkripce bézi dvousmérné, pfiCemz casné a pozdni mRNA jsou
transkribovany z opaénych fetézci. Casna oblast genomu koéduje virové regulaéni proteiny,
tumorové neboli T antigeny. MPyV koéduje tii T antigeny — velky (LT), stfedni (MT) a maly
(ST) T antigen. VSechny T antigeny maji spole¢nou N-koncovou sekvenci a odlisnou C-
koncovou oblast, mRNA, které je koduji, vznikaji alternativnim sestfihem ze spole¢né pre-
mRNA. Casné antigeny stimuluji buiiku ke vstupu do S faze bun&éného cyklu, stimuluji
produkeci replikacnich enzymt a podileji se na transkripci a replikaci virové DNA. Pozdni oblast
genomu koduje tfi kapsidové proteiny — VP1, VP2 a VP3. Stejné jako u ¢asnych mRNA 1 pozdni
MRNA vznikaji alternativnim sestfihem ze spole¢né pre-mRNA. Molekuly pre-mRNA jsou
extrémné¢ dlouhé, jsou to n€kolikanasobné kopie celého genomu (Acheson 1978). Alternativnim
sestiihem vznikaji tfi typy monocistronnich mRNA: 16S mRNA kodujici protein VP1, 18S
mRNA kodujici protein VP3 a 19S mRNA kodujici protein VP2. Kodujici oblast proteint VP2 a
VP3 se piekryva, cela sekvence proteinu VP3 je obsazena v C-koncové sekvenci proteinu VP2 a
oba geny jsou Cteny ve stejném Ctecim ramci. Oblast kodujici N-koncovou ¢ast proteinu VP1 se
prekryva s C-koncovou sekvenci proteinu VP2 a VP3, ale protein VP1 je translatovan z jiného

¢teciho ramce nez proteiny VP2 a VP3.

£208

62579

Obr.1. Genom mysiho polyomaviru
MPyV lze rozdé€lit na ¢asnou a pozdni oblast.
(5297bp) Ty jsou od sebe oddéleny regulacni

oblasti, ktera obsahuje replikacni
pocatek (origin), promotory a enhancer.
Na obrazku jsou znazornény pozice
gend, ze kterych jsou kodovany
jednotlivé virové produkty, pocateéni a
koncové  nukleotidy  jednotlivych
mRNA a nukleotidové pozice intront.
(upraveno podle Cole a Conzen 2001).
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2.3. Zivotni cyklus my3iho polyomaviru

Produktivni infekce MPyV mize byt rozdélena na nékolik ¢asti:
1) adsorpce virionu na buné¢ny povrch a internalizace viru buitkou
2) pohyb burikou smérem k jadru a vstup viru do bunééného jadra
3) transkripce Casnych gent
4) replikace virové DNA
5) transkripce pozdnich genti a morfogeneze viriont
6) lyze bunky a uvolnéni virového potomstva

Prvni tfi faze Zivotniho cyklu byvaji oznacovany jako Casna faze virové infekce, transkripce
pozdnich gentli, morfogeneze a lyze buiky jako pozdni faze virové infekce. Proces adsorpce a
internalizace viru je velmi rychly, jiz 30 min po infekci se nachazi vétSina viru v bunce
(Richterova et al., 2001). Dale je internalizovany virus dopraven endocytickymi drahami k jadru.
Jakmile vstoupi virovda DNA do jadra, miize zacit transkripce ¢asné oblasti genomu. Vzhledem
k malé kodujici kapacité polyomavirového genomu probiha transkripce hostitelskou RNA
polymeréazou Il. Mediatorova RNA velkého T antigenu byla amplifikovana reverzni transkripci a
detekovana metodou Southern blot jiz 6 h po infekci, zatimco mRNA pro MT a ST byly takto
detekovatelné az od 12 hpi. Protein LT byl detekovan metodou Westen blot 8 hpi, proteiny MT a
ST byly detekovany se 6 hodinovym zpozdénim oproti proteinu LT. Po translaci dostatecného
mnozstvi ¢asnych antigenli a navozeni S faze bunécného cyklu mizZe zacit replikace virového
genomu. Pro iniciaci replikace je nezbytny LT antigen. Ve formé hexameru Se vaze do oblasti
Ori na virové DNA a interaguje s bunéénymi proteiny zajist'ujicimi replikaci DNA. Replikace
virové DNA zacina 16 — 18 hpi. Transkripce pozdni oblasti genomu zacina 18 — 20 hpi, pficemz
protein VP1 je detekovatelny jiz 22 hpi (metodou Western blot). V této dobé mohou byt
v buiikdch detekovany nové vzniklé viriony. Cytopaticky efekt virové infekce na hostitelské

buniky byl pozorovan 48 hpi. (Chen a Fluck, 2001).

2.4. Strukturni proteiny

2.4.1. Hlavni kapsidovy protein VP1

Kapsidovy protein VP1 (MW = 45 kDa) je zakladnim stavebnim kamenem virové
kapsidy. Zakladni stavebni jednotkou kapsidy je kapsomera, ktera ma formu pentameru
tvofeného 5 molekulami proteinu VP1. Kromé strukturni funkce ma protein VP1 také dalsi
funkce v zivotnim cyklu viru. Zprostfedkovava pfichyceni viru na bunécny povrch a tim jeho

internalizaci bunkou, mize se ucastnit kontroly virového ristu a také umozinuje ptichyceni
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virového genomu k jaderné matrix a tak ptispiva k zahajeni ¢asné transkripce (Carbone et al.,
2004).

Terciarni struktura proteinu VP1, struktury pentameru a kapsidy viru byly detailné
popsany pomoci krystalografickych studii kapsidy viru SV40 (Liddington et al., 1991). Podle
terciarni struktury muze byt polypeptidovy fetézec proteinu VP1 rozdélen na tii ¢asti: i) N-
koncové rameno, ii) stiedni cast a iii) dlouhé C- koncové rameno (obr. 2). Prvnich 15
aminokyselin N-koncového ramena je orientovano do dutiny pentameru, kde interaguje
s minichromozomem. N-koncové rameno obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal a DNA vazebnou
doménu. Stiedni Cast proteinu VPI je tvofena B listy a a helixy, které jsou navzajem spojeny
Sesti smyckami — BC, DE, HI, EF, FG a G2. Smycky BC, DE a HI jsou exponovany na povrchu
virionu. Smy¢ka EF je soucasti vazebného mista pro Ca®*. Dlouhy flexibilni C-konec se sklada
z a helixu, C-insertu a C-smycky a ucastni se vazby mezi jednotlivymi pentamery (Stehle et al.,
1996). C-koncové rameno se také Ucastni tvorby vazebného mista pro kation vapniku
(Liddington et al., 1991).

Protein VP1 je bohaté posttranslatné modifikovan fosforylaci, sulfonylaci, acetylaci,
hydroxylaci a metylaci (BOLEN et al., 1981). Velmi dulezitou posttranslaéni modifikaci tohoto
proteinu je fosforylace. Protein VPI1 je fosforylovan na serinovych a threoninovych zbytcich.
Mista fosforylace threonint byla lokalizovana na Thr-63 a Thr-156. Tyto aminokyselinové
zbytky se nachdzeji na povrchu virionu (BC a DE smycka) a jejich fosforylace je pravdépodobné
dilezita pro vazbu na bunéény receptor a pro morfogenezi virionu. Pro fosforylaci treoninovych
zbytkli je nezbytna pfitomnost stfedniho T antigenu, ktery je zfejmé aktivatorem bunécénych
kin4z. (Garcea et al., 1985, Li a Garcea, 1994). Pfesnd mista fosforylace serinii nejsou zcela
charakterizovana, nebot’ viry mutované v serinech nejsou zivotaschopné. Nejlépe je
charakterizovand fosforylace Ser-66, kterd je zprostfedkovana kasein kinazou II a ovliviiuje
nejspis interakce mezi kapsomerami (Li et al., 1995b). Pro spravnou fosforylaci proteinu VP1 je
nezbytnd 1 pfitomnost minoritnich proteini. Protein VP1 produkovany samostatné
Vv bakulovirovém expresnim systému nebo exprimovany spolecné S proteinem VP3 byl
fosforylovany na serinovych zbytcich, které nejsou modifikovany v infikovanych bunkach. Tato
nefyziologicka fosforylace byla snizena, pokud byl protein VPl exprimovan spole¢né
s proteinem VP2. (Forstova et al., 1993, Li et al., 1995a). Zda se, Ze protein VP2 hraje urcitou
roli v posttranslaénich modifikacich proteinu VPI1. Je mozné, Zze vazba VP2 k VP1 méni

konformaci VP1 a tedy 1 pfistupnost jednotlivych aminokyselinovych zbytkl pro kinazy.
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Obr. 2. Terciarni struktura proteinu VP1. A — schematické znazornéni domén proteinu VP1. B —
terciarni struktura proteinu VP1 (upraveno podle Liddington et al., 1991). Vyznacen je jaderny
lokaliza¢ni signal (NLS), DNA vazebna doména (DBD) a jednotlivé smycky.

2.4.2. Minoritni strukturni proteiny, VP2 a VP3

Minoritni strukturni proteiny jsou translatovany ze stejného ¢teciho ramce. Kratsi z nich,
protein VVP3 (23 kDa) je identicky s C-koncovou ¢asti proteinu VP2 (35 kDa) (obr. 3). Minoritni
kapsidové proteiny fyzicky interaguji s hlavnim kapsidovym proteinem, ¢imz ovliviiuji jeho
posttransla¢ni modifikace a subcelularni lokalizaci (viz dale). Proteiny VP2 a VP3 nejsou
exponovany na povrchu kapsidy, ale interaguji s centralni dutinou pentameru VP1, pficemz
s jednim pentamerem je asociovan vzdy jeden minoritni strukturni protein (Rayment et al.,

1982). Na zdkladé biochemickych studii a krystalografickych analyz byl navrZzen model
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interakce minoritnich kapsidovych proteinti s pentamery proteinu VP1 (obr. 3). Predpoklada se,
ze N-konec molekuly minoritniho strukturniho proteinu sméfuje smérem k nukleocore a C-
koncova cast proteinu vede do centralni dutiny pentameru VP1, kde tvoii smycku a sméiuje zpét
dovniti virionu. Za vazbu mezi VP1 pentamerem a proteiny VP2 a VP3 jsou zodpovédné
hydrofobni interakce. Vnitini centralni dutina pentameru VP1 ma hydrofobni charakter stejné
jako oblast mezi 154. — 180. aminokyselinou VP3. (Barouch a Harrison, 1994, Chen et al.,
1998).

Protein VP2 je na svém N-konci myristylovan (Streuli a Griffin 1987), posttransla¢ni
upravy proteinu VP3 nejsou znamy. Myristylace proteinu VP2 je patrn¢ dulezita pro spravnou
konformaci virionu, ktera je nezbytna pro efektivni uvolnéni virionli z bunky a reinfekci
(Mannov4 et al., 2002). Funkce obou minoritnich kapsidovych proteinti neni pfili§ objasnéna.
Mutantni viriony postradajici protein VP2 nebo VP3 jsou neinfekéni a jejich defekt se projevi jiz
v ¢asné fazi infekce (Mannova et al., 2002). Stejny efekt byl ukazan i pro viriony viru SV40,
které, pokud postradaly jeden z minoritnich strukturnich proteind, byly prakticky neinfekcni
nasledkem defektu v dopravé virového minichromozomu do bunééného jadra (Nakanishi et al.,
2006, Nakanishi et al., 2007). Zarovefi mohou minoritni kapsidové proteiny hrat roli i ve vazbé
virionu na bunéény povrch. U virioni viru SV40, které neobsahovaly protein VP2, bylo
pozorovano vyznamné snizeni vazby viru na bunéény povrch (Daniels et al., 2006). U
minoritnich proteinti byly identifikovany dvé spole¢né hydrofobni transmembranové domény,
treti byla specifickd pro protein VP2 (vyskytuje se v unikatni ¢asti proteinu VP2) (Rainey-Barger
et al., 2007). Tyto hydrofobni domény mohou hrat roli pfi doruceni genomu do jadra a pfi
uvolnéni virového potomstva z infikované buiiky. Pokud jsou minoritni proteiny exprimovany
Vv buiikdch bez pfitomnosti jinych virovych proteinli navozuji rychlou bunéénou smrt aktivaci

apoptotické drahy (Huerfano et al., 2010).
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Obr. 3. Minoritni strukturni proteiny mysiho polyomaviru. A — Schematické znazornéni proteinti
VP2 a VP3. Cerné je vyznadena oblast interagujici s dutinou VVP1 pentameru. (upraveno podle Barouch a
Harrison, 1994). B a C — Umisténi minoritnich kapsidovych proteint v dutiné pentameru. Pfi¢ny prufez
pentamerem VP1 proteinu. V dutiné pentameru mtize byt uloZzena bud’ jedna molekula VP2 (na obrazku)
nebo VP3 proteinu. PreruSované je vyzna¢ena unikatni N-koncova ¢ast VP2 proteinu. N- a C- konec
proteinu sméfuje dovnitt virionu. B — model terciarni struktury komplexu VP1 s minoritnim strukturnim
proteinem, C — schematické znazornéni interakce proteinu VP1 a minoritnich strukturnich proteint
(Upraveno podle Chen et al., 1998).

2.5. Struktura virionu

Kapsida mys$iho polyomaviru (45 nm) je tvofena tfemi virovymi strukturnimi proteiny —
VP1, VP2 a VP3, které obklopuji molekulu virové DNA, ktera je v komplexu s bunéénymi
histony H2A, H2B, H3 a H4 a ma formu chromatinu. Tento komplex histont a virové DNA se
nazyva virovy minichromozom. Kondenzovany minichromozom ve virionu je nazyvan viroveé
nucleocore. Strukturni proteiny tvoii kapsidu s ikosahedralni symetrii a triangulacnim ¢islem T =
7 (obr. 4). Tato kapsida obsahuje 360 molekul hlavniho kapsidového proteinu VPI,

uspotadan¢ho do 72 pentamer. S kazdym pentamerem je asociovana jedna molekula proteinu
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VP2 nebo VP3. Pét proteinovych fetézch proteinu VP1 spolu uzce interaguje a tvoii pentamer
(obr. 4.), dokonce jiz sekundarni struktury proteinu do sebe zapadaji. Pentamer je zhruba
cylindrického tvaru, v priméru ma 8 nm a 7 nm na vysku. Stfedem pentameru prochézi dutina,
ktera je pti zdkladné Sirokd 5 nm a u vrcholu 1,2 nm. Krystalografickymi studiemi pii vysokém
rozliseni (Liddington et al. 1991, Stehle et al. 1996) bylo prokazano, ze C-koncové rameno VP1
molekuly neni soucasti struktury piislusného pentameru, ale smétuje k sousednim pentamertum.

Pro stabilitu virionu jsou duleZzité vapenaté ionty (BRADY et al. 1977). Vapenaté ionty
spiSe stabilizuji strukturu jiz slozené Castice, nez ze by piimo fidily sklddani virionu. Navazany
vapenaty kation formuje mistek mezi C-koncovym ramenem jednoho pentameru a EF smyckou
sousedniho pentameru. Pro navazani vapenatého Kationu jsou nezbytné dva glutamatové zbytky
(pozice 157 a 160) v EF smycce a aspartatovy zbytek v C-koncovém ramenu (Liddington et al.,
1991). Tyto kyselé aminokyseliny jsou konzervovany napii¢ ¢eledi Polyomaviridae. lontovy
mustek stabilizuje vazbu mezi pentamery tim, Ze zajistuje dalsi pfipojeni C-koncového ramena

k cilovému pentameru.

Obr. 4. Struktura virionu. A — model pentameru tvofeného 5 molekulami proteinu VP1, pohled z boku.
B - Model kapsidy MPyV vytvofeny na zakladé¢ rentgenové analyzy krystalu virionu. (pfevzato
z Liddington et al., 1991). C — Viriony mysiho polyomaviru. Negativni barveni (fotografovano pii
zvétSeni 100000x%), obrazek potidil M. Fraiberk.

2.6. Arteficialni virové struktury
Pti izolaci viru z bunék mizeme nalézt ti druhy virovych €astic. Jednak infekéni virové

Castice obsahujici virovy minichromozom. Dale virova preparace obsahuje také prazdné kapsidy
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a pseudoviriony, coz jsou kapsidy obsahujici ,,nahou” bunéénou DNA. Infekce bunek
polyomaviry s vysokou multiplicitou vede Kk tvorbé defektnich virovych genomt, obsahujicich
delece, duplikace a piestavby — ¢asto se jedna o duplikace virového replika¢niho pocatku. Pokud
maji tyto defektni genomy vhodnou velikost, mohou byt zabaleny do kapsidy.

Protein VP1 je sam o sobé schopen vytvaiet VLPs (viru podobné castice — virus like
particles). K uspotadani téchto struktur nejsou zapotiebi posttranslacni modifikace proteinu VP1
ani minoritni kapsidové proteiny (Salunke et al., 1986), ale dulezita je pfitomnost Ca®" ionti.
Rekombinantni protein VP1 izolovany z Escherichia coli vytvati pentamery, které jsou schopny
se in vitro usporadavat do kapsidovych Castic stabilizovanych pfitomnosti vapenatych kationd.
V zavislosti na podminkach in vitro reakce (pH, iontova sila, koncentrace Ca**) mohou vznikat
polymorfni agregaty, které se svou stavbou lisi od viriond. Vznikaji ¢astice 0 velikosti 32 nm
(slozené z 24 pentamerti proteinu VP1), 26 nm (slozené z 12 pentamera proteinu VP1) a
tubularni struktury s helikdlnim uspofadanim pentamerd. (Salunke et al., 1989).

Tvorba VLPs byla prokazana in vivo v jadrech hmyzich bunék linie Sf9 po infekci
rekombinantnim bakulovirem exprimujicim protein VP1 (Montros et al., 1991). Tyto VLPs jsou
schopny enkapsidovat fragmenty bunééné DNA a histony (Forstova et al., 1995, Gillock et al.,
1997). Minoritni proteiny (nejsou schopny samy o sob¢ tvofit VLPs), pokud jsou exprimovany
spole¢n¢ s proteinem VP1, jsou efektivné zabudovavany do castic. Zastoupeni jednotlivych
protein v ¢asticich tvofenych vSemi tfemi strukturnimi proteiny je srovnatelné s pomérem
proteint ve virionech (Forstova et al., 1993). Protein VP1 vytvaifi VLPs také pii expresi

v kvasinkovych buiikach Saccharomyces cerevisiae (Palkova et al., 2000a).

2.7. Vazba strukturnich proteini k DNA

Protein VP1 ma DNA vazebnou aktivitu, zatimco minoritni Strukturni proteiny mysiho
polyomaviru DNA nevaZzi. Tim se tyto proteiny zasadné li§i od minoritnich strukturnich proteint
viru SV40, které maji DNA vazebnou afinitu. Clever et al. (1993) ukazali, ze poslednich tfinact
C-koncovych aminokyselin proteinu VP2 a VP3 je zodpovédnych za vazbu DNA. Minoritni
strukturni proteiny mysiho polyomaviru postradaji 28 poslednich C-koncovych aminokyselin,
které se vyskytuji u minoritnich kapsidovych proteinii primatich polyomaviri. DNA vazebna
doména proteinu VP1 je tvofena prvnimi péti aminokyselinami polypeptidového fetézce,
ptiCemz zcela zasadni je lyzin v pozici 5. Bodova mutace tohoto lyzinu drasticky redukuje DNA
vazebnou afinitu proteinu. Protein VP1 nevykazuje sekvencni specifitu, vaze DNA nespecificky.
(Chang et al., 1993).
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Rovnéz VPI pentamer vaze DNA (Stokrova et al., 1999), DNA vazebnd doména vV ném
neni blokovana, zatimco ve virionu je lokalizovand do vnittku virionu a predpoklada se, ze
interaguje s virovym minichromozomem. Virovy minichromozom postrada histon H1, i kdyz
uvnitt buiiky, pfed utvofenim virionu je histon H1 v minichromozomu pfitomen (Varhavsky et
al. 1976). Tento histon je béhem morfogeneze virionu patrné vytésnén proteinem VP1 (Winston
et al. 1980). Ve zralém virionu interaguje protein VP1 s virovym genomem po celé jeho délce, je
tedy ptitomen i v nucleocore (Carbone et al., 2004). Tato vazba naznacuje, ze protein VP1 hraje
strukturni roli v ochran¢ enkapsidované DNA. Tuto teorii potvrzuje zjisténi, ze pokud je
mutovana DNA vazebnd doména proteinu VP1 viru SV40, dochazi ke zménam ve formovani
virioni a Vv jejich infektivit¢ (Li et al., 2001). I kdyz vazba proteinu VP1 neni sekvencné
specificka, VP1 se preferenéné vaze do regula¢ni oblasti virové DNA (Carbone et al., 2004),
ktera neni obsazena nukleozomy. Vazba proteinu VP1 k DNA ma tak spi§ strukturni, nez
sekvenéni specifitu.

In vivo jsou VLPs schopny enkapsidovat bunéénou DNA a histony, enkapsidované
fragmenty maji pfiblizné stejnou velikost jako polyomavirovy genom (Gillock et al., 1997,
Palkova et al., 2000a). ,,Prazdné* VLPs (neobsahuji enkapsidovanou DNA) jsou schopny in vitro
vazat ,,holou” heterologni DNA. VLPs vazi jak cirkularni tak i linearni formy DNA molekul,
pfi¢emz jsou schopny obé dvé formy DNA enkapsidovat (Stokrova et al., 1999).

2.8. Lokalizace strukturnich proteini v buiice

V infikovanych buiikdch se strukturni proteiny nalézaji v jadte, kazdy obsahuje vlastni
jaderny lokalizacni signal.

Jaderny lokalizacni signal proteinu VP1 je tvofen prvnimi 5 N-koncovymi
aminokyselinami (Moreland a Garcia, 1991). Dilezity pro jadernou lokalizaci proteinu je lyzin
v pozici 3 a arginin v pozici 4. Substituce lyzinu-3 za threonin (Chang et al., 1992a) nebo
argininu-4 za serin (Moreland a Garcia, 1991) zabranila jaderné lokalizaci proteinu. Jaderny
lokaliza¢ni signal minoritnich strukturnich proteini byl identifikovan v C-koncové oblasti
polypeptidového fetézce, mezi aminokyselinami 307 — 318 (Cislovani polypeptidového fetézce
proteinu VP2) (Chang et al., 1992b).

Pokud jsou strukturni proteiny VP1, VP2 nebo VP3 exprimovany samostatné za pouziti
rekombinantniho viru vakcinie, dochazi k akumulaci proteinu VP1 v jadie, ale pouze 20%
z celkového mnozstvi proteinu VP2 se naléza v jadie a protein VP3 se vjaderné frakci
nevyskytuje viibec. Pii infekci bun¢k rekombinantnimi viry produkujicimi protein VP1 a jeden

minoritni strukturni protein doslo k relokalizaci proteinu VP3 do jaderné frakce a ke zvySenému
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vyskytu proteinu VP2 v jaderné frakci. (Stamatos et al., 1987). Kotransfekce bunék linie COS-7
plazmidy produkujicimi protein VP2 a dele¢ni mutantu proteinu VP1 (delece prvnich 11 N —
koncovych aminokyselin, protein postrada jaderny lokalizacni signal) ukazala, ze jaderny
lokaliza¢ni signal proteinu VP2 je dostacujici pro transport obou proteinti do buné¢ného jadra
(Cai et al., 1994). V hmyzich bunkach linie Sf9 je do jadra efektivné transportovan pouze protein
VP1. Protein VP2 je lokalizovan na membranach a protein VP3 v cytoplazmé. Jadernou
lokalizaci vykazuji minoritni strukturni proteiny pouze, pokud jsou exprimovany spole¢né
s proteinem VP1. (Forstova et al., 1993, Delos et al., 1993).

Podobnych vysledk bylo dosazeno i pfi zkoumani lokalizace strukturnich proteinti u
dalsich pfislusnikti této celedi. Dele¢ni mutanta proteinu VP1 viru SV40 (delece jaderného
lokaliza¢niho signalu) je efektivné transportovana do bunécného jadra pouze, pokud je
exprimovana spole¢n¢ s nemutovanymi minoritnimi strukturnimi proteiny. A obdobn¢, minoritni
kapsidové proteiny s mutovanym jadernym lokaliza¢nim signalem jsou transportovany do jadra
pouze, pokud jsou exprimovany spoleéné s nemutovanym proteinem VP1. (Ishii et al., 1994).
Vliv na lokalizaci proteinu VP1 viru SV40 miiZze mit také agnoprotein (pozdni nestrukturni
protein, ktery je exprimovan u primatich polyomavirt) tohoto viru (Carswell a Alwine, 1986).
Hlavni strukturni protein viru JC obsahuje rovnéz slaby jaderny lokalizacni signal. Je
transportovan do jadra pouze v komplexu s minoritnim strukturnim proteinem, minoritni
strukturni proteiny, pokud jsou exprimovany samostatné, jsou lokalizovany v cytoplazmé.
Agnoprotein ma na lokalizaci proteinti pouze nepatrny vliv. (Shishido-Hara et al., 2004).

Tyto poznatky naznacuji, Ze jaderné lokalizacni signaly strukturnich proteind jsou
schopny komplementovat své funkce. Komplexy proteinu VP1 s minoritnimi kapsidovymi
proteiny jsou formovany jiz v cytoplazmé, odkud jsou pak transportovany do jadra, kde dochézi
ke skladani virové kapsidy. Tento mechanismus patrné zajistuje dopraveni kapsidovych proteint
ve spravném stechiometrickém uspotadani, to jest jedna molekula minoritniho strukturniho

proteinu na jeden pentamer proteinu VP1.

2.9. Morfogeneze virionu

O vlastnim procesu morfogeneze virionu mysiho polyomaviru neni mnoho zndmo. Starsi
prace studovaly proteinové a nukleoproteinové komplexy vznikajici béhem morfogeneze virionu
Z hlediska obsahu virovych proteint, piipadné¢ bunéénych histoni. Garcea a Benjamin (1983)
publikovali metodu izolace nukleoproteinovych komplexti polyomaviru zaloZzenou na
homogenizaci bun¢k za ptitomnosti hypotonického pufru a nasledné inkubaci s neuraminiddzou,

kterd méla umoZznit uvolnéni komplexi obsahujicich protein VP1 zvazby na sialylovany
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receptor. Izolace komplext probéhla v pozdni fazi infekce (40 hod), DNA byla znacena
radioaktivné a nukleoproteinové komplexy byly separovany centrifugaci v sachar6zovém
gradientu. Takto byla identifikovéna replikujici se forma polyomavirové DNA (sedimentacni
koeficient 95S), vznikly polyomavirovy minichromozom (75S) a maturované viriony (240S).
Mezi komplexy 95S a 240S bylo nalezeno velké mnozstvi meziproduktti obsahujicich znac¢enou
virovou DNA. Majoritni kapsidovy protein VP1 byl detekovan ve vSech ziskanych frakcich, LT
antigen byl detekovan v komplexech 75S a 95S, ve zralych virionech nebyl nalezen. Yuen a
Consigli (1985) izolovali bun&na jadra pisobenim 0,1% NP 40 (slaby detergent), ktera po
promyti rozru$ili homogenizaci. Ziskané nukleoproteinové komplexy separovali centrifugaci
V sachar6zovém gradientu. Pomoci radioaktivné znacené DNA bylo detekovano nckolik
komplexii — 90S komplex; komplex 240S piedstavujici zralé viriony a 200S komplex
pfedstavujici  patrné nezralé viriony. Tyto komplexy byly také analyzovany
elektronmikroskopicky. Ve frakcich obsahujicich 240S a 200S komplexy byly nalezeny typické
virové Castice, ve 2008 frakci byla u nékterych virionti nalezena i ne zcela enkapsidovana DNA.
Komplexy 90S piedstavovaly virovy minichromozom v kondenzované nebo relaxované formé,
relaxovand forma obsahovala 20-24 nukleozomi.. VSechny izolované komplexy obsahovaly
protein VP1 i oba minoritni kapsidové proteiny, ale ménilo se jejich procentualni zastoupeni. Se
vzristajicim sedimentacnim koeficientem komplexu vzrostlo také mnozstvi proteinu VPI,
zatimco obsah minoritnich strukturnich proteinti zistal nezménén. Ziskané komplexy byly také
studovany z hlediska pfitomnosti bunéénych histonti. Histon H1 byl detekovan pouze v 90S
komplexu, zbylé ctyfi bunécné histony se nachazely ve vSech komplexech.

Na zdklad¢ téchto praci je pfedstava o morfogenezi virionu zaloZena na postupném
vzniku virionu. Virovy minichromozom je uspofadan do nucleocore, které je pak obaleno
kapsomerami. V zavéru procesu morfogeneze se predpoklada né¢jaka konformaéni zména, ktera
ucini z nezralého virionu virion stabilni. Stale nezodpovézena ziistava, mimo jiné, otazka, jak je
pii morfogenezi virionu zajiSténo zabaleni specifické polyomavirové DNA a zdali a jaké

bunécné proteiny se morfogeneze virionu Gcastni.

2.9.1. Bunécné proteiny interagujici s hlavnim kapsidovym proteinem VP1 béhem pozdni
faze infekce
2.9.1.1. Buné¢né chaperony — Hsp 70 rodina

Bunécné chaperony z rodiny Hsp 70 se vazou na nové vznikajici proteiny a chrani je,
dokud neni dokoncena syntéza a dokud nezaujmou spravnou konformaci (shrnuto v Hartl a

Hayer-Hartl, 2002). Protein Hsc 70 asociuje s proteinem VP1 okamzité po jeho syntéze a je
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spole¢né v komplexu s proteinem VP1 transportovan do jadra. Pro asociaci proteinu VP1 a Hsc
70 nejsou zapotiebi jiné virové proteiny, k interakci obou proteinti dochdzi i pii expresi
rekombinantnich proteini v hmyzich bunikach, poptipad¢ v bakteriich (zde protein VP1 asociuje
s proteinem DnaK, coz je homolog proteinu Hsc 70). K interakci obou proteinti dochazi i in
vitro. (Cripe et al., 1995). Predpoklada se, ze protein Hsc 70 kontroluje spravny ,,folding*
proteinu VPl a Ze to muze byt regulacni faktor, ktery kontroluje spolehlivost a lokalizaci
skladani virionu in vivo.

Pro spravné prostorové uspotfadani proteinu VP1 mohou byt dulezité i ¢asné proteiny
polyomaviri — LT a ST antigen. Na N-konci vSech znamych polyomavirovych T antigend se
nachazi J] doména, ktera je homologni s J] doménou chaperonu Dnal Escherichia coli. ] doména
obsahuje tripeptid HDP, diky némuz interaguje s proteinem Hsc 70. (Pipas, 1992, Saway a Butel,
1989, Saway et al., 1994). Funkci chaperonti obsahujicich J doménu je interakce se ¢leny rodiny
DnaK chaperont a modulace jejich aktivity. Savéim homologem bakteridlnich DnaK proteinu je
pravé protein Hsc 70. DnalJ chaperony stimuluji ATPazovou aktivitu svych DnaK partnerd a tim
i uvolnéni neuspofadanych proteini z tohoto chaperonu. Polyomaviry si tak koduji vlastni
chaperony, T antigeny, které se podileji na deregulaci buniky béhem virové infekce. Funguji jako
jakési leSeni, které zprostfedkuje interakci mezi proteinem Hsc 70 a komplexem bunéénych
proteint. Energie, vznikla hydrolyzou ATP na proteinu Hsc70, je vyuzita ke konformacni zméné
proteinu nebo proteind, které jsou soucasti tohoto komplexu.

Role bunéénych chaperont v morfogenezi virionu byla zkoumana v in vitro podminkach.
Chromy et al. (2003) pouzili chaperonovy systém bakterie E. coli. Za ptitomnosti ATP a bez
piitomnosti vapenatych katiotn nechali reagovat pentamery tvofené proteinem VP1 a
minoritnim strukturnim proteinem VP3 (VP1s5-VP3) s bakterialnimi homology eukaryotickych
chaperonti DnaK (Hsc 70), DnaJ (Hsc 40) a GRpE (nukleotide exchange factor), coz mélo za
nasledek vznik kapsid uniformni velikosti a morfologicky velice podobnych kapsidam
infek¢nich viriont. Tyto autory déle zajimalo, jestli mize byt stejného efektu dosazeno i pfi
pouziti eukaryotnich chaperond. Pokud nechali in vitro za stejnych podminek reagovat komplex
proteini VP15-VP3 odvozenych od viru SV40 s proteinem Hsc 70 a LT antigenem viru SV40,
doslo také k tvorbé kapsid uniformni velikosti.

Pokud se chaperony podileji na skladani kapsidy, mohou se také podilet na d€ji opacném,
tedy rozvolnéni kapsidy? Protein VP1 interaguje s proteinem Hsc 70 v ¢asnych fazich infekce (3
hpi), tedy jesté v podob¢ virionu a dokonce v in vitro reakci, prokaryotické i eukaryotické
chaperony Hsp 70 efektivné rozvolinovaly za ptitomnosti ATP polyomavirové ¢astice (Chromy
et al., 2006).
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Vyse zminéné pokusy ukazuji, ze Se bunécné chaperony podileji jak na spravném
,foldingu* proteinu VP1 a jeho pentameru, tak i na formovani virové kapsidy. Téchto d&ju se
také ucastni virové regulacni proteiny — T antigeny. Zarovenn se bunééné chaperony mohou

podilet i na rozvolnovani kapsidy.

2.9.1.2. Bunécny transkripéni faktor YY1

Protein YY1 je multifunk¢ni buné¢ny transkripéni regulacni faktor, ktery se vyskytuje u
véech obratlovci ve viech tkanich. Uastni se regulace mnoha bunéénych i virovych gend. Tento
protein mize v zavislosti na kontextu pusobit jako aktivator nebo represor transkripce, povaha
reakce zéavisi na proteinech, s kterymi interaguje. Bylo identifikovano mnoho proteint, které
S proteinem YY1 interaguji a tim reguluji jeho aktivitu.

Mezi tyto proteiny patii transkripéni faktor Spl, transferasa acetylujici lysiny v histonech
- p300 a transferazy deacetylujici lysiny v histonech - HDAC1, HDAC2 a HDACS3. Na C-konci
proteinu YY1 se nachazi DNA-vazebna doména. Ta se sklada ze Ctyf zinkovych prsti typu
Cys2-His2 a rozeznava konsensus sekvenci CCATNTT. N-koncova oblast (aminokyseliny 1-69)
spolu s kratkym tsekem na C-konci proteinu tvoii aktivacni domény proteinu YY1. Hlavni
represorové domény byly nalezeny v C-koncové oblasti proteinu a Vv oblasti bohaté na glycin
(aminokyseliny 170 — 200). (Pfehledné shrnuto v Shi et al., 1997; Thomas a Seto 1999). Protein
YY1 je také soucasti jaderné matrix (Guo et al., 1995), muze zprosttedkovavat asociaci
specifickych DNA sekvenci bunéénych a virovych geni k jaderné matrix.

V genomu mysiho polyomaviru byla nalezena ¢tyfi vazebnd mista pro protein YY1,
Z toho tii vysokoafinitni. Dvé z nich se nachazeji ve virové regula¢ni oblasti, v oblasti pozdniho
promotoru, za mistem iniciace transkripce (Martelli et al., 1996), tfeti v kodujici sekvenci
hlavniho kapsidového proteinu VP1 (Gendron et al., 1996).

Protein YY1 také prostfednictvim své aktivacni domény piimo interaguje s DE smyckou
proteinu VP1 (Palkova et al., 2000b). Diky svym pluripotentnim vlastnostem by mohl protein
YY1 vykonavat n€kolik funkci v procesu morfogeneze virionu - 1) rozpoznavani DNA, ktera ma
byt zabalena do virionu, ii) vazba nukleoproteinovych komplext k jaderné matrix, iii) ucast pfi
kondenzaci virového minichromozomu.

Stale nezodpovezena ziistava otazka, jak je pfi morfogenezi virionu zajiSténo zabaleni
specifické polyomavirové DNA. U viru SV40 byla v regula¢ni oblasti virového genomu
nalezena tzv. ses sekvence (SV40 encapsidation sequence), ktera slouzi jako signal pro zabaleni
virové DNA do virionu (Oppenheim et al., 1992). Tato sekvence je specificky rozpoznavana

bunéénym transkripnim faktorem Spl. Autofi predpokladaji, Ze tento bunécny protein
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zprostiredkovava vazbu pentameru proteinu VP1 s navazanym minoritnim kapsidovym proteinem
k ses sekvenci, kde se tak vytvofi enkapsida¢ni centrum pro formovani virionu. Tento
mechanismus zajisti, ze je morfogeneze virionu zahajena pouze Zzjednoho ur¢itého mista
virového minichromozomu. (Gordon-Shaag et al., 1998, 2002). Specifita vazby k DNA
komplexu pentameru proteinu VP1 s minoritnim strukturnim proteinem VP3 a proteinem Spl
byla zkoumana in vitro. Tyto proteinové komplexy se vazaly nahodné, po celé délce virového
genomu (Roitman-Shemer et al., 2007). Nicméné nelze vyloucit, ze v in vivo podminkach tento
komplex interaguje s dal§imi bunéénymi proteiny, které mu udili vazebnou specifitu. U mysiho
polyomaviru by podobnou funkci mohl vykonavat pravé protein YY1, ale sekvence analogicka k
ses sekvenci viru SV40 ve virovém genomu MpyV doposud identifikovana nebyla.

Vyznam vazby genomu k jaderné matrix byl ukazan pfi studiu virt mutovanych v DE
smyc¢ce proteinu VP1. U mutovanych vird byla oslabena vazba k jaderné matrix, coz mélo za
nasledek snizeni replikace a enkapsidace virové DNA (Garcia et al., 2000). Dale by protein YY1
mohl zprostfedkovavat interakci mezi virovou DNA a proteiny z Polycomb rodiny, které se

podileji na kondenzaci DNA do podoby heterochromatinu (Atchison et al., 2003).

2.9.1.3. Bunécné karyoferiny

V cytoplazmé vazou karyoferiny proteiny, které obsahuji jaderny lokalizacni signal a
zprostiedkovavaji jejich transport do jadra. Karyoferin a vaze jaderny lokaliza¢ni signal proteinu
svou C-koncovou doménou a svou N-koncovou doménou vaze karyoferin  (Cook et al., 2007).
Karyoferin B navadi cely komplex k jadernému poru (Imamoto et al., 1995). Po translokaci do
jadra se z komplexu uvolni karyoferin B, karyoferin a ziistavd navazany na proteinu a dochazi k
akumulaci tohoto komplexu v jadie (Gorlich et al., 1995). Uvolnéni karyoferinu a z komplexu je
zprostfedkovano dalSimi proteiny (Kutay et al., 1997) nebo se uvolni samovolné (Hodel et al.,
2001).

VP1 pentamery vazou in vitro heterodimer karyoferini a2f1. VP1 pentamery jsou
schopny soucasné vazat karyoferin a2 a DNA, pficemZ DNA kompetuje s karyoferiny o VP1
pentamer. Pentamery proteinu VP1 s navazanymi karyoferiny nejsou schopny in vitro tvofit
Castice, takze se predpoklada, ze karyoferiny mohou slouzit jako chaperony a in vivo regulovat
skladani virionu. (Bird et al., 2008).
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2.9.1.4. Poly(ADP-ribose) polymeraza 1 (PARP-1)

Proteiny z rodiny poly(ADP-ribose) polymeraz modifikuji cilové proteiny tim, ZzZe
ptidavaji polymery ADP-ribosy rizné délky. Modifikuji chromatinové proteiny a také sami sebe
(D’Amours et al., 1999). Podileji se na remodelovani chromatinu modifikaci histond a
transkripénich faktora.

Protein VP1 in vitro stimuluje enzymatickou aktivitu PARP-1, nekovalentné vaze
poly(ADP-ribosu) jak volnou tak navazanou na PARP-1. Chromatinova imunoprecipitace
ukazala, Ze polyADP-ribosylace PARP-1 napomaha uvolnéni proteinu VP1 z DNA infikujiciho
virionu. Protein VP1 neinteraguje s PARP-1 piimo, ale pfes navazanou polyADPribosu. PARP-1
se ucCastni zahajeni Casné virové transkripce tim, Ze podporuje kompletni uvolnéni VP1 z virové
DNA a tim tak zahajeni transkripce. (Carbone et al., 2006). Otazkou zustava, jestli by se protein
PARP-1 mohl také ucastnit déje zcela opaného, tedy zabaleni DNA do virionu.

2.10. Vstup polyomavira do buiky

Viry ziskaly v prubéhu evoluce schopnost vyuzit bunéénych struktur a jejich pfirozenych
mechanisml k pfekonani bariéry bunééné membrany a k zajiSténi dopravy své genetické
informace na misto, kde se mtze realizovat. VétSina neobalenych DNA virtl vyuziva k prekonani
bunécné membrany receptorem zprosttedkovanou endocytéozu a mistem jejich destinace je
bunécné jadro.

U c¢lent Celedi Polyomaviridae byla nejvice studovana endocyticka draha viru SV40 a
mysiho polyomaviru, castecné téz lidskych polyomaviri BK a JC. Publikované vysledky
naznacily, ze jednotlivé viry z této ¢eledi nevyuzivaji stejné endocytické drahy. Nicméné jejich
spole¢nym krokem je priichod viru endoplazmatickym retikulem (ER). Virus SV40 se akumuluje
v ER, kam je dopraven vacky obsahujicimi protein 3-COP (tento protein je soucasti COPI vacku,
které jsou soucasti drahy retrogradniho transportu mezi Golgiho aparatem a ER) a infekce viru
SV40 je vyrazné sniZzena blokovanim drahy retrogradniho transportu brefeldinem A (Norkin et
al., 2002). Také u mysiho polyomaviru byla pozorovana akumulace v ER, ale jeho infektivita
nebyla sniZena brefeldinem A, byla jim pouze zpomalena. K transportu do endoplazmatického
retikula tedy patrn€ nejsou vyuZivany COP I obalené vacky. (Mannova a Forstova, 2003). Mysi
polyomavirus ani virus SV40 nebyl v bunkach nalezen v Golgiho aparatu (Mannova a Forstova
2003, Pelkmans et al., 2001, Norkin et al., 2002).

Ptredpoklada se, ze v ER dochézi k rozvolnéni virionu a nasledné k transportu do jadra.
Manguson et al. (2005) ukazali, ze v ER dochazi ke zméné konformace proteinu VPI,

k odstépeni C-konce a tim k destabilizaci virionu. Pro tuto konforma¢ni zménu jsou krucialni
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proteiny z rodiny disulfid izomeraz. In vitro, protein ERp57 izomerizuje disulfidické vazby ve
virionu, zatimco proteiny PDI a ERp72 pulsobi jako reduktazy (Walczak a Tsai 2011). Za
expozici C-koncového ramena proteinu VP1 z virionu je zodpovédny protein ERp29 (Manguson
et al., 2005). Pro vazbu VP1 na ERp29 je nezbytna C-terminélni doména proteinu ERp29, ktera
pusobi jako substratova (Rainey-Barger et al., 2009). Dilezitost téchto proteint v infekci MPyV
doklada i fakt, ze jejich ,,downregulace” (siRNA nebo dominantné negativni mutanty) vede
k vyraznému snizeni infektivity MPyV (Manguson et al., Gilbert et al., 2006, Walczak a Tsai
2011). Podobnych vysledki bylo dosazeno pii studiu viru SV40. SniZzend exprese proteinil
ERp57 a PDI vyznamné redukovala infektivitu viru, zatimco snizena exprese proteinu ERp29 na
infektivitu viru vliv neméla (Schelhaas et al., 2007). Virus SV40 tedy vyuziva k rozvolnéni
virionu pravdépodobné¢ podobného mechanismu, 1 kdyZ pouzivd jiné proteiny
endoplazmatického retikula.

Otazkou stale ziistava, jak je genetickd informace z ER dopravena do jadra. Rozvolnéni
virionu a expozice C-koncového ramena proteinu VP1 ma za nasledek to, ze se virus stane
hydrofobnim, vaZe se na lipidovou dvouvrstvu, ale neni schopen ji penetrovat (Magnuson et al.,
2005). Pro tuto asociaci virionu s membranou jsou nezbytné minoritni strukturni proteiny, VLPs
slozené pouze z proteinu VP1 afinitu K membranam nevykazuji (Magnuson et al., 2005). Toto
zjisténi, spolu s faktem, ze viriony postradajici v kapsidé minoritni strukturni proteiny jsou zcela
neinfekéni, naznauje, Ze minoritni strukturni proteiny se patrné uplatiiuji v uvolnéni
rozvolnéného virionu (nebo minichromozomu) z ER. Byly navrZzeny dva modely translokace
virové DNA z ER.

Prvni je zaloZzen na studiu vlastnosti minoritnich kapsidovych proteinii viru SV40
(Daniels et al., 2006). Minoritni proteiny maji vysokou afinitu k membran¢ endoplazmatického
retikula a zaroven mohou in vitro tvofit oligomery, které by v membrané¢ mohly byt schopny
vytvoftit por. Tyto jejich specifické membranové vlastnosti jsou inhibovany vazbou na protein
VP1. Navrzeny model ptedpoklada, Ze vlivem retikularnich chaperonti dojde k rozvolnéni
kapsidy a tim k jejimu naslednému rozpadu na jednotlivé pentamery a minichromozom.
Pentamery dale disociuji, ¢imz dojde k uvolnéni minoritnich proteind, k jejich oligomerizaci,
zanofeni do membrany ER (tim k vytvofeni poéru) a transportu genomu ven z ER. Minoritni
proteiny mohou vytvofit pér, kterym je genom transportovan piimo do jadra (interakci s vnitini
jadernou membranou), nebo do cytosolu. Zcytosolu muze byt pak minichromozom
transportovan skrze jaderny por do jadra, a to diky interakci jaderného lokaliza¢niho signalu
minoritniho strukturniho proteinu navazaného na virovy genom S hostitelskymi karyoferiny

(Nakanishi et al., 2002). Tuto moznost podporuje 1 pozorovani Kuksina a Norkina (2012), ze
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k ¢astecnému rozvolnéni kapsidy dochazi jiz v ER. Zde byli schopni detekovat minoritni
kapsidové proteiny, virovou DNA detekovali az v cytoplazmé, zde tedy predpokladaji dodatecné
rozvolnéni kapsidy.

Druhy model byl navrzen na zaklad¢ studia MPyV. Tento model pfedpokladd ucast
proteintit ERAD drahy (s ER spojena degrada¢ni drdha proteinit) na translokaci virového genomu
do jadra. Dominantné negativni mutanta proteinu derlin 2 (faktor ucastnici se odstranovani
Spatné sloZenych proteind z ER) snizovala infektivitu MPyV o 70%, pficemz autofi ukazali, ze
virus zustava akumulovan v ER (Lilley et al., 2006). Autofi navrhli model, podle kterého
chaperony endoplazmatického retikula rozvolni kapsidu. Odhali tak minoritni strukturni
proteiny, které jsou rozpoznany derlinem 2 a spolu S virovou DNA translokovany do cytosolu.
Mechanismus transportu MPyV genomu z cytosolu do jadra neni zatim objasnén, interakce
s karyoferiny nebyla u tohoto viru pozorovana. ERAD dréha se Gcastni i translokace genomu
viru SV40, snizeni hladiny proteinu derlinul a Sell L proteinu (proteiny ucastnici se ERAD
drahy) v bunkach redukovala infektivitu zhruba o 50% (Schelhaas et al., 2007).

Draha, kterou se virus dostane do endoplazmatického retikula, neni dodnes detailné
objasnéna. Viry z ¢eledi Polyomaviridae pouzivaji ke vstupu drahu receptorem zprostiedkované
endocytozy. Breau et al. (1992) popsali, ze virus SV40 se vaze na molekuly MHC I na
plasmatické membran¢ bunky, ale také na doposud neidentifikované molekuly (Atwood a
Norkin 1989). Protilatky proti molekuldim MHC I mirné redukovaly infekci virem SV40
(Atwood a Norkin 1989; Stang et al., 1997), ale molekuly MHC I nebyly endocytovany spole¢né
s virem (Anderson et al., 1998). Pozdé¢ji byl jako receptor, na ktery se vaze virus SV40, popsan
gangliosid GML1 (Tsai et al., 2003). Podle publikovanych studii vstupuje virus SV40 do bun¢k
prostfednictvim kaveol (Anderson et al., 1996; Pelkmans et al., 2001), dale pokracuje do
kaveozomu. Kaveozém je organela s neutrdlnim pH a bohatd na kaveolin 1, ale nekolokalizujici
S proteiny typickymi pro casné endozomy, lyzozomy, Golgiho aparit a ER. Po nc¢kolika
hodindch viriony SV40 opoustéji kaveozémy Vv tubuldrnich veziklech, které jiz neobsahuji
kaveolin 1, a pohybuji se podél mikrotubuld do perinuklearni organely, identifikované jako
hladké ER. (Pelkmans et al., 2001). Efektivita infekce viru SV40 neni zévisla na pH endozomi
(Ashok a Atwood 2003).

Prvni studia endocytické drdhy zneuzivané mySim polyomavirem naznacovaly, Ze se
vyrazné li§i od drahy popsané pro virus SV40. Ze hlavni strukturni protein mysiho polyomaviru
je schopen vazat na povrchu bunék kyselinu sialovou (a na rozdil od viru SV40 aglutinovat
morceci Cervené krvinky), pficemz tato kyselina je zakladni komponentou MPyV receptoru bylo

znamo jiz od pocatku 80tych let (Fried et al., 1981; Cahan et al., 1983). Jako funk¢ni receptory
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pro vstup MPyV do buiiky byly pozdéji prekvapivé identifikovany také gangliosidy - GD1a a
GT1b (Tsai et al., 2003). Dulezité je pfipojeni kyseliny sialové ke galaktoze v poloze kyselina
sialova-a2,3-Gal (Stehle et al., 1994; Tsai et al., 2003). Tento strukturni motiv je pfitomen také u
glykoproteini a MPyV je tak schopen vazat se i na tyto molekuly. U krysich buné¢k C6,
postradajicich receptory GDla a GT1b, nevedla vazba MPyV na glykoproteiny k produktivni
infekei (Tsai et al., 2003). Nicméné, glykoproteiny mohou hrat téz roli pro infekci MpyV, nebot
integrin 04P1 je pokladan za koreceptor pro vstup MPyV do bunky (Caruso et al., 2003).
Elektronovou mikroskopii bylo pozorovéano, ze MPyV vstupuje do buiiky, podobn¢ jako
virus SV40, v hladkych monopinocytickych vaccich. Endocyticka draha mysiho polyomaviru
byla popsana v n¢kolika studiich. Podle Gilbertové a Benjamina (2000) neni putovani MPyV
k jadru a jeho efektivita infekce ovlivnéna zménou endozomalniho pH. Tito autofi studovali
vstup MPyV do mySich fibroblasti NIH 3T3 a bunék BMK (baby mouse kidney cells) a
nepozorovali zddnou kolokalizaci s kaveolinem 1 béhem vstupu viru do buniky a inhibice tvorby
kaveol neméla zadny vliv na infekci (Gilbert a Benjamin 2000; Gilbert et al., 2003). Na zakladé
téchto pozorovani vyslovili hypotézu, Ze MPyV vyuziva v pohybu buiikou doposud nepopsanou
endocytickou dréhu, ktera neni zavisld ani na kaveolinu 1 ani na klatrinu. NaSe pfedchozi studie
(Richterova et al., 2001) ukazaly, ze v mysich fibroblastech NIH 3T6 a epitelidlnich buinikach
NMuMG je MPyV infekce siln¢ inhibovana methyl-B-cyklodextrinem (vyvazuje cholesterol
Z membrén), coz naznaCuje, ze vacky internalizujici MPyV by mohly byt odvozené
z membranovych raftii. Navic, né¢které vacky internalizujici MPyV obsahovaly kaveolin 1, coz
naznacovalo, ze MPyV by mohl vyuzivat k dopravé genomu do jadra stejnou drahu, jakou
vyuziva virus SV40 (Richterova et al., 2001). Dalsi naSe ptfedchozi studie ukazala, ze MPyV je
zhruba 3 hpi pozorovan v recyklujicich endozomech a ER. Transport MPyV do recyklujiciho
endozomu poukazuje na to, Ze by MPyV mohl vyuZzivat ¢ast drahy klatrinem zprostfedkované
endocytdzy, avSak kolokalizace viriont MPyV s markerem Casnych endozomt byla nepriikazna
(Mannova a Forstova, 2003). Pozdéji, Gilbertova a Benjamin (2004) v praci, ve které
obohacovali cytoplazmatickou membranu krysich bunék C6 gangliosidem GD1a, pozorovali, Ze
MPyV vstupuje do téchto bunék ve vaccich obsahujicich kaveolin 1 a ztotoznili dradhu MPyV
s drédhou popsanou Pelkmansem et al. (2001) pro virus SV40. Na zékladé vSech téchto studii
muZeme fici, ze MPyV je do bunck internalizovdn ve vaccich obsahujicich 1 neobsahujicich
kaveolin 1 a zhruba 3 hodiny po infekci je mozZzno jej detekovat v ER, a recyklujicich
endozomech. Role recyklujicich endozomil v dopraveé genomu MPyV do jadra zlistava nejasna.
Jako receptory pro vstup BK viru do bunék byly identifikovany rovnéZ gangliosidy GT1b
a GDla (Low et al., 2006), takze se da piredpokladat, ze BK virus vyuziva stejnou endocytickou
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drédhu jako MPyV. Bylo publikovano, ze BK virus ke vstupu do bunky vyuziva kaveoly, deplece
membranového cholesterolu methyl-B-cyklodextinem inhibuje infekci, stejné jako deplece
kaveolinu-1 (dominantné negativni mutanta nebo siRNA) (Eash et al., 2004, Moriyama et al.,
2007). BK virus pfi putovani kjadru vyuziva kyselych bunéénych kompartmenti, nebot
efektivita infekce je zavisla na kyselém pH endozomt (Eash et al., 2004, Moriyama et al., 2007).
BK virus je také transportovan do ER (Moriyama a Sorokin 2008), kam vstupuje podobn¢ jako
virus SV40 za pomoci vackl pro retrogradni transport, infektivita viru je snizena brefeldinem A
(Moriyama et al., 2007). Predpoklada se, ze v ER prochazi virion BK viru podobnymi
konformacnimi zménami jako MPyV nebo SV40. Piedpokladané translokace virového genomu
z ER do cytosolu se ucastni proteiny ERAD drahy, protein derlin 1. Dominantné¢ negativni
mutanta tohoto proteinu snizuje efektivitu infekce (Jiang et al., 2009).

O dalsim c¢lenu polyomavirové ¢eledi, JC viru, bylo piekvapivé publikovano, ze ke
svému vstupu do buiiky vyuziva drahu klatrinem zprostfedkované endocytozy (Pho et al., 2000).
Pro funkcnost této drahy je dilezité relativné kyselé pH casnych endozomt, které zapfticini
konformac¢ni zmény virovych proteinii a napomize rozvolnéni viriont, pfipadné jejich uvolnéni
do cytosolu. Produktivni infekce bun¢k JC virem byla citliva ke zvySujicimu se pH endozomu

(Ashok a Atwood 2003).
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V nasi laboratofi se zabyvame studiem zakladnich Zzivotnich déji mySiho polyomaviru.
MPyV vstupuje do bunék doposud malo charakterizovanou endocytickou drahou. Pomoci metod
konfokalni a elektronové mikroskopie byly identifikovany nékteré bunécné kompartmenty, ve
kterych se virus v bufice béhem pohybu K jadru nachazi. Virus byl pozorovan v hladkych
vaccich, které vyuziva pro svou internalizaci a Vv blizkosti jadra v recyklujicich endozomech a
endoplazmatickém retikulu. Nicméné, to jak je virus transportovan od cytoplazmatické
membrany do ER, je stale neobjasnéné.

Prvnim cilem této prace tedy bylo blize charakterizovat endocytickou drahu, kterou
MPyV vyuziva k dopravé genomu do ER a to zejména:

e urcit, zda jsou funkcni kaveoly nezbytné pro infekci mySiho polyomaviru

e popsat roli ¢asnych endozomi v dopravé virového genomu k jadru

Dalsim, doposud malo charakterizovanym dé&jem je morfogeneze virionu. Zatim bylo
identifikovano pouze nékolik malo proteint interagujicich s proteinem VP1, ale jejich role
Vv morfogenezi virionu zlistava stile neobjasnéna.

Druhym cilem této prace bylo pokusit se charakterizovat komplexy hlavniho
kapsidového proteinu VP1 s bunéénymi proteiny a nalézt nové potencionalné interagujici
bunécné proteiny.

e Optimalizovat metodu modré nativni elektroforézy pro separaci jadernych a
celobunéénych lyzati infikovanych bunék a bunék transientné produkujicich
protein VP1.

e Pomoci této metody charakterizovat interakce vybranych bunéénych proteini
s proteinem VPL1.

e Zavést metodu ,,Native pure affinity system* pro vyhledani interakci proteinu VP1

s bunéénymi proteiny.
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4.1. Pouzité bunécné linie a viry

Buriky linie 3T6 — myS$i embryonalni fibroblasty (ATCC; CCL- 96)

Buriky linie NIH 3T3 — mys$i embryonalni fibroblasty (ATCC; CRL-1658)

Buné¢na linie NMuMG — mysi bunky epitelu prsni zlazy (ATCC; CRL-1636)

Bunééna linie WOP — mysi embryonélni fibroblasty transformované genomem mysiho
polyomaviru

Bunééna linie 293T — linie lidskych embryonélnich ledvinnych bunék imortalizovanych
adenovirem a dale obsahujici integrovany genom viru SV40. Diky upfednostfiovanému
alternativnimu  sestfihu produkuji tyto bunky velké mnozstvi malého T antigenu a
pomérné malé mnozstvi velkého T antigenu. Tato linie vykazuje vysokou transfekéni
(&innost. Linie ziskdana od RNDr. Michala Smahela Ph.D, Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha.

Bunééna linie NMuMG-Eps15-DIII-GFP — linie bunek NMuMG stabilné produkujici
dominantn¢ negativni mutantu Eps15-DIII fazovanou s GFP. Tento protein kompetuje
s endogennim Eps 15 o vazbu adaptorového proteinu klatrinu AP-2 a tim inhibuje drahu
klatrinem zprostfedkované endocytozy. Ptipravil David Liebl, Ph.D.

Bunééna linie NMuMG-Eps15-EA95/295-GFP - linie bunék NMuMG stabilné
produkujici dominantné negativni mutantu Eps15-EA95/295 fuzovanou s GFP. Tento
protein kompetuje s endogennim Eps 15 o vazbu adaptorového proteinu klatrinu AP-2 a
tim inhibuje drahu klatrinem zprostfedkované endocytozy. Ptipravil David Liebl, Ph.D.
Bunécnd linie NMuMG-Eps15-DIIIA2-GFP - linie bunek NMuMG stabiln¢ produkujici
mutantu Eps15-DIIIA2 fuzovanou s GFP. Tento protein nekompetuje s endogennim Eps
15 o vazbu adaptorového proteinu klatrinu AP-2 a tim neinhibuje drédhu klatrinem
zprostiedkované endocytozy. Piipravil David Liebl, Ph.D.

Bunééna linie NMuMG-GFP - linie bunék NMuMG stabilné produkujici protein GFP.
Ptipravil David Liebl, Ph.D.

Mysi polyomavirus kmen BG

4.2. Pouzité plazmidy

pCINeo/IRES-GFP/cav-1 DN — bicistronni expresni vektor pro expresi dominantné
negativni mutanty kaveolinu 1 (poskytl Jan Eggermont, Katholieke Universiteit, Leuven,

Belgium)
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pRab 5 wt-GFP — vektor pro expresi Rab 5 GTPazy fuzované s GFP (poskytl P. D. Stahl,
Washington University School of Medicine)

pRab5 S34N-GFP — vektor pro expresi dominantné negativni mutanty Rab 5 GTPazy
(poskytl P. D. Stahl, Washington University School of Medicine)

pPMJG — plazmid obsahujici cely MPyV genom (Kraucewitz et al., 1990)

pwP - vektor pro expresi proteinu VP1. gen pro protein VP1 je vloZen pod silny
eukaryoticky promotor Ela a dale obsahuje sekvence stabilizujici RNA. Kodony genu
pro protein VP1 byly modifikovany pro expresi proteinu v savCich buikach. Dale
plazmid obsahuje sekvenci proteinu GFP pod kontrolou ¢asného promotoru viru SV40.
(Tolstov et al., 2009, Addgene plasmid 22519)

PENTR/D-TOPO — donorovy vektor pro klonovani pomoci LR rekombinace. Obsahuje
attL1 a attL2 mista, kterd umoznuji klonovani genu naseho zajmu do cilového vektoru
pomoci rekombinace. Gen naSeho z4jmu je do plazmidu vlozen pfimym klonovanim za
pomoci topoizomerazy. (Invitrogen)

pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST - cilovy vektor pro klonovani pomoci LR
rekombinace. Obsahuje attR1 a attR2 mista, ktera umoziuji vlozeni genu naseho zajmu z
donorového vektoru pomoci rekombinace. Vlozenym genu do tohoto plazmidu dochazi
k N — koncové fuzi tohoto genu s capTEV kotvou (dale oznacenou jako BE), ktera
umoznuje in Vvivo biotinylaci a afinitni purifikaci rekombinantniho proteinu a
asociovanych komplext. (Invitrogen)

pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST - cilovy vektor pro klonovani pomoci LR
rekombinace. Obsahuje attR1 a attR2 mista, kterd umozZiuji vloZeni genu naseho zajmu z
donorového vektoru pomoci rekombinace. Vlozenym genu do tohoto plazmidu dochéazi
k C — koncové fazi tohoto genu s capTEV kotvou (dale oznaéenou jako BE), ktera
umoznuje in Vvivo biotinylaci a afinitni purifikaci rekombinantniho proteinu a
asociovanych komplext. (Invitrogen)

pGwf — cilovy vektor pro klonovani pomoci LR rekombinace. Obsahuje attR1 a attR2
mista, kterd umoznuji vlozeni genu naSeho zdymu z donorového vektoru pomoci
rekombinace. VloZeny gen je pod kontrolou silného eukaryotického promotoru Ela. Dale
plazmid obsahuje sekvence stabilizujici RNA a sekvenci proteinu GFP pod kontrolou

¢asného promotoru viru SV40. (Buck et al., 2006, Addgene plasmid 22517).
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4.3. Pouzité primery

e mutace ATG proteinu GFP v plazmidu pWP:

pwP GFPAATG-F: 5'-GGATCCACCGGTCGCACGCGTCGCGAGCAAGGGCGAGG-3’
pwP GFPAATG-R: 5-CCTCGCCCTTGCTCGCGACGCGTGCGACCGGTGGATCC-3"

o amplifikace genomu MPyV z pMJG:
MPyYVG-F: 5'-GGACGCGTCGACGAGAATTCGGGCCTGAACTTC-3’
MPyVG-R: 5'-GGTCTGGAATTCAAATGCCTGGTCCATTATG-3’

e Vlozeni sekvence proteinu VP1 do plazmidu pENTR/D-TOPO:
MPyV VP1-F: 5'-CACCATGGCCCCCAAAAGAAAAAG-3’
MPyV VP1-R: 5'-TTAATTTCCAGGAAATACAGTC-3’

MPyV VP1ASTOP-R: 5'-ATTTCCAGGAAATACAGTCTTTG-3’

e VloZeni sekvence proteinu VP1-BE-NT a VP1-BE-CT do plazmidu pENTR/D-TOPO:
MPyV VP1-BE-NT-F: 5'-CACCATGGGCGCCGGCACCCCGGTGACC-3’
MPyV VP1-BE-CT-R: 5'-CTATCATTACTAGGATCCAGAGC-3’

4.4. Seznam protilatek

e Krysi monoklondlni protilatka proti spole¢né oblasti (common region) ¢asnych antigent
mysiho polyomaviru, klony C1 a C4 pouZity V poméru 1:1 (S. Dilworth, Imperial College
School of Medicine, London)

e Mysi monoklonalni protilatka proti proteinu VP1 (Forstova et al., 1993)

e Kralic¢i polyklonalni protilatka proti kaveolinu 1 (Santa Cruz Biotechnology)

e Kozi protilatka proti proteinu EEA1 (Santa Cruz Biotechnology)

e Kozi protilatka proti proteinu Sp 100 (Santa Cruz Biotechnology)

e Mysi monoklonalni protilatka proti proteinu Hsp 70 (rozeznava proteiny Hsc 70 a Hsp
70) (Santa Cruz Biotechnology)

e Krali¢i polyklonalni protilatka proti biotinu (Bethyl Laboratories)

e Kufeci imunoglobuliny namifené proti krali¢im imunoglobulinim Alexa Fluor 488
(Molecular Probes)

e Kozi imunoglobuliny namifené proti kralicim imunoglobulinim Alexa Fluor 546

(Molecular Probes)
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e Osli imunoglobuliny namifené proti krysim imunoglobulinim Alexa Fluor 488
(Molecular Probes)

e Kozi imunoglobuliny namifené proti mySim imunoglobulinim Alexa Fluor 546
(Molecular Probes)

e Osli imunoglobuliny namifené proti kozim imunoglobulinim Alexa Fluor 546
(Molecular Probes)

e Kozi imunoglobuliny namifené¢ proti mySim imunoglobulinim konjugované
s peroxidazou (BioRad)

e Kozi imunoglobuliny namifené proti kralicim imunoglobulinim konjugované
s peroxidazou (BioRad)

¢ Osli imunoglobuliny namifené proti kozim imunoglobulinlim konjugované s peroxidazou
(Santa Cruz Biotechnology)

e Ov¢i protilatka proti digoxigeninu konjugovana s alkalickou fosfatazou (Roche)

e Transferin konjugovany s Alexa Fluor 594 (Molecular Probes)

4.5. Kultivace bunék

Buiky byly kultivovany v kompletnim Dulbecco’s modified Eagle’s mediu (DMEM,;
Sigma) (DMEM obohacené o 2 mM glutamax (Invitrogen) a 10% bovinni sérum (Gibco)) pfi
37°C a 5% CO..

4.6. 1zolace viru a infekce bunék

Mysi polyomavirus (kmen BG) byl pomnoZen a izolovan podle Tiirler a Beard (1985).
Bunky byly oplachnuty bezsérovym médiem (DMEM s 2 mM glutamaxem) a inkubovany 1 h
pii 37°C s virovym inokulem. Po uplynuti této doby bylo k bunikdm pfidano kompletni médium.
Doba infekce byla poéitana od okamziku piidani viru. Multiplicita infekce (MOI) je uvedena u

kazdého experimentu.

4.7. Transfekce bunék

Transfekce bun¢k 3T3 a WOP probihala elektroporaci za pouziti systému firmy Lonza
dle protokolu vyrobce. Plazmidy pouzité k elektroporaci byly izolovany pomoci ,,EndoFree
Plasmid Maxi kitu“ (Qiagen). Exponencialné rostouci buné¢na kultura (1 den po pasazi) byla
trypsinizovana a homogenni bunécna suspenze (4 x 10° bun¢k) byla peletovana. Bunécny pelet

byl resuspendovan v 100 ul ,,Nucleofector solution V* (Lonza) s 6 pg plazmidové DNA. Smés
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byla vystavena elektrickému pulzu (program U-030), inkubovana v 0,5 ml RPMI média (37°C) a
vyseta na misku s ¢erstvym kompletnim DMEM médiem.

Transfekce bun€k 293T probihala za pouziti roztoku Turbofect (Fermentas). Plazmidy
pouzité k elektroporaci byly izolovany pomoci ,,EndoFree Plasmid Maxi* kitu (Qiagen). Na
Petriho misku o priméru 6 cm bylo vyseto 3x10° bungk. Druhy den byly buiiky transfekovéany
pfipravenou transfekéni smési. Sest mikrogramti plazmidové DNA bylo nafedéno do
bezsérového média do vysledného objemu 600 pl. K nafedéné DNA bylo pfidano 12 pul
transfekéniho roztoku, transfekéni smés byla inkubovana 20 min pii pokojové teploté a po

uplynuti této doby nakapana na buiiky.

4.8. Nepiimé imunofluorescené¢ni znaceni bunék

Bunky narostlé na krycich sklickach byly oplachnuty roztokem PBS pro tkanové kultury
(PBS-TK; Lonza), fixovany 3% roztokem paraformaldehydu v PBS-TK (30 min) a
permeabilizovany 0,5% roztokem Tritonu X-100 v PBS-TK (5 min). Bunky byly oplachnuty
PBS-TK a inkubovany s roztokem 0,25% zelatiny, 0,25% bovinni sérovy albumin v PBS-TK (30
min). Imunoznaceni primarni protilatkou probihalo 1h a sekundarni protilatkou 30 min
s extenzivnim promytim PBS-TK (3 % 10 min) po kazdé inkubaci. Na zavér byly bunky
oplachnuty demi H,O a montovany do kapky 50% glycerolu s DAPI (4°, 6’-diamidino-2-
phenylindol; obarveni DNA). Preparaty byly prohlizeny fluorescenénim mikroskopem BX-60
(Olympus) nebo konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP2 AOBS.

4.9. Testovani internalizace transferinu bunéénymi liniemi NMuMG- Eps15-DIII-GFP a
NMuMG- Eps15-EA95/295-GFP.

Bunééné linie NMuMG-Eps15-DIII-GFP, NMuMG-Eps15-EA95/295-GFP, NMuMG-
Eps15-DIIIA2 a NMuMG-GFP byly inkubovany 30 min na ledu s transferinem konjugovanym
s Alexa Fluor 594 v koncentraci 10 pg/ml. Poté byl roztok transferinu odstranén a buiiky byly
inkubovany 20 min pii 37°C. Neinternalizovany transferin byl odmyt PBS-TK, buiiky byly
fixovany 5 min 2% roztokem paraformaldehydu v PBS-TK, oplachnuty PBS-TK a montovany
do kapky 50% glycerolu. Preparaty byly prohliZzeny konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP2
AOBS.

4.10. Vyznam kaveolinul pro vstup mySiho polyomaviru do bunék
Plazmid, obsahujici sekvenci pro dominantn¢ negativni mutantu kaveolinu 1 byl vpraven

do bunék NMuMG elektroporaci. Buiiky byly vysety na misku a inkubovény v kompletnim
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DMEM médiu. Paty den po transfekci byly pozitivni kolonie (obsahujici GFP protein) pfeneseny
na kultivacni misky. Po 5 dnech byl klon s nejsilnéjsim GFP signdlem pasazovan na kryci
sklicka v 24 jamkové kultivacni desti¢ce. Bunky byly infikovany MPyV (MOI = 1 pfu/buiiku),

24 hpi. fixovany a LT antigen byl oznacen piisluSnymi protilatkami.

4.11. Role ¢asnych endozomi v MPyV infekci

Plazmid, obsahujici sekvenci pro dominantné negativni mutantu Rab 5 (Rab 5S34N)
nebo gen pro fuzni protein Rab 5 — GFP byl vnesen do bunék WOP elektroporaci. Buiiky byly
vysety na kryci sklicka v 24 jamkové kultivacni desti¢ce a 24 h po transfekci byly infikovany
MPyV (MOI = 1pfu/buiku). Tticet Sest hodin po infekci byly buiiky fixovany a VP1 protein byl

oznacen piisluSnymi protilatkami.

4.12. Role endozomalniho pH v MPyV infekci

Bunéény cyklus bunck linie 3T6 nebo NMuMG byl synchronizovan vyhladovénim
(inkubace 24 h v médiu bez séra). Poté byly buiiky oSetfeny bafilomycinem A (BFA; 0,5 uM)
nebo chloridem amonnym (1 mM nebo 5 mM) v celkovém intervalu 4h. Zacatek intervalu byl 2
h pied ptidanim viru, neprodlené po adsorpci viru, 2 h po adsorpci a 4 h po adsorpci viru.
Adsorpce viru na bunéény povrch probihala 30 min na ledu (MOI = 1 pfu/bunku).
Neadsorbovany virus byl odmyt, k buinkam bylo pfidano kompletni DMEM médium (s drogou
nebo bez) a bunky byly inkubovany pti 37° C. V pfipad€ intervalu -2 az +2 hpi probihala
adsorpce viru za pritomnosti BFA-1 nebo NH,CI, ale ¢as adsorpce nebyl zapocitan do 4 h
intervalu. Po inkubaci s drogou byly bunky oplachnuty, inkubovany 24 h v kompletnim DMEM

médiu, fixovany a LT antigen byl oznacen pfisluSnymi protilatkami.

4.13. Plazmid pVP1
Plazmid pVP1 byl pfipraven zplazmidu pwP (Tolstov et al., 2009) odstranénim

.....

Directed Mutagenesis Kit* (Stratagene). Inicia¢ni kodon pro GFP v plazmidu pwP byl mutovan
pomoci primerti pwP GFPAATG-F a pwP GFPAATG-R.

4.14. Plazmidy pcDNA3.2/VP1-BE-NT a pcDNA3.2/VVP1-BE-CT

Plazmidy pcDNA3.2/VP1-BE-NT a pcDNA3.2/VP1-BE-CT byly pfipraveny LR

rekombinaci donorového vektoru obsahujiciho sekvenci proteinu VPI1 a cilovych plazmidi pro
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C-koncovou fuzi (pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST) a N-koncovou fazi (pcDNA3.2/capTEV-
NT/V5-DEST) dle instrukci vyrobce (Invitrogen).
Ptiprava donorového vektoru: Sekvence genu proteinu VP1 byla amplifikovana PCR za pouziti

primeru MPyV VP1-F a MPyV VP1-R (nebo MPyV VP1ASTOP) a templatového plazmidu

pMIJG. Ziskané fragmenty byly vloZeny pomoci topoizomerazové reakce do plazmidu
PENTR/D-TOPO (Invitrogen, postupovano dle instrukci vyrobce). Vytvofené plazmidy
(PENTR-VP1 a pENTR-VP1ASTOP) byly pouzity jako donorové vektory v LR rekombinaci
s cilovymi vektory pcDNA3.2/capTEV-CT/V5-DEST (rekombinace s pENTR-VP1ASTOP) a
pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST (rekombinace s pENTR-VP1).

4.15. Plazmidy pVP1-BE-NT a pVP1-BE-CT

Plazmidy pVP1-BE-NT a pVP1-BE-CT byly ptipraveny LR rekombinaci donorového
vektoru obsahujiciho sekvenci fuzniho proteinu VPI-BE-NT a VP1-BE-CT scilovym
plazmidem pGWFAATG-GFP dle instrukci vyrobce LR rekombinazy (Invitrogen).
Piiprava donorového vektoru: sekvence gent fuznich proteintt VP1-BE-NT a VP1-BE-CT byla
amplifikovany PCR za pouziti primeru MPyV VP1-BE-NT-F a MPyV VP1-R (VP1-BE-NT),
nebo MPyV VP1-F a MPyV VP1-BE-CT-R (VP1-BE-CT), a templatového plazmidu
pcDNA3.2/VVP1-BE-NT, nebo pcDNA3.2/VVP1-BE-CT. Ziskané fragmenty byly vlozeny pomoci

topoizomerazové reakce do plazmidu pENTR/D-TOPO (Invitrogen, postupovano dle instrukci
vyrobce). Vytvotené plazmidy (pENTR-VP1-BE-NT a pENTR-VP1-BE-CT) byly pouzity jako
donorové vektory v LR rekombinaci s cilovym vektorem pGwfAATG-GFP.

Piiprava cilového vektoru: plazmid pGWFAATG-GFP byl pfipraven z plazmidu pGwf (Buck et

.....

,»QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit*“ (Stratagene). Iniciaéni kodon pro GFP
Vv plazmidu pwP byl mutovan pomoci primert pwP GFPAATG-F a pwP GFPAATG-R.

4.16. Izolace jader z bunék.
(podle Novakova et al., 2006)

Bunky linie 3T6 nebo 3T3 byly seskrabany z povrchu misky silikonovym Skrabatkem a
tiikrat promyty ledovym PBS-TK. Buiiky byly resuspendovany ve 20 objemech lyza¢niho pufru
(100 mM sacharoza, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,01 mM CaCls,,
0,4% NP 40) a lyzovany 5 min na ledu. Izolovana jadra byla peletovana centrifugaci (1000 g, 10
min, 4°C) a promyta 10 ml pufru 1 (100 mM sacharéza, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM KCl,
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1,5 mM MgCl,, 0,01 mM CaCl,) a poté 10 ml pufru 2 (210 mM sachardza, 45 mM Bis-Tris-
HCI, pH 7,0, 0,01 mM CaCl,). Izolovana jadra byla peletovana centrifugaci (400 g, 5 min, 4°C)

a ihned pouzita k nésledujicim experimentim.

4.17. Zavislost rozpustnosti proteinu VP1 na koncentraci kyseliny 6-aminokapronové
(AcA).

Buiiky linie 3T6 byly infikovany MPyV (MOI=10pfu/b) a 40 hpi byla izolovana jadra.
Jadra izolovana z 2 x 10’ infikovanych bunék byla rozd€lena na ¢tyti stejné dily a lyzovana 20
min na ledu v jednom objemu pufru 3 (50 mM Bis-Tris-HCI, pH 7,0, 0,01 mM CaCl,, koktejl
inhibitorti proteaz (Roche)) se vzrustajici koncentraci kyseliny 6-aminokapronové (0,5, 1, 1,5 a
2M). Jaderny lyzat byl centrifugovan (20 000 g, 30 min, 4°C), supernatant uschovan (rozpustna
frakce) a k peletu bylo pfidano PBS-TK (stejné mnozstvi jako supernatantu, nerozpustna frakce).
Proteiny pfitomné v rozpustné a nerozpustné frakci byly separovany SDS elektroforézou,
pfeneseny na nitroceluldzovou membranu metodou Western blot a protein VP1 byl

Vv jednotlivych frakcich detekovan specifickou protilatkou.

4.18. Zavislost rozpustnosti proteinu VP1 na pritomnosti detergenti.

Bunky linie 3T6 byly infikovany MPyV (MOI=10pfu/b) a 40 hpi byla izolovéana jadra.
Jadra izolovana z 1 x 10" infikovanych bun&k byla rozd&lena na dva stejné dily. Prvni aliquot byl
inkubovan 20 min na ledu v jednom objemu pufru 3 s IM AcA a druhy 20 min na ledu v jednom
objemu modifikovaného RIPA pufru (50 mM Bis-Tris-HCI, pH 7,0; 150 mM NaCl; 5 mM
EDTA; 0.05% NP 40; 1% deoxycholat sodny; 1% Triton X-100; 0,01 mM CaCl,; 1 M AcA,
smés inhibitor proteaz (Roche)). Jaderné lyzaty byly centrifugovany (20 000 g, 30 min, 4°C),
supernatanty uschovany (rozpustna frakce) a k peletim bylo pfidano PBS-TK (stejné mnozstvi
jako supernatantu, nerozpustnd frakce). Proteiny pfitomné v rozpustnych a nerozpustnych
frakcich byly separovany SDS elektroforézou, pfeneseny na nitrocelulozovou membranu
metodou Western blot a protein VP1 byl v jednotlivych frakcich detekovan specifickou

protilatkou.

4.19. SDS proteinova elektroforéza (SDS-PAGE)
(Sambrook et al., 1989)
Vzorky byly smichdny v poméru 4:1 s 5xkoncentrovanym Laemliho pufrem (vysledna

koncentrace ve vzorku: 1% SDS, 10 mM Tris-HCI, pH = 6,8, 5% B-merkaptoethanol, 10%
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glycerol, 0,001% bromfenolova modi) a 5 min inkubovany pii 100°C. VVzorky byly naneseny na
10% akrylamidovy gel a separovany V elektroforetickém pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin,
0,1% SDS, pH = 8,3) 30 min pii 8V/cm a poté pii 14V/cm. Molekulova vaha proteind byla

stanovena podle standardu ,,Prestained molecular weight marker« (SDS7B2, Sigma)

4.20. Barveni gelu po SDS-PAGE
Po rozdé¢leni proteinti byl gel 30 min fixovan ve fixaénim roztoku (40% metanol, 10%
kyselina octova) a barven v barvicim roztoku (0,5% Coomassie brilliant blue G250, 3,5%

HCIQ,) pies noc. Gel byl odbarvovan nékolik hodin v demi vod¢.

4.21. Pi‘enos proteint na nitrocelul6zovou membranu — \Western Blot
(Sambrook et al., 1989)

Elektroforeticky separované proteiny byly pfeneseny z gelu na nitrocelulézovou
membranu (Serva) V pfistroji pro ,,wet blot (Hoefer). Pfenos probihal 1,5 h pii stabilizovaném

proudu 2,5mA/cm? v chlazeném pufru (25mM Tris, 195 mM glycin, 20% metanol).

4.22. Imunodetekce proteinti na membrané

Membrana s pienesenymi proteiny byla oplachnuta roztokem PBS (140 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,) a vysycena 30 min roztokem 5% odtu¢néného
mléka v PBS. Imunoznaceni s primarni protilatkou probihalo 1h a sekundéarni protildtkou 30 min
S intenzivnim promytim PBS (3% 10 min) po kaZdé inkubaci. Membrany byly vyvolany pomoci
»ouperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate” kitu (Thermo Scientific) a

exponovany na radiograficky film (Foma).

4.23. Priprava jaderného lyzatu pro separaci pomoci modré nativni elektroforézy

Izolovana jadra (viz vyse) byla inkubovana 20 min na ledu v jednom objemu
modifikovaného RIPA pufru (50 mM Bis-Tris-HCI, pH 7,0; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,;
0.05% NP 40; 1% deoxycholat sodny; 1% Triton X-100; 0,01 mM CaCl,; 1 M AcA, smés
inhibitort proteaz (Roche)). Jaderny lyzat byl piecistén centrifugaci (20 000 g, 30 min, 4°C) a

mnozstvi proteint v lyzatu bylo méfeno dle Bradfordové (1976).

4.24. Priprava celo-bunééného lyzatu pro separaci pomoci modré nativni elektroforézy
Bunky linie 3T6 nebo 3T3 byly seskrabany z povrchu misky silikonovym Skrabatkem a
tiikrat promyty ledovym PBS-TK. Bunky byly resuspendovany Vjednom objemu
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modifikovaného RIPA pufru (50 mM Bis-Tris-HCI, pH 7,0; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,;
0.05% NP 40; 1% deoxycholat sodny; 1% Triton X-100; 0,01 mM CaCl,; 1 M AcA, smés
inhibitort protedz (Roche)) a inkubovany na ledu 20 min. Bunétny lyzat byl precistén
centrifugaci (20 000 g, 30 min, 4°C) a mnozZstvi proteint v lyzatu bylo méfeno dle Bradfordové
(1976).

4.25. Modra nativni elektroforéza (BN-PAGE)
4.25.1. Separace proteini pomoci 4-16% gelu

BN-PAGE byla provedena podle Novakova et al., (2006).
Pfiprava vzorku: K jadernému lyzatu byla pfidana Coomassie brilliant blue G-250 (CBB G-250)

v 0,5 M AcA do finalni koncentrace 0,5% , vzorky byly inkubovany 5 min na ledu a poté
naneseny na gel.
Separace proteind: Proteiny byly separovany na 4-16 % gradientovém akrylamidovém gelu

(100x 105 1 mm; 125mM AcA, 50 mM Bis-Tris-HCI, pH = 7,0) pii napéti 50V, 30 min a poté

pii konstantnim proudu 5 mA az do konce separace. Elektroforéza probihala v anodovém pufru
(50 mM Bis-Tris-HCI, pH = 7,0) a modrém katodovém pufru (50mM Tricin, 15mM Bis-Tris-
HCI, pH = 7,0, 0,02% CBB G-250) pti 4°C. Poté co ¢elo tvoiené CBB G-250 dosahlo 2/3 délky
gelu, byla elektroforéza prerusena a modry katodovy pufr byl vyménén za katodovy pufr (50mM
Tricin, 15mM Bis-Tris-HCI, pH = 7,0). Elektroforéza byla ukoncena, kdyz ¢elo tvofené CBB G-
250 opustilo separacni gel. Separované proteiny byly dale pfeneseny na nitroceluléozovou
membranu (podle kap. 4.21.) a detekovany specifickymi protilatkami (podle kap. 4.22.) nebo
vizualizovany barvenim. Molekulovd vaha proteinii byla stanovena podle standardt ,,HMW
calibration kit for native electrophoresis* (GE Healthcare).

Barveni gelu po BN-PAGE: Po rozdé¢leni proteint byl gel 30 min fixovan ve fixa¢nim roztoku

(40% metanol, 10% kyselina octova) a barven v Bio-Safe Coomassie Blue (Bio-Rad) pies noc.

Gel byl odbarvovan nékolik hodin v demi vodé.

4.25.2. Separace proteini pomoci 3-12% gelu
Pro separaci proteini byly pouzity gely a roztoky od firmy Invitrogen dle instrukci

vyrobce.

Ptiprava vzorku: K jadernému nebo celo-bunécnému lyzatu byl ptidan ,,NativePage Sample
Buffer* (50 mM Bis-Tris-HCIl, 50 mM NaCl, 10% glycerol, 0,001% Ponceau S, pH=7,2)
Vv poméru 4:1 (z vysledného objemu vzorku) a ,,NativePAGE 5% G-250 Sample Additive™ (5%
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CBB G-250 v H0) v poméru 9:1 (z vysledného objemu vzorku). Vzorky byly inkubovany 5
min na ledu a poté naneseny na gel.

Separace proteint: Proteiny byly separovany za pouziti ,,NativePAGE™ Novex® Bis-Tris 3-
12% Gels (1.0 mm)* pfi konstantnim napéti 150V, 60 min, poté pii konstantnim napéti 250 V az
do konce separace. Elektroforéza probihala v anodovém pufru (50 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin,
pH = 6,8) a tmavé modrém katodovém pufru (50 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin, 0,02% CBB G-
250, pH = 6,8) pii 4°C. Poté co celo tvoien¢ CBB G-250 dosahlo 1/3 délky gelu, byla
elektroforéza preruSena a tmavé modry katodovy pufr byl vyménén za svétle modry katodovy
pufr (50 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin, 0,002% CBB G-250, pH = 6,8). Elektroforéza byla
ukoncena, kdyz celo tvotené CBB G-250 opustilo separacni gel. Separované proteiny byly déle
detekovany specifickymi protildtkami nebo vizualizovany barvenim. Molekulova vaha proteinil
byla stanovena podle standardii ,,NativeMark™ Unstained Protein Standard* (Invitrogen).

Barveni gelu po BN-PAGE: Po rozdéleni proteinti byl gel 2x promyt v demi vod¢ a barven

Vv ,,SimplyBlue™ SafeStain“ (Invitrogen) dle instrukci vyrobce.

Pienos proteinti na membranu: Proteiny byly pfeneseny na PVDF membranu Hybond-P (GE

Healthcare). Pienos probihal 1,5 h pii stabilizovaném proudu 2,5mA/cm? v chlazeném pufru (25
mM bicin, 25 mM Bis-Tris, 1 mM EDTA, pH = 7,2). Po ukonéeni pfenosu byla membrana
oplachnuta demi vodou, 15 min inkubovéana v 8% kyseliné¢ octové, oplachnuta demi vodou a
usuSena na vzduchu. Nasledné byly zbytky navazané CBB G-250 odmyty metanolem (30 s),
membrana byla inkubovéana 5 min v demi vodé€, 10 min v PBS a poté byly proteiny detekovany

dle kap. 4.22.

4.26. Analyza vlivu pritomnosti virové DNA v jadernych lyzatech na efektivitu separace

proteinovych komplexi BN-PAGE

4.26.1. Analyza proteinovych komplexu

Izolovana jadra z infikovanych (MOI=10 pfu/b) a neinfikovanych bunék byly pfipraveny
dle kap. 4.16. Jadra byla rozdélena na dva aliquoty. K jednomu byl ptidan modifikovany RIPA
pufr s pfidavkem MgCI, do vysledné koncentrace 5 mM a DNazy | v koncentraci 200U/ml,
druhy byl lyzovan v modifikovaném RIPA pufru. Jadra byly lyzovana 20 min na ledu a
centrifugovana 20 min, 20000g, 4°C. Jaderny lyzat obsahujici DNazu I byl inkubovan 15 min pfi
37°C, lyzat bez DNazy I byl ponechan na ledu. Potom byly vzorky separovany na 4-16%
akrylamidovém gelu, protein VP1 byl detekovan imunologicky a proteinové komplexy byly

vizualizovany barvenim (kap. 4.25.1.)

- 46 -



4.26.2. Analyza DNA obsaZené v jadernych lyzatech

4.26.2.1. Agarozova elektroforéza
Jaderné lyzaty z infikovanych nebo neinfikovanych bunék, ptipraveny podle kap. 4.26.1.
(15 pg nebo 30 pg celkového mnozstvi proteinu) byly rozdéleny na 1% agardzové elektroforéze

(Sambrook et al., 1989). DNA byla vizualizovana barvou Gel Red (Biotium).

4.26.2.2. Southern blot

Agardzovy gel se separovanou DNA byl 15 min inkubovan v depurina¢nim roztoku (250
mM HCI), oplachnut v demi vodé, inkubovan 2x15 min v denatura¢nim roztoku (0,5 M NaOH,
1,5 M NaCl), poté znovu oplachnut v demi vod¢ a inkubovan 2x15 min v neutraliza¢nim roztoku
(0,5 M Tris-HCI1, pH=7,5, 1,5 M NaCl). Gel byl ekvilibrovan 10 min v roztoku 20xSSC (3 M
NaCl, 0,3 M citrat sodny, pH=7,0) a DNA byla z agar6zového gelu pfenesena na nylonovou
membranu (Roche) kapilarnim pfenosem pies noc v 20xSSC pufru. DNA na membrané byla
fixovana v pfistroji UV Stratalinker 1800, program auto cross-link (Stratagene), membrana byla
oplachnuta demi vodou, usuSena pii laboratorni teplot¢ a dale pouzita pro hybridizaci se

znacenou sondou.

4.26.2.3. Hybridizace

Ptiprava sondy, hybridizace a detekce probihaly za pouziti systému pro neradioaktivni
znaeni a detekci DNA — ,DIG High Prime DNA Labelling and Detection Starter Kit Il
(Roche) dle instrukei vyrobce.

Piiprava sondy: Sonda byla pfipravena syntézou DNA Klenowovym fragmentem z nahodnych

primert za inkorporace digoxigenin-11-dUTP. Jako templatova DNA byl pouzit linearizovany
MPyV genom, ptipraveny pomoci PCR (templat pro PCR byl plazmid pMJG obsahujici cely
MPyV genom). Reakce probihala 20 h, 37°C. Mnozstvi zna¢ené DNA bylo uréeno porovnanim
intenzit signalu znacené DNA a standardl (poskytnuto vyrobcem). Pred pouzitim byla sonda
nafedéna na koncentraci 25 ng/ml a denaturovana 5 min pii 100°C.

Hybridizace a detekce signalu: Prehybridizace probihala 30 min pii 42°C v roztoku DIG Easy

Hyb (1 ml/10 cm?) a hybridizace probihala pfes noc pii 42°C v roztoku DIG Easy Hyb (0,35
ml/10cm?) obsahujicim znacenou sondu (25 ng/1 ml DIG Easy Hyb). Po ukonceni hybridizace
byla membrana promyta 2x5 min v roztoku 2xSSC, 0,1% SDS pfti pokojové teploté a 2x15 min
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v roztoku 0,5% SSC, 0,1% SDS pii teploté 65°C. Poté byla membrana oplachnuta WB pufrem
(0,AM kyselina maleinova, 0,15 M NaCl, pH=7,5, 0,3% Tween 20) a inkubovana 30 min
v Blocking Solution a 30 min s protilatkou proti digoxigeninu. Membrana byla promyta 2x15
min v WB pufru, ekvilibrovana 5 min v roztoku 0,1 M Tris-HCI, 0,1M NaCl, pH=9,5, vyvolana
pomoci ,,CSPD ready-to-use“ (Roche) a exponovana na radiograficky film (Lumi-Film

Chemiluminescent Detection Film, Roche).

4.27. Test rozpustnosti proteini VP1-BE-NT a VP1-BE-CT

Buiky linie 293T (3><106) byly transfekovany plazmidy pVP1-BE-NT nebo pVP1-BE-
CT a 30 h po transfekci byla testovana rozpustnost proteint. Buniky byly dvakrat oplachnuty
roztokem PBS-TK a resuspendovany ve 450 pl (mnozstvi na 1 misku) lyzaéniho roztoku (100
mM Tris-HCI, pH=8,0, 100 mM KCIl, 200 uM EDTA, 1,5 mM MgCl,, smés inhibitor proteaz
(Roche), 700 ng/ml pepstatin (Sigma)) nebo ve 450 ul lyza¢niho roztoku s Tritonem (100 mM
Tris-HCI, pH=8,0, 100 mM KCI, 200 uM EDTA, 1,5 mM MgCl,, 1% Triton X 100, smés
inhibitorti proteaz (Roche), 700 ng/ml pepstatin (Sigma)). Bunécna suspenze byla 3% zmrazena a
rozmrazena a centrifugovana (20000xg, 20 min, 4°C). Supernatanty byly uschovany (rozpustna
frakce) a k peletim bylo pfidano 450 ul PBS-TK (nerozpustna frakce). Proteiny piitomné
VvV rozpustnych a nerozpustnych frakcich byly separovany SDS elektroforézou, pfeneseny na
nitrocelul6zovou membranu metodou Western blot a proteiny VP1-BE-NT a VP1-NT-CT byly
Vv jednotlivych frakcich detekovany specifickou protilatkou proti proteinu VP1 nebo biotinu.

4.28. Test tvorby komplexii proteini VP1-BE-NT a VP1-BE-CT

Bunky linie 293T (3><106) byly transfekovany plazmidy pVP1-BE-NT nebo pVP1-BE-
CT a 30 h po transfekci byl ptipraven lyzat. Buiiky byly dvakrat oplachnuty roztokem PBS-TK a
resuspendovany ve 450 pl lyzaéniho pufru s Tritonem. Bunécné suspenze byla 3x zmrazena a
rozmrazena, centrifugovana (20000xg, 20 min, 4°C), supernatant byl inkubovan 30 min za
pokojové teploty s benzoazou (2U/ul) (Sigma) a znovu centrifugovan (20000xg, 20 min, 4°C).
Supernatant (15 pl) byl separovan BN-PAGE (3-12% gel), separované komplexy byly pifeneseny
na membranu a proteiny VP1-BE-NT a VP1-NT-CT byly detekovany specifickou protilatkou
proti biotinu.
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4.29. Izolace komplexi proteinu VP1-BE-NT nebo VP1-BE-CT sbunéénymi proteiny
Z bunék 293T

Buiiky linie 293T (2x10°) byly transfekovany plazmidy pVP1-BE-NT nebo pVP1-BE-
CT a 30 h po transfekci byl pfipraven lyzat. Buniky byly dvakrat oplachnuty roztokem PBS-TK a
resuspendovany ve 450 ul (mnozstvi na 1 misku) lyza¢niho pufru s Tritonem. Buné¢na suspenze
byla 3x zmraZena a rozmrazena, centrifugovana (20000xg, 20 min, 4°C) a supernatant byl pouzit
k afinitni purifikaci.

Bunéény lyzat (20 — 30 mg v 8 ml) byl nanesen na kolonu obsahujici 0,5 ml Streptavidin
agarozy (Invitrogen) a smés byla inkubovana za mirného kyvani 3 h pii 4°C. Nenavazany
material byl odmyt 8 ml vazebného pufru (100 mM Tris-HCI, pH=8,0, 100 mM KCI, 200 uM
EDTA, 1,5 mM MgCl,, 0,1% NP 40, sm&s inhibitori proteaz (Roche), 700 ng/ml pepstatin
(Sigma)) a 3x 8 ml pufru pro $tépeni TEV proteazou (10 mM Tris-HCI, pH=8,0, 150 mM NaCl,
500 uM EDTA, 0,1% NP 40). Streptavidin agardza s navazanymi proteiny byla resuspendovana
v 1 ml pufru pro $t€peni TEV proteazou, K suspenzi byl ptidan DTT (vysledna koncentrace 1
mM) a 400 U TEV protézy (Invitrogen). Stépeni proteinii probihalo 22 h pii 4°C za mirného
kyvani. Odstépené proteinové komplexy byly z kolony vymyty 3x 1 ml elu¢niho pufru (10 mM
Tris-HCI, pH=8,0, 150 mM NaCl, 500 uM EDTA), ziskané frakce byly spojeny a zahus$tény
ultrafiltraci (1600 x g, 25 min, 4°C) na 100 pl a uskladnény pii -80°C.

4.30. Hmotnostni spektrometrie

Identifikace proteini pomoci hmotnostni spektrometrie byla provedena RNDr. Petrem
Manem, Ph.D z Laboratofe Charakterizace molekulové struktury, Mikrobiologicky tustav,
Akademie véd Ceské republiky.

- 49 -



5. VYSLEDKY
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5.1. Studium ¢asné faze infekce mysiho polyomaviru

Vysledky uvadéné v této kapitole jsou soucésti prace Liebl et al., 2006 (piiloha 1).
Detailné jsou popsany experimenty, na kterych jsem se podilela. Tato publikace navazuje na
predchozi studie nasi laboratote, které se zabyvaly dopravou genomu MPyV do jadra hostitelské
buniky. Produktivni infekce MPyV je zavisld na lipidovych raftech a ¢ast viriont je
endocytovana ve vaccich bohatych na kaveolin 1 (Richterova et al., 2001). Na rozdil od viru
SV40 vsak MPyV nebyl pozorovan v kaveozému, ale v recyklujicim endozomu. Kolokaliza¢ni
studie proteinu VP1 a markeru ¢asnych endozomi GTPazy Rab 5 neposkytla jasny vysledek,
role Casnych endozomii v infekci MPyV je stile nejasna. (Mannova a Forstova, 2003).
Prezentovand publikace se zaméfuje na blizSi charakterizaci pohybu virioni MPyV od

cytoplazmatické membrany do perinuklearniho prostoru.

5.1.1. Je MPyV internalizovian do bunék drahou klatrinem zprostiedkované endocyt6zy?
Jako prvni jsme chtéli potvrdit hypotézu, ze MPyV na rozdil od JC viru ke vstupu do
bunck nevyuziva drahu klatrinem zprostfedkované endocytozy. Kolokaliza¢ni studie prokézaly,
ze MPyV nekolokalizuje s Con-1, markerem vacka obalenych klatrinem. Dale jsme testovali
efekt mutantt dréhy substratu receptoru epidermalniho riistového faktoru klonu 15 (Epsl5),
které inhibuji endocytickou drahu zprostiedkovanou klatrinem. Ptipravili jsme bunécné linie
exprimujici Epsl5 dominantné negativni mutantu DIII nebo EA95/295 fuzovanou s GFP
(Benmerah et al., 1999, Benmerah et al., 1998), které kompetuji s endogennim Eps 15 o vazbu
adaptorového proteinu klatrinu AP-2. Inhibice endocytické drahy zprosttedkované klatrinem u
bunécnych linii exprimujicich GFP fuzované dominantné negativni mutanty proteinu Eps15 byly
ovéfeny analyzou internalizace transferinu, o némz je znamo, ze vyuziva klatrinem obalené
vacky pfi vstupu do bunék. Zatimco u kontrolnich bunéénych linii byl transferin transportovan
do bunék, u bun€k exprimujicich Epsl5 mutanty transferin do bunék transportovan nebyl,
zustaval na povrchu, z kterého mohl byt snadno odmyt (obr. 5). Exprese GFP fuzovanych
dominantné negativnich mutant Eps15-DIII nebo Eps15-EA95/295 neredukovala infekci téchto
bunécnych linii, stejné jako kontrolnich bunéénych linii exprimujici samotny protein GFP nebo
GFP fluzovanou mutantu Eps 15-DIIIA2 (nevdZe AP-2 adaptorovy protein a tak neovliviluje
efektivitu ~ endocytozy  zprostiedkované  klatrinem).  Tyto  vysledky  potvrzuji
elektronmikroskopickd pozorovani, ze MPyV ke své internalizaci nevyuZziva drahu klatrinem

zprostiedkované endocytozy.
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kontrolni buriky - neinterferuji s CME
- NMuMG-Eps15-DIIIA2

NMuMG-GFP

Obr. 5. Transferin neni internalizovan bunéfnymi liniemi exprimujici dominantné negativni
mutantu Eps15-DIIl nebo Epsl15-EA95/295. K bunéénym liniim exprimujicim dominantné negativni
mutanty Eps 15 nebo kontrolni mutanty proteinu Eps15 byl pfidan transferin konjugovany s Alexa Fluor
594. Po 20 minutach byly buiiky fixovany a pozorovany konfokalnim mikroskopem. Buniky produkujici
mutanty fuzované s GFP jsou oznaceny zelené, transferin je oznacen Cervené. Hranice bun€k ukazuje
Nomarského kontrast. Prezentovana je jedna sekce z konfokalniho mikroskopu. Usegka — 8 um. CME —
endocytoza zprostiedkovana klatrinem.

5.1.2. Je kaveolin 1 nezbytny pro internalizaci mysiho polyomaviru?

Role kaveolinu 1 a drahy kaveolinem zprostfedkované endocytézy v internalizaci a
dopravé MPyV do jadra je doposud nejasna. Zatimco Gilbertova a Benjamin (2000) ukazali
nezavislost internalizace MPyV na kaveolami zprostiedkované endocytoze, Richterova et al.,
(2001) pozorovali vstupujici virus ve vaccich, z nichz nékteré byly bohaté na kaveolin 1.

K popsani role kaveolinu 1 v internalizaci MPyV hostitelskymi bunkami jsme vyuzili rizné
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pristupy. Pozorovani pohybu fluorescencné barveného MPyV v buiikach exprimujicich kaveolin
1 fazovany s GFP odhalilo, ze viriony obchéazeji domény plazmatické membrany obsahujici
kaveolin 1. Avsak ¢ast virioni byla internalizovana doménami bohatymi na kaveolin 1. Tato
pozorovani ukazuji, Ze MPyV je internalizovan, jak pomoci membran bohatych na kaveolin 1 tak
1 nezavisle na kaveolinu 1. Pro objasnéni otazky jestli je kaveolinl nezbytny pro internalizaci a
dopravu genomu MPyV do jadra jsme monitorovali pohyb MPyV v Jurkat bunkach. Tyto bunky
neexprimuji kaveolin 1 a postradaji tak funkéni kaveoly. Viriony MPyV efektivné vstupovaly do
Jurkat bunék, signal proteinu VP1 byl detekovan v cytoplazmé a Vv Casnych endozomech.
Vyznam kaveolinu 1 a funkénich kaveol vV produktivni infekci MPyV byl studovan
monitorovanim efektivity infekce u bunék exprimujicich dominantné negativni mutantu
kaveolinu 1 (tyto buiikky maji snizeny pocet funkénich kaveol). Transientni exprese dominantné
negativni mutanty kaveolinu 1 nezamezila infekci bunék MPyV (obr. 6). Pocet infikovanych
bun¢k exprimujicich dominantné negativni mutantu nebyl vyznamné niz$i nez pocet
infikovanych bunék u kontrol neexprimujicich dominantné negativni mutantu kaveolinu 1. Tyto
vysledky ukazuji, Ze MPyV muze byt internalizovan a jeho genom mize byt dopraven do jadra 1
Vv buiikach postradajici kaveolin 1 pomoci alternativni endocytické dréhy, kterd je nezavisla na

klatrinu i na kaveolinu 1.

Obr. 6. Exprese dominantné negativni mutanty kaveolinu 1 nezabrani produktivni infekci MPyV.
NMuMG bunky byly transfekovany plasmidem pCINeo/IRES-GFP/cav-1 DN (bicistronni expresni
vektor pro dominantné negativni mutantu kaveolinu 1) a o 10 dni pozdé&ji byly buiiky infikovany MPyV
(MOI=1pfu/b). Buniky byly fixovany 24 hpi a LT antigen byl oznaen specifickou protilatkou. Buriky
produkujici dominantn€ negativni mutantu jsou oznaceny zelen¢ (GFP protein) a bunky obsahujici LT
antigen ¢ervené. Usetka — 20 pum.
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5.1.3. MPyYV vstupuje do ¢asnych endozomii

Dale nas =zajimalo, jestli virus pifi putovani kjadru vyuziva casné endzomy.
V piredchozich studiich se ndm nepodatilo presvédcivé urcit, jestli MPyV pfi putovani bunkou
vyuziva ¢asné endosomy. Kolokaliza¢ni pokusy s markerem ¢asnych endozomut, GTPazou Rab 5
neposkytly jasny vysledek (Mannova a Forstova, 2003). Pro naSe experimenty jsme se rozhodli
pouzit jako marker ¢asnych endozomu protein EEAL (early endosome antigen 1, periferni
protein membrany ¢asného endozomu). V Case 30 min po infekci jsme pozorovali kolokalizaci
proteinu VP1 a EEAL (obr. 7), coz ukazuje, ze MPyV pii transportu k jadru prochazi ¢asnymi

endozomy.

Obr. 7. MPyV vstupuje do ¢asnych endozomi. Buiiky linie 3T6 byly infikovany MPyV (MOI=100
pfu/b) a fixovany 30 min po infekci. Viriony byly oznaceny protilatkou proti proteinu VP1 (zelené) a
¢asné endosomy protilatkou proti proteinu EEA1 (Cervené). Tteti sloupec ukazuje kolokalizujici signaly
(Zlute), které odpovidaji tém, které byly vybrany z grafu rozlozeni intenzit signalu (Etvrty sloupec).
Prezentovany jsou vybrané sekce z konfokalniho mikroskopu dvou infikovanych 3T6 bunék.

5.1.4. MPyV pouziva pri pohybu buiikou endocytickou driahu zavislou na GTPaze Rab 5
Viriony MPyV se ve stejném ¢ase (30 min po infekci) nachazi ve vaccich pozitivnich na
marker Casnych endozomit EEA1 (viz vySe) a také ve vaccich obsahujici kaveolin 1 (Richterova
et al., 2001). Zajimalo nas tedy, jestli transport viru pies ¢asné endozomy je soucasti produktivni
cesty infekce. Bunky linie WOP byly transfekovany plazmidy pRab 5 wt-GFP (divoky typ
GTPazy) nebo pRab 5 S34N-GFP (dominantné¢ negativni mutanta GTPazy), infikovany a
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infikované buiiky byly oznaceny protiladtkou proti proteinu VP1. Zatimco divoky typ GTPazy
Rab 5 zvysoval (zhruba o 30%) efektivitu infekce MPyV (obr. 8 A a C), jeji dominantné
negativni mutanta silné inhibovala (zhruba o 80%) efektivitu infekce MPyV (obr. 8 B a C).
Tento pokus ukazuje zavislost endocytozy MPyV na GTPaze Rab 5 a naznaCuje mozné
propojeni endocytické¢ drahy zavislé na kaveolinu 1 a endocytické drahy zprostiedkované
klatrinem u infikovanych bunék. Tato teorie je podpofena pozorovanim, Ze marker ¢asnych
endozomt EEAL a kaveolin 1 se v ¢ase 30 min po infekci nachazeji jako soucast stejného
kompartmentu (obr. 9 A). Dale nas zajimalo, jestli je propojeni téchto drah iniciovano
endocytozou viru. Proto jsme sledovali tésnou kolokalizaci proteinu EEA1 a kaveolinu 1
v neinfikovanych bunkach. Pozorovali jsme malé endozomy stejné¢ jako velké kompartmenty

pozitivni na kaveolin 1 se zietelnymi oblastmi EEA1 pozitivnich domén (obr. 9 B).
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Obr. 8. Efektivita infekce MPyV je zavisla na funkéni GTPaze Rab 5. Plazmid kodujici gen pro
divoky typ GTPazy Rab 5 nebo dominantné negativni mutantu GTPazy Rab 5 byl transfekovan do bunék
linie WOP a po 24 h byly buiky infikovany MPyV (MOI=1pfu/b). Po 36 hpi byly buiiky fixovany a byl
detekovan protein VP1 pomoci specifické protilatky. Buiiky produkujici divoky typ Rab 5 nebo
dominantné negativni mutantu jsou oznaceny zelené (GFP protein) a buriky pozitivni na VP1 Cervené (A,
B). C - Pozitivni buniky byly spocitany. Hodnoty v grafu piedstavuji procento infikovanych bunék
exprimujicich Rab 5 nebo dominantné negativni mutantu vzhledem ke kontrole (infikované bunky
neexprimujici Rab 5 nebo dominantné negativni mutantu) a reprezentuji 1500 bun¢k ze dvou nezavislych
experimentii. Usetka — 20 pm.
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Obr. 9. Kaveolin 1 a EEA1 se nachazeji ve stejném endocytickém kompartmentu v infikovanych
(A) i neinfikovanych (B) buiikach linie 3T6. Ukazan je konfokalni fez infikovanou buikou
(MOI=100pfu/buiiku, fixovano 30 min po infekci) (A) a neinfikovanou buikou (B). Bunky byly
obarveny protilatkou proti kaveolinu 1 (zelend) a markeru ¢asnych endozomi EEAL (Cervend). Zvétsené
oblasti z tietiho sloupce (piekryv signali) jsou ukazany ve ¢tvrtém sloupci.

5.1.5. Infekce mySim polyomavirem je zavisla na pH endozomi

Ptedchozi experimenty naznacuji, ze MPyV pii putovani kjadru vyuziva casné
endozomy. Abychom zjistili, jestli MPyV potiebuje kyselé prostfedi ¢asnych endozomut pro
produktivni infekci, zkoumali jsme vliv chloridu amonného a bafilomycinu Al na efektivitu
infekce MPyV. Bafilomycin Al je inhibitor vakuolarni H* ATP4zy a zabratuje tedy okyseleni
endozomu, zatim co chlorid amonny penetruje endozomy a tak zvySuje jejich pH. Bafilomycin
Al zcela potlacil MPyV infekci u bunék linie 3T6 a NMuMG pokud byl aplikovan 2 h pred
infekci a byl ponechan v médiu dalsi 2 h po pfidani viru (obr. 10). Pfidani chloridu amonného
(koncentrace 1 mM) inhibovalo infekci bun€k linie 3T6 o 85% a bunék linie NMuMG o 65%
vzhledem K neoSetfenym kontrolam. Se zvySujici se koncentraci chloridu amonného jeho
inhibi¢ni ucinky rostly (obr. 10). Inhibi¢ni efekt vysokého endozomalnich pH byl také patrny,
pokud byl chlorid amonny nebo bafilomycin Al pfidan okamzité po adsorpci viru na bunéény
povrch. Pridani latek 2 h po adsorpci viru a pozdé€ji nemélo zadny efekt na efektivitu infekce
MPyV (obr. 10).
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Obr. 10. Inkubace bunék s chloridem amonnym a bafilomycinem Al ovliviiuje MPyV infekci.
Bunky linie 3T6 nebo NMuMG byly inkubovany s chloridlem amonnym nebo bafilomycinem Al
v riznych ¢asech po infekci MPyV (2 h pied infekci, okamzité (1 min) po infekei, 2 h a 4h po infekei) po
celkovou dobu 4 h. buriky byly fixovany 24 hpi a byl obarven LT antigen. Pozitivni buiiky byly spoéitany
pomoci fluorescencni mikroskopie. Kontrolni bunky byly infikoviny MPyV za absence latek (kontrola).
Hodnoty v grafu piedstavuji procento infikovanych bun€k vzhledem ke kontrole a reprezentuji
pramérnou hodnotu z 30 optickych poli (cca 1400 bunék) ze dvou (NMuMG) nebo tii (3T6) nezavislych
experimentd.

5.1.6. V burikach oSetfenych chloridem amonnym nebo bafilomycinem Al je MPyV
zadrZovan v ¢asnych endozomech

Dale nas zajimal konkrétni krok, ve kterém je pohyb viru ovlivnén, pokud je zablokovano
okyseleni endozomtl. Casteéna kolokalizace viru a proteinu EEA1 (marker ¢asnych endozomil)
byla pozorovana v kontrolnich bunikach 1 builkkdch vystavenych uc¢inkiim latek alkalizujicich
endozomy 20 min po infekci (obr. 11 A), zatimco 4 h po infekci u kontrolnich bunék virus
opustil ¢asné endozomy, ale u bungk s alkalizovanymi endozomy byla stale pozorovana ¢aste¢na
kolokalizace proteinu VP1 a EEA1 (obr. 11 B).

Tyto vysledky naznacuji, ze kyselé endozomalni kompartmenty hraji v efektivni infekci
MPyV zasadni roli. Vstup viru do ¢asnych endozomt je pro produktivni infekci zcela nezbytny,
pokud je tomuto vstupu zabranéno (dominantné negativni mutanta GTPazy Rab 5) dojde
k vyraznému poklesu efektivity infekce. Stejné dulezité je i kyselé prostiedi endozomu. Pokud je
pH zvyseno (nebo je zabranéno okyseleni) je virus stale schopny vstoupit do ¢asného endozomu,

ale opusténi tohoto kompartmentu a jeho dalsi transport bunikou je narusen.
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Obr. 11. Vstupujici MPyV je zadrZovan v ¢asnych endozomech, pokud je jejich okyseleni
blokovano NH,CI nebo bafilomycinem Al. A — v ¢asnych ¢asech po infekci (30 min) je pozorovana
silna kolokalizace proteinu VP1 (zelen¢) a markeru ¢asnych endozomti EEA1 (Cerven¢) jak v buikach
osetfenych latkami zabrafujicimi okyseleni endozomd tak i v neosetfené kontrole. B — vV pozd¢jsSim case
po infekci (4 h) je detekovana residualni, ale piesto vyznamna kolokalizace proteintt VP1 a EEA1 pouze
v oSetfenych buiikach. Buiiky byly infikovany MPyV (MOI=100pfu/bunku) a fixovany 30min po infekci
nebo 4 h po infekci. Viriony jsou oznaceny specifickou protilatkou proti proteinu VP1 (zeleng) a ¢asné
endozomy jsou oznaeny protilatkou proti proteinu EEAL (Cerveng). Obrazky v tieti fadé predstavuji
kolokalizujici signaly (zluté) odpovidajici tém, které byly vybrany z grafu rozlozeni intenzit signalu ve
¢tvrtém tadku.

5.1.7. MPyV je transportovan do recyklujicich endozomi

Nase predchozi studie ukazaly, ze VP1 protein MPyV kolokalizuje s transferinem i
GTPazou Rabl1 (marker recyklujicich endozomt) mezi 1 a 3 hpi (Mannova a Forstova, 2003),
coz naznacuje, Ze je MPyV transportovan do recyklujicich endozomu. V blizkosti organiza¢niho
centra mikrotubulli dochazi k akumulaci rGznych endozomdlnich kompartmentli vcetné
recyklujicich endozomt a diive popsanych velkych vacka obsahujicich kaveolin 1, kaveozomu
(Mundy et al., 2002, Pasqualato et al., 2004). Rozliovaci schopnost konfokalniho mikroskopu
(> 200 nm) neni dostate¢na pro odliSeni, jestli je MPyV lokalizovan v recyklujicim endozomu
nebo podobné jako virus SV40 v kaveozomu. Pro lepsi charakterizaci kompartmentu, ve kterém

se MPyYV v perinuklearnim prostoru vyskytuje, jsme pouzili metodu fluorescencniho
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resonan¢niho pienosu energie (,,fluorescence resonance energy transfer,” FRET). Tato metoda
ma rozliSovaci schopnost 2-10 nm. Touto metodou jsme testovali, jestli se transferin (ktery je
endocytovana drahou zavislou na klatrinu a je kumulovan v recyklujicim endozomu) a MPyV
vyskytuji ve stejném kompartmentu (méfeni FRET mezi VP1 a transferinem) a jestli jsou tyto
kompartmenty recyklujici endozomy (méfeni FRET mezi VP1 a Rab 11). V obou experimentech
jsme ziskali podobné vysledky, primérné hodnoty efektivity FRET byly vyss§i nez primérné
hodnoty efektivity FRET naméfené u bunécného pozadi (méfeni a interpretaci vysledka provedl
F. Difato). Tato méfeni ukazuji, Ze MPyV se vyskytuje v té€sné blizkosti transferinu a Ze obé tyto
molekuly jsou lokalizovany v recyklujicim endozomu, na rozdil od viru SV40, o kterém bylo

publikovano, ze je v perinuklearni oblasti lokalizovan v kaveozému.
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5.2. Studium interakci strukturniho proteinu VP1 MPyV v pozdnich fazich infekce
Vysledky uvadéné v této kapitole jsou soucasti prace Hornikova et al., 2011 (ptiloha 2), tato
kapitola také obsahuje dosud nepublikované vysledky tykajici se vyhledavani novych

interak¢nich partnera proteinu VPL.

5.2.1. Studium interakci proteinu VP1 s vyuzZitim separace komplexi pomoci modré
nativni elektroforézy
5.2.1.1. Rozpustnost proteinu VP1 neni zavisla na koncentraci kyseliny 6-aminokapronové

U separace pomoci BN-PAGE je dtlezité zachovani nativniho stavu proteinti pii vysoké
rozpustnosti. Pro efektivni solubilizaci proteinti se pouzivéa chlorid sodny. Bohuzel, chloridové
anionty maji vysokou mobilitu v elektrickém poli, coz vede k agregaci proteinll. V systému
pufri. BN-PAGE je NaCl nahrazen kyselinou 6-aminokapronovou (AcA), ktera nedisociuje
v elektroforetickych pufrech (pH = 7,0) a proto se nepohybuje v elektrickém poli. Bylo ukazano,
ze 750 mM AcA muze pln€ nahradit 500 mM NacCl pfi solubilizaci mitochondrialnich komplexi
(Schagger a von Jagow, 1991).

Morfogeneze virionu MPyV probiha v jadie, proto jsme postupovali podle protokolu
Novakové et al. (2006). V této praci autoii ukazali, Ze rozpustnost jadernych proteini mize byt
ovlivnéna riznymi koncentracemi kyseliny 6-aminokapronové, proto jsme nejprve testovali
rozpustnost proteinu VP1. Jadra izolovana z infikovanych bunék linie 3T6 byla lyzovana v pufru
se vzrustajici koncentraci kyseliny 6-aminokapronové (0,5 — 2 M) a bylo porovnano mnozstvi
proteinu VP1 v rozpustné (supernatant, s) a nerozpustné (pelet, p) frakci (obr. 12 A, drahy 1-8).
Vétsina proteinu VP1 byla detekovana v peletu (obr. 12 A) ve vSech pouzitych koncentracich
kyseliny 6-aminokapronové. Tyto vysledky ukazuji nezavislost rozpustnosti proteinu VP1 na
koncentraci kyseliny 6-aminokapronové.

Kromé koncentrace soli miZze byt rozpustnost proteinli ovlivnéna také ptitomnosti dalSich
latek (naptiklad detergentil), proto jsme dale testovali vliv detergentli na rozpustnost proteinu
VP1. Jadra izolovana z infikovanych bungk linie 3T6 byla lyzovana pufrem s 1 M kyselinou 6-
aminokapronovou nebo modifikovanym RIPA pufrem (obsahuje smés detergenti, viz kap. 4.
18.) a porovnali jsme mnozstvi proteinu VP1 v peletu a supernatantu. Vétsina proteinu VP1 stale
zustala nerozpustna v obou typech lyza¢nich pufra (obr. 12 B), ale pomér celkové koncentrace
protein v rozpustné frakci vici celkové koncentraci proteini v nerozpustné frakci byl vyssi,
pokud byla jadra lyzovana modifikovanym RIPA pufrem (méfenim intenzity signalu z obr. 12 C,

data neukazana).
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Obr. 12. Rozpustnost proteinu VP1 neni ovlivnéna vzrustajici koncentraci Kyseliny 6-
aminokapronové. (A) Jadra izolovana z 5x10° bungk byla lyzovéana v pufru se vzristajici koncentraci
kyseliny 6-aminokapronové (AcA) (0,5 — 2M) pro porovnani rozlozeni proteinu VP1 v rozpustné (s) a
nerozpustné (p) frakci. Jaderné lyzaty byly separovany SDS-PAGE (10% gel), pfeneseny na membranu a
protein VP1 byl detekovan protilatkou specifickou proti proteinu VP1. (B a C) Jadra izolovana z 5x10°
bunék byla lyzovana v modifikovaném RIPA pufru (mRIPA) (drahy 1 a 2) nebo v pufru s1 M AcA
(drahy 3 a 4) pro porovnani rozlozeni proteinu VP1 v rozpustné (s) a nerozpustné (p) frakci. Lyzaty byly
rozdéleny pomoci SDS-PAGE (10% gel), obarveny Coomassie Blue (C) nebo pieneseny na membranu a
protein VP1 byl detekovan specifickou protilatkou (B). M — marker molekulovych vah (v kilo
Daltonech). Liché drahy reprezentuji nerozpustné frakce (p) a sudé drahy rozpustné frakce (s). Protein
VP1 je oznacen Sipkou (A a B) nebo ohrani¢en obdélnikem (C). Hvézdicka (*) oznaCuje posttranslacné
modifikované formy proteinu VP1, dvojita hvézdi¢ka (**) oznacuje kovalentn€¢ vazany dimer proteinu
VP1, ktery se Casto vyskytuje v pozdni f4zi virové infekce.

5.2.1.2. Stabilita proteinovych komplexii neni ovlivnéna solubilizaci jader v modifikovaném
RIPA pufru.

Slozeni solubiliza¢niho pufru neovliviiuje pouze rozpustnost proteind, ale také stabilitu
proteinovych komplexi, proto jsme dale testovali samotné déleni a moznosti detekce proteini
pomoci BN-PAGE. Jaderny lyzat z neinfikovanych bunék (60 pg) byl separovan BN-PAGE (4 -
16% gel) a proteinové komplexy byly vizualizovany ,,Bio-Safe Coomassie Blue®. Bylo
detekovano né¢kolik ostrych prouzk (obr. 13 A, oznaceny S$ipkou). Slozeni proteinovych

komplexii reprezentujicich dva prouzky (obr. 13 A, oznaceny hvézdi¢kou) bylo analyzovano
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pomoci hmotnostni spektrometrie. Prouzek 1* predstavuje proteinovy komplex obsahujici
cytochrom c1 a cytochrom b-cl. Tento prouzek patrné predstavuje mitochondrialni kontaminaci
izolovanych jader. V prouzku 2* byla nalezena ATPaza (90 kDa) a tento komplex
pravdépodobné piedstavuje hexamer tohoto proteinu (540 kDa).

Dale nas zajimalo, jestli komplexy, které nebyly vizualizovany jako zietelné pruhy na
gelech obarvenych Coomassie Blue mohou byt detekovany jako pruhy po imunologickém
zna¢eni Western blotd. Proteinové komplexy z paralelniho gelu byly pifeneseny na membranu a
byl detekovan jaderny protein Sp 100 specifickou protildtkou. Jaderny protein Sp 100 (53 kDa)
je soucasti jadernych struktur znamych jako ND-10 a interaguje s proteiny z rodiny
heterochromatinu 1, coz jsou chromozomalni proteiny nepatfici do rodiny histont (Seeler et al.,
1998; Szostecki et al., 1987; Weis et al., 1994). Krom¢& prouzkti odpovidajicich monomeru a
pravdépodobné dimeru proteinu Sp 100 (obr. 13 B) detekovala specificka protilatka dva pruhy
s mobilitou odpovidajici molekulové vaze priblizné 230 a 450 kDa (obr. 13 B), pravdépodobné
predstavujici proteinovy komplex proteinu Sp 100 s jinymi jadernymi proteiny. Tyto vysledky
ukazuji, Ze proteinové komplexy mohou byt identifikovany specifickymi protilatkami, 1 kdyz
nejsou detekovatelné barvenim Coomassie Blue. Také ukazuji, Ze modifikovany RIPA pufr
nedestabilizuje proteinové komplexy a muize byt pouzit pro detekci proteinovych komplexa

imunodetekci nebo barvenim gelu.
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Obr. 13. Stabilita proteinovych komplexi neni ovlivnéna solubilizaci jader v modifikovaném RIPA
pufru. Po solubilizaci v modifikovaném RIPA pufru byl jaderny lyzat (60 pg celkového mnozstvi
proteintl) rozd€len na 4-16 % nativnim gradientovém gelu, obarven Bio-Safe Coomassie blue (A) nebo
pfenesen na membranu a analyzovan specifickou protilatkou proti proteinu Sp 100 (B). M — marker
molekulovych vah (v kilo Daltonech). Cerné dlouhé Sipky ukazuji proteinové komplexy detekované jako
ostré prouzky po barveni Coomassie blue, bila Sipka oznacuje Sp 100 monomer, Sedé Sipka Sp 100 dimer
a kratké cemé Sipky oznacuji proteinové komplexy proteinu Sp 100 sjinymi jadernymi proteiny.
Hveézdicky oznacuji proteinové komplexy analyzované hmotnostni spektrometrii.

e
1N
o

N

5.2.1.3. Protein VP1 vstupuje to separa¢niho gelu, pouze pokud byly komplexy oSetifeny
DNazou I.

Na zéklad¢ predchozich experimentl byla provedena separace jadernych lyzati
ptipravenych z infikovanych bunék. Jaderny lyzat (60 pg) byl separovan na 4-16% gelu. Po
obarveni gelu Commassie blue nebyly pozorovany zadné prouzky specifické pro infikované
bunky (obr. 14 A.). I pfes centrifugaci jaderného lyzatu (20000g, 30 min, 4°C) pied nanesenim
na gel se po ukonceni separace vyskytoval na startu elektroforézy nerozpustny material, ktery
arteficielné migroval a Casto zpusoboval defekty v separacnim gelu (obr. 14 A). Ani po pienosu
separovanych proteinli na membranu nebyl protein VP1 detekovatelny specifickou protilatkou.

Divodem pro tento jev mize byt, Ze nativni protein VP1, vaze nespecificky DNA (Chang et al.,
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1993), vytvoril komplexy s virovou a pravdépodobné i bunéénou DNA, které byly piili§ velké a
nemohly efektivné vstupovat do separacniho gelu.

Pro rozbiti téchto komplexti bylo do piipravy vzorku zahrnuto pisobeni DNazy 1. Jadra
byly lyzovana v modifikovaném RIPA pufru s pfidinim DNazy 1 (200u/ml), lyzat byl
centrifugovan a inkubovan 15 min pti 37°C. Proteinové komplexy (60 pg) byly rozdéleny v 4-
16% gelu. Po obarveni gelu Coomassie blue byly patrné intenzivni pruhy ve spodni ¢asti gelu a
také bylo detekovano velké mnozstvi materidlu na pocatku separa¢niho gelu (obr. 14 Ba).
Separované proteiny z paralelniho gelu byly pfeneseny na membranu a protein VP1 byl
detekovan specifickou protilatkou. Protein VP1 byl nalezen jako soucéast komplexu s ptibliznou
molekulovou vahou 440 kDa, ale vétSina proteinu VP1 byla detekovana na startovni pozici

separa¢niho gelu (obr. 14 Bb).
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Obr. 14. Protein VP1 vstupuje do separa¢niho gelu, pouze pokud byly komplexy oSetfeny DNazou
I. (A) Po solubilizaci v modifikovaném RIPA pufru byly jaderné lyzaty infikovanych (inf) a
neinfikovanych (ni) bunék (60 pg) separovany na 4-16% gradientovém gelu. Separované proteinové
komplexy byly obarveny Bio-Safe Coomassie blue. Drahy 1 a 2 — jaderny lyzat infikovanych bunék,
draha 3 — jaderny lyzat neinfikovanych bunék. (B) jadra izolovana z infikovanych a neinfikovanych
buné€k byla solubilizovana v modifikovaném RIPA pufru s DN4zou I (200u/ml) a jaderné lyzaty (60 pg)
byly inkubovany 15 min pii 37°C. Lyzaty byly separovany na 4-16% gelu, obarveny Bio-Safe Coomassie
blue (a) nebo pieneseny na membranu a protein VP1 byl detekovan specifickou protilatkou (b). Draha 1 -
jaderny lyzat infikovanych bunck oSetreny DNéazou I, drdha 2 — jaderny lyzat neinfikovanych bunck
osetfeny DNazou I. M — marker molekulovych vah (v kilo Daltonech).
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5.2.1.4. Virova DNA ziistava v jaderném lyzatu i po oSetieni DNazou I.

Dale byla testovana efektivita degradace DNA DNazou I pomoci agar6zové elektroforézy
a Southern blotu. Jaderné lyzaty z infikovanych a neinfikovanych bunék, inkubovanych s
DNazou I (200u/ml, 15 min, 37°C) nebo kontrolnich (15 nebo 30 pg), byly rozdéleny na 1%
agarézovém gelu a DNA byla vizualizovana fluorescenéni barvou ,,Gel Red”. Poté byla DNA
pfenesena na nylonovou membranu a virova DNA byla detekovana specifickou sondou. Z obr.
15 je patrné, Ze ve vSech vzorcich se vyskytuje velké mnozstvi DNA na startu separa¢niho gelu.
Velké mnozstvi DNA (s molekulovou vahou pfiiblizné 3 kbp) pfitomné v lyzatu infikovanych
bunék neosetfenych DNazou I, zjevné odpovidajici virové DNA, bylo vyrazné redukovano
pusobenim DNazy I. Rezidualni DNA pfitomna ve vzorcich inkubovanych s DNazou I (obr. 15,
drahy 3 a 4) nejspi$ predstavuji DNA chranénou navazanymi proteiny proti ptisobeni DNazy 1.

Velikost téchto komplexi jim zabranuje v efektivnim vstupu do separa¢niho 4-16% gelu.
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Obr. 15. Virova DNA zistava v jaderném lyzatu i po inkubaci s DNazou I. Jaderné lyzaty
infikovanych (inf) a neinfikovanych (ni) bunék, osetfenych nebo neosettenych DNazou I (200u/ml), byly
rozdéleny na 1% agarézovém gelu (30 pg (a) nebo 15 pg (b)). DNA byla obarvena barvou Gel Red (a)
nebo prenesena na nylonovou membranu a virova DNA byla identifikovana specifickou DNA probou (b).
Drahy 1 a 3 —jaderny lyzat infikovanych bunék oSetfenych (3) nebo neoSetienych (1) DNazou I, drahy 2
a 4 — jaderny lyzat neinfikovanych bun€k oSetfenych (4) nebo neosSetienych (2) DNazou 1. Draha 5 —
linearizovany genom MPyV. M — marker molekulovych vah (v kilo parech bazi).
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Experimenty popsané vySe naznacuji, ze inkubace jadern¢ho lyzatu s DNéazou I ma
pozitivni vliv na schopnost proteinu VP1 migrovat v separatnim gelu. Bohuzel, pruhy
odpovidajici molekulovym vaham vétsim nez 250 kDa (viz obr. 14 A) zmizely (obr. 14 Ba).
Toto mize byt zplisobeno disociaci proteinovych komplexii zprostiedkovanych interakci s DNA
nebo (i pfes ptfitomnost inhibitori protedz) jako dusledek degradace proteinovych komplexii
bunécnymi protedzami pii inkubaci v 37°C. Kratsi pisobeni DNazy I (mén¢ nez 15 min) nebo
niz8i teploty, pii kterych byl jaderny lyzat inkubovan s DNazou I, nepomohly komplexim
obsahujici protein VPI1 efektivné vstupovat do separacniho gelu. VSechny tyto experimenty
ukazuji, ze BN-PAGE nemize byt efektivné pouzita pro separaci jadernych komplext

vznikajicich béhem morfogeneze virionu mysiho polyomaviru.

5.2.1.5. BN-PAGE miiZe byt pouZita pro studium proteinovych komplexi infikovanych
bunék.

Separaci proteintt pomoci BN-PAGE je mozno vyuzit nejen pro analyzu proteinovych
komplexti tvofenych virovymi proteiny, ale také pro charakterizaci proteinovych komplext
tvotfenych vyhradné bunéénymi proteiny, které se tvoii béhem virové infekce. Celobunécny lyzat
infikovanych a neinfikovanych bunék byl separovan pomoci BN-PAGE za pouziti 3 — 12% gelu.
Po obarveni gelu Coomassie blue nebyly detekovany zadné prouzky specifické pro infikované
buniky (obr. 16 A). Separované proteinové komplexy z paralelniho gelu byly pieneseny na
membranu a proteiny VP1 a Hsp 70 byly detekovany specifickymi protilatkami. Protein VP1 byl
nalezen jako soucast proteinovych komplexii s mobilitou odpovidajici ptiblizn¢ 300, 600 a 720
kDa (obr. 16 B). Protein Hsp 70 byl detekovan jako monomer v infikovanych i neinfikovanych
lyzatech (obr. 16 C, oznacen hvézdi¢kou) a jako soucast komplexu s molekulovou hmotnosti
vyssi nez 1 MDa (obr. 16 C). Dale byly protilatkou proti Hsp 70 v lyzatu infikovanych bunék
detekovany pruhy s mobilitou odpovidajici komplexiim, které se znacily také protilatkou proti
proteinu VP1 (obr. 16 C, oznafeny dvojitou Sipkou). Tyto komplexy s vysokou molekulovou

hmotnosti byly specifické pro infikované bunky.
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Obr. 16. Proteinové komplexy specifické pro infikované buiiky byly separovany BN-PAGE.
Celobunéény lyzat infikovanych (inf) a neinfikovanych (ni) byl separovan na 3 — 12% nativnim
gradientovém gelu. (A) proteinovy lyzat byl separovan (15 pg) a proteinové komplexy byly
vizualizovany "SimplyBlue SafeStain”. (B) Sug proteini v lyzatu bylo separovano, pieneseno na
membranu a protein VP1 byl detekovan specifickou protilatkou. (C) 120 pg proteind v lyzatu bylo
separovano, pieneseno na membranu a protein Hsp 70 byl detekovan specifickou protilatkou. M — marker
molekulovych vah (v kilo Daltonech). Draha 1 — lyzat infikovanych bunék, draha 2 — lyzat
neinfikovanych bunék. Monomer proteinu Hsp 70 je oznacen hvézdickou (*) a komplexy obsahujici
protein VP1 a zaroven protein Hsp 70 jsou oznaceny dvojitou Sipkou.

5.2.1.6. BN-PAGE miiZe byt pouZita pro studium komplexi proteinu VP1 a bunéénych
proteinii vznikajicich v bunikach, které transientné produkuji VP1

Dale bylo testovano, jestli metoda separace pomoci BN-PAGE mize byt vyuZita pro
studium interakci hlavniho kapsidového proteinu VP1 s bunénymi proteiny v buiikach
transientné produkujicich VP1.

Jako prvni jsme testovali Subcelularni lokalizaci proteinu VP1 v transfekovanych
bunikach metodou konfokalni mikroskopie a také rozpustnost proteinu VP1. Po transfekci byla
vétsina proteinu VP1 lokalizovana v cytoplazmé a pouze ¢ast tohoto proteinu byla lokalizovana
VvV bunécném jadie (obr. 17 A). Proto byl pomoci modifikovaného RIPA pufru pfipraven lyzat jak
z izolovanych jader tak celobunécny lyzat. Mnozstvi rozpustného proteinu VP1 v jaderném
lyzatu transfekovanych bunék (obr. 17 B, drahy 1 a 2) bylo vyrazné vyssi nez mnozstvi
rozpustného proteinu v jaderném lyzatu infikovanych bun¢k (obr. 17 B, drahy 1 a 2 versus obr.
12 B, drahy 1 a 2). Pfiblizné 50% proteinu VP1 bylo nalezeno v rozpustné frakci, jak u
jaderného, tak i u celobunééného lyzatu (obr. 17 B.).
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Obr. 17. Mnozstvi rozpustného proteinu VP1 je v lyzatech transfekovanych bunék vyss$i nez u
bunék infikovanych. Buriky linie NIH 3T3 byly transfekovany plazmidem pVP1 a inkubovany 18 h. (A)
Bunky byly fixovany a obarveny specifickou protilatkou proti proteinu VP1. Ukazan je jeden konfokalni
fez. (B) Jaderny lyzat (NL) (pfipraveny z 8x 10° bun&k) a celobunécny lyzat (WCL) (pfipraveny z 4x10°
bun€k) byly pfipraveny pomoci RIPA pufru pro porovnani mnozstvi proteinu v rozpustné (s) a
nerozpustné (p) frakci. Lyzaty byly rozdéleny na SDS-PAGE, pfeneseny na membranu a protein VP1 byl
detekovan specifickou protilatkou. Hodnoty markeru molekulovych vah jsou uvedeny v kilo Daltonech.
Drahy 1 a 2 —jaderny lyzat, drahy 3 a 4 — celobunéény lyzat. Liché drahy reprezentuji nerozpustné frakce
(p) a sudé drahy rozpustné frakce (s) proteinu VP1.

Jaderny i celobunécny lyzat byl rozdé€len na 3 — 12 % gradientovém gelu. Po obarveni
separovanych komplexii Coomassie blue bylo detekovdno mnoho prouzkli po celé¢ délce
separacniho gelu u celobunééného lyzatu, zatimco u jaderného lyzatu bylo detekovano pouze par
velmi slabych pruhti (obr. 18 A). Nicméné, po pfeneseni separovanych lyzati na membranu bylo
specifickou protilatkou proti proteinu VP1 detekovano nckolik prouzkii pozitivnich na VP1
Vjaderném lyzatu a navic bylo nalezeno také nckolik komplexi pozitivnich na VP1
vyskytujicich se pouze v cytoplazmé. V jaderném lyzatu se protein VP1 nachazel predevsSim
v komplexu svou molekulovou vahou odpovidajicimu VP1 pentameru (pfiblizné¢ 240 kDa) (obr.
18 B, draha 1, oznaéen hvézdickou) a v komplexech s vyssi molekulovou vahou (300, 600 a 720
kDa) (obr. 18 B, draha 1). V celobunééném lyzatu byl VP1 pozitivni prouzek o molekulové vaze
pfiblizné 240 kDa, patrné pfedstavujici VP1 pentamer, mnohem slabsi nez v jaderném lyzatu.
Naopak, VP1 komplex o molekulové vaze 300 kDa byl zastoupen daleko vice v celobunééném
lyzatu nez v jaderném. Také v porovnani s jadernym lyzatem, proporcionalni zastoupeni VP1
komplexu s molekulovou vahou 1000 kDa a vétsi bylo vyssi (obr. 18 B, draha 3, pruhy oznaceny
hvézdickou). Protein Hsp 70 byl detekovan v komplexech VP1 proteinu, které vykazovaly vyssi
proporcionalni zastoupenim v celobunééném lyzatu oproti jadernému lyzatu (obr. 18 C, draha 2,
komplexy jsou oznaeny Sipkou, monomer proteinu Hsp 70 hvézdickou). Z téchto dat vyplyva,

ze protein VP1 transientné exprimovany v buiikach tvoii podobné komplexy s proteiny z rodiny
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heat shock proteinu 70 jako v bunkach infikovanych. I kdyz interakce mezi proteinem VP1 a
rodinou proteinu Hsp 70 byly popsany jiz diive, pomoci separace proteinovych komplexii
metodou BN-PAGE jsme ukazali pfitomnost nékolika odlisnych forem VP1-Hsp 70 komplext

Vv infikovanych buiikach a v bunikach transientné exprimujicich protein VP1.
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Obr. 18. V buiikach transientné produkujici protein VP1 se vyskytuji stejné proteinové komplexy
jako v buiikach infikovanych. Buiky linie NIH 3T3 byly transfekovany plazmidem pVP1 a inkubovany
18 h. (A) Proteinové lyzaty transfekovanych (T) a netransferovanych (N) bunék byly separovany (15 pg)
3 — 12 % gradientovym gelem a proteinové komplexy byly vizualizovany "SimplyBlue SafeStain". (B)
proteinové lyzaty (5 pg) byly separovany, rozdélené proteiny byly pfeneseny na membranu a protein
VP1 byl detekovan specifickou protilatkou. Pfevladajici prouzky jsou oznaceny hvézdickou (*). Draha 1
— jaderny lyzat transfekovanych bunék, draha 2 - jaderny lyzat netransfekovanych bunck, draha 3 —
celobunéény lyzat transfekovanych bunék, draha 4 — celo-bunéény lyzat netransfekovanych bunék. (C)
Celobunéény lyzat (5 pg — dréha 1, 60 pg — draha 2) byl separovan, rozdélené proteiny byly pieneseny na
membranu a protein VP1 (draha 1) nebo Hsp 70 (draha 2) byl detekovana specifickou protilatkou proti
proteinu VP1 nebo Hsp 70. Hvézdicka oznacuje monomer proteinu Hsp 70 a Sipky oznacuji komplexy
obsahujici VP1 a Hsp 70. M — marker molekulovych vah (v kilo Daltonech).

Zadny zkomplexii obsahujici protein VPI nebyl zastoupen natolik, aby mohl byt
analyzovan hmotnostni spektrometrii. Po obarveni separovanych komplexi infikovanych 1
transfekovanych bunék Coomassie blue bylo patrno pouze nékolik malo velmi slabych pruhti na

silném pozadi. Je patrné, ze celobunécné lyzaty jsou natolik komplexni smési, Ze jejich analyza
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pomoci BN-PAGE je prakticky nemozna. Pro charakterizaci nami pozorovanych komplext je
nutné je pred separaci pomoci BN-PAGE zkoncentrovat.

Proto jsme se rozhodli protein VP1 fuzovat s kotvou pro afinitni chromatografii a
komplexy proteinu VP1 a bunéfnych proteinii pied samotnou separaci pomoci BN-PAGE

izolovat metodou afinitni chromatografie.

5.2.2. Studium interakci hlavniho kapsidového proteinu VP1 pomoci systému ,,Native pure
affinity purification system*

Jako kotvu jsme zvolili capTEV (dale v textu kotva uvadéna jako BE kotva), ktera je
soucasti ,,Native pure affinity purification system® od firmy Invitrogen. Tento systém je zalozeny
na metodé tandemové afinitni purifikace pouzivané k izolaci nativnich proteinovych komplext.
Principem tohoto systému je vytvofeni fhzniho proteinu (C-koncova i N-koncova fuze)
obsahujiciho specifickou kotvu. Tato kotva se sklada z ,,BioEase Tag“, dvou TEV mist, HIS tag
a V5 epitopu. BioEase Tag je peptid (72 ak) odvozeny z C- konce a-podjednotky oxalacetat
dehydrogenazy bakterie Klebsiella pneumoniae a obsahuje jedno misto, které je v bufikach
biotinylované. Tato doména je po fuzi s heterolognim proteinem dostacujici pro in vivo
biotinylaci rekombinantniho proteinu a izolaci proteinovych komplexid pomoci afinitni
chromatografie (interakce avidin — biotin). TEV mista jsou rozeznavana a §tépena TEV (Tobacco
Etch Virus) protedzou, kterd umoznuje uvolnéni navdzaného materidlu na afinitni matrix. HIS
tag kotva slouzi pro potencionalni odstranéni rekombinantniho proteinu za denaturujicich
podminek po izolaci komplext afinitni chromatografii. V5 epitop je odvozen od V a P proteinu
Paramyxoviru SV5. Fuzni protein muze byt v piipad¢ potreby identifikovan protildtkou proti
tomuto epitopu. Vyhodou celého systému je, Ze komplexy vznikaji in vivo, tyto komplexy lze,
po odstépeni TEV protedzou z chromatografické matrix, dale studovat jako celek (nativni

elektroforéza) nebo jejich jednotlivé komponenty (SDS-PAGE).

5.2.2.1. Priprava vektorui pro expresi fuznich proteini VP1-BE-NT a VP1-BE-CT a
charakterizace téchto proteint

Sekvence proteinu VP1 byla vloZzena pomoci topoizomerazové reakce do plazmidu
PENTR/D-TOPO. Z tohoto donorového plazmidu byl gen kodujici protein VP1 pienesen pomoci
LR rekombinace do plazmidu pcDNA3.2/capTEV-NT/V5-DEST nebo pcDNAS3.2/capTEV-
CT/VE-DEST (kap. 4.14.). Vznikl¢ plazmidy obsahuji gen pro protein VP1 fizovany na svém
N-konci (pcDNA3.2/VP1-BE-NT) nebo C-konci (pcDNA3.2/VP1-BE-CT) s BE kotvou a jsou
pod kontrolou silného virového promotoru CMV. Plazmid pcDNA3.2/VP1-BE-NT nebo
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pcDNAS3.2/VVP1-BE-CT byl transfekovan do bun¢k 3T3 a mira exprese fiznich proteinti byla
ovétena pomoci imunofluorescence. Ukézalo se, Ze protein VP1-BE-NT je exprimovan velmi
malo (v méné nez 1% bunck) a protein VP1-BE-CT nebyl vibec detekovan (neukdzano).
Podobnych vysledkii exprese fuznich proteini bylo dosazeno i pfi pouziti bunék linie 293T
(neukazano).

Vzhledem k tomu, Ze fuzni proteiny nebyly exprimovany, i kdyZ jejich geny byly pod
kontrolou silného virového promotoru CMV, rozhodli jsme se sekvence kodujici tyto proteiny
preklonovat do plazmidu pGwfAATG GFP (obr. 19). Tento expresni vektor obsahuje sekvenci
WPRE (,,woodchuck posttranscriptional regulatory element™) odvozenou od viru hepatitidy
psouna (virus pfibuzny viru hepatitidy B), kterd zajist'uje stabilizaci mRNA a pomaha jejimu
transportu ven z jadra. Vkladany gen je v tomto plazmidu pod kontrolou silného eukaryotického
promotoru proteinu EFla (konstitutivni promotor elongaéniho proteinu la). Sekvence fznich
proteini VP1-BE-CT a VP1-BE-NT byly vlozeny pomoci topoizomerazové reakce do plazmidu
PENTR/D-TOPOQO. Z tohoto donorového plazmidu byly geny kodujici fuzni proteiny pieneseny
pomoci LR rekombinace do plazmidu pGwfAATG GFP (kap. 4.15.). Vzniklé plazmidy pVPI-
BE-NT a pVP1-BE-CT byly transfekovany do bunc¢k, exprese proteinu byla ovétena SDS-PAGE

a lokalizace fizniho proteinu byla ovéfena imunofluorescenci (obr. 20).
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Obr. 19. Schematické znazornéni plazmida pVP1-BE-NT a pVP1-BE-CT kédujicich fuzni proteiny
VP1-BE-NT a VP1-BE-CT. Plazmidy obsahuji expresni kazetu, kterd se skladd z eukaryotického
promotoru proteinu EFla, vlozeného genu, sekvence stabilizujici mRNA a polyadenyla¢niho signalu
odvozeného od mRNA proteinu EF1a. Déle plazmid obsahuje pocatek replikace rozeznavany v bakteriich
(MBI ori), sekvence zajistujici rezistenci k antibiotiku zeocin a sekvence odvozené od viru SV40 —
pocatek replikace (SV40 ori), promotor (SV40 promoter) a polyA sekvenci (SV40 Late PolyA). Fazni
proteiny VPlobsahuji misto pro biotinylaci proteinu ptimo v buiice (BioEase Tag), dvé cilova mista pro
TEV proteazu (TEV), His tag kotvu (HIS), dovolujici dodateénou purifikaci proteinu, a V5 epitop pro
snadnou detekci proteinu.

Fazni proteiny byly exprimovany v bunkach linie 3T3 (mysi fibroblasty) nebo 293T
(lidské embryonalni ledvinné buriky). Pfedpokladana molekulova vaha proteinu VP1-BE-NT je
57 kDa a proteinu VP1-BE-CT je 60 kDa. V bunééné linii 3T3 byly exprimovany oba fazni
proteiny (obr. 20 A a B), i kdyzZ protein VP1-BE-CT byl exprimovan ve velmi malém mnozstvi
(obr. 20 B, draha 1 versus draha 2, znaceni protilatkou proti proteinu VP1), byl ale ve vétsi mife
biotinylovany (obr. 20 B, znaceni fuznich proteinii protilatkou proti proteinu VP versus
protilatkou proti biotinu). V bunééné linii 293T byly exprimovany oba fiizni proteiny ve vétsim
mnozstvi nez v bunétné linii 3T3 (obr. 20 D versus B, detekce specifickou protilatkou proti
proteinu VP1). Mira biotinylace byla stejna jako u bunééné linie 3T3, protein VP1-BE-CT byl
biotinylovan vice (obr. 20 B a D). Fazni proteiny vykazovaly v obou testovanych bunécnych
liniich stejnou subcelularni lokalizaci, vyskytovaly se jak v jadie i cytoplazmé (obr. 20 A a C).
Protoze mira exprese fuznich proteinil byla v buiikach linie 293T vys$i a jejich lokalizace a mira
biotinylace se neliSily od stavu v bunikach linie 3T3, byly pro vSechny dal$i experimenty pouzity

buiiky linie 293T.
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Obr. 20. Charakterizace proteini VP1-BE-NT a VP1-BE-CT. Plazmid pVP1-BE-NT nebo pVP1-BE-
CT byly transfekovany do bunék linie 3T3 (A a B) nebo 293T (C a D), fixovany po 30 h a protein VP1-
BE-NT nebo VP1-BE-CT byl oznacen protilatkou proti proteinu VP1 (Cervené) a DNA byla oznacena
DAPI (modie) (A a C). B a D - Transfekované buiiky byly lyzovany 30 h po transfekci a lyzat byl
rozdélen na SDS-PAGE (10% gel), separované proteiny byly pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu a
proteiny VP1-BE-NT a VP1-BE-CT byly oznaceny specifickou protilatkou proti VP1 nebo biotinu. B —
Draha 1 — lyzat bunék produkujicich protein VP1-BE-NT, draha 2 — lyzat bunék produkujicich protein
VP1-BE-CT, draha 3 — lyzat bunék produkujicich protein VP1, draha 4 — lyzat buné¢k produkujicich
protein ARPC2 (obsahuje BE kotvu). D — draha 1 - lyzat bunék produkujicich protein VP1-BE-NT, draha
2 — lyzat bunék produkujicich protein VP1-BE-CT, draha 3 — lyzat netransferovanych bunék. M — marker
molekulovych hmotnosti (v kilo Daltonech). Sipka oznaduje fizni proteiny, hvézdicka (*) oznacuje
bunécné proteiny, které jsou v bunkach ptirozené¢ biotinylované.

Dale jsme testovali rozpustnost fuznich proteini. Mnozstvi rozpustného fizniho proteinu
VP1-BE-NT nebo VP1-BE-CT v lyzatu transfekovanych bunék (obr. 21 A) bylo podobné jako u
bun¢k exprimujicich protein VP1 (obr. 17 B, dréhy 3 a 4). VétSina fizniho proteinu se nalézala
Vv rozpustné frakci jak u bunck exprimujicich protein VP1-BE-NT tak u bunck exprimujicich
protein VP1-BE-CT. Pfitomnost detergentu v lyza¢nim pufru neméla zasadni vliv na rozpustnost
faznich proteini (obr. 21 A). Nakonec jsme testovali schopnost fuznich proteini tvofit

komplexy. Lyzat transfekovanych bun¢k byl separovan pomoci BN-PAGE na 3-12% gelu,

-74 -



separované proteiny byly pfeneseny na membranu a fuzni proteiny byly detekovéany specifickou
protilatkou proti biotinu (obr. 21 B). Oba dva fuzni proteiny jsme detekovali v komplexech o
velikosti vétsi nez 1 MDa a v komplexech o pfiblizné velikosti 500 kDa (obr. 21 B), tedy vétSich
nez je predpokladana velikost pentameru. Piedpokladana velikost pentameru tvofeného fliznim
proteinem VP1-BE-NT je 285 kDa a proteinem VP1-BE-CT je 300 kDa. V lyzatech
ptipravenych pomoci lyza¢niho pufru s detergentem (1% Triton X-100) se vyskytovalo vétsi

mnozstvi fuzniho proteinu (obr. 21 B), proto jsme dale lyzovali buniky pouze timto lyza¢nim

pufrem.
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Obr. 21. Proteiny VP1-BE-NT i VP1-BE-CT tvori v buiikach 293T komplexy. Buiky linie 293T byly
transfekovany plazmidy pVP1-BE-NT nebo pVP1-BE-CT a lyzovany 30h po transfekci. A —
Transfekované bunky byly lyzovany v lyzaénim pufru bez Tritonu X-100 (-T) nebo s Tritonem X-100
(+T) pro porovnani mnozstvi proteinu v rozpustné (s) a nerozpustné (p) frakci. Lyzaty byly rozdéleny na
SDS-PAGE, pifeneseny na membranu a fuzni proteiny byly detekovany specifickou protilatkou proti
proteinu VP1 nebo biotinu. Drahy 1 — 4 — buniky transfekované plazmidem pVP1-BE-NT, drahy 5 - 8 —
bunkky transfekované¢ plazmidem pVP1-BE-CT. Draha 9 — netransferované buiky. Liché drahy
reprezentuji nerozpustné frakce (p) a sudé drahy rozpustné frakce (s) fuznich proteinti. B - Transfekované
buriky byly lyzovany v lyza¢nim pufru bez Tritonu X-100 (-T) nebo s Tritonem X-100 (+T) a separovany
pomoci BN-PAGE (3-12% gel). Separované komplexy byly pieneseny na membranu a proteinové
komplexy byly oznaceny specifickou protilatkou proti biotinu. Drahy 1 a 4 - buiky transfekované
plazmidem pVP1-BE-NT, drahy 2 a 5 - buiky transfekované plazmidem pVP1-BE-CT, drahy 3 a 6 -
netransferované buiiky. Hodnoty markeru molekulovych vah jsou uvedeny v kilo Daltonech. Hvézdicka
(*) oznacuje bunécné proteiny, které jsou v buikach prirozen¢ biotinylované.
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5.2.2.2. Izolace a charakterizace komplexi proteini VP1-BE-NT nebo VP1-BE-CT
S bunéénymi proteiny.

Proteinové komplexy byly z bunék izolovany afinitni chromatografii, z pevné matrix byly
odstépeny TEV protedzou a zahuStény ultrafiltraci. Jedna pétina vysledného vzorku byla
separovana metodou BN-PAGE. Po obarveni separovanych komplexii Coomassie blue nebyly
detekovany zadné prouzky v draze komplext proteinu VP1-BE-NT a v draze komplexii proteinu
VP1-BE-CT pouze par velmi slabych pruht (obr. 22 A). Nicméné, po pieneseni separovanych
komplexi na membranu bylo specifickou protildtkou proti proteinu VP1 detekovdno nékolik
VP1 pozitivnich prouzkii v draze komplext proteinu VP1-BE-NT i VP1-BE-CT (obr. 22 B).
V obou drahach byly detekovany komplexy, které svou velikosti odpovidaly pentamertim
danych faznich proteint (obr. 22 B, oznafeny hvézdickou) a komplexy s vyssi molekulovou
vahou. V draze komplextt VP1-BE-NT byl detekovan komplex s molekulovou vahou 720 kDa a
dva difuzni pruhy, jeden o molekulové vaze 800-1000 kDa a druhy s molekulovou vahou nad
1 MDa. V draze komplexii proteinu VP1-BE-CT byl také detekovan difuzni pruh s molekulovou
vahou nad 1 MDa a také pruh o pfiblizné velikosti 700 kDa. Prouzek o této velikosti byl
detekovdn také barvenim gelu Coomassie blue. Tento pruh byl analyzovan hmotnostni
spektrometrii, ale mnozstvi proteinu obsazené v tomto prouzku bylo pod detek¢nim limitem této

metody. Proto jsme se rozhodli slozeni komplexti analyzovat pomoci SDS-PAGE.
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Obr. 22. Komplexy proteinu VP1-BE-NT nebo VP1-BE-CT sbunéénymi proteiny izolované
z bunék 293T. Proteinové komplexy byly izolovany afinitni chromatografii, st€peny TEV proteazou a
zahu$tény ultrafiltraci. Jedna pétina ziskaného vzorku byla separovana metodou BN-PAGE (3-12% gel),
separované proteiny byly vizualizovany ,,SimplyBlue SafeStain“ (A) nebo pfeneseny na membranu a
fazni proteiny byly oznaceny specifickou protilatkou proti proteinu VP1(B). M — marker molekulovych
vah (v kilo Daltonech), pentamery faznich proteinti jsou ozna¢eny hvézdickou (*).

Zbytek vzorku byl zahustén ultrafiltraci na 20 ul a separovan SDS-PAGE 4-16%
gradientovym gelem a separované proteiny byly obarveny Coomassie blue (obr. 23). Pruhy,
které byly analyzovany hmotnostni spektrometrii, jsou oznaceny v obr. 23 a vysledek analyzy je

shrnut v tabulce 2.
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Obr. 23. Proteiny obsaZzené v komplexech proteinu VP1-BE-NT nebo VP1-BE-CT s bunéénymi
proteiny izolované z bunék 293T. Proteinové komplexy byly izolovany afinitni chromatografii, §t€peny
TEV proteazou a zahutény ultrafiltraci. Ctyfi pétiny ziskaného vzorku byly separovany SDS-PAGE (4-
16% gel), separované proteiny byly vizualizovany ,,SimplyBlue SafeStain“. Proteiny oznacené Cervenou
teCkou byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. M — marker molekulovych vah (v kilo
Daltonech).

Ve vzorcich jsme nalezli hlavné proteiny VP1-BE-NT nebo VP1-BE-CT a TEV proteazu.
Ukazalo se, ze protein VPI-BE-CT je vbunkach ubiquitinylovan, coz s velikou
pravdépodobnosti vede k jeho proteazomalni degradaci. Dale jsme identifikovali bunétné
proteiny Hsp 90a, GAPDH a cytoskeletarni keratin typ 1. Ovéfeni interakci téchto buné¢nych
proteinu s proteiny VP1-BE-CT a VP1-BE-NT jakozto i jejich piipadné zapojeni v morfogenezi

virionu a zivotnim cyklu viru vyZaduje dal$i zkoumani.
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prouzek ¢islo identifikace

1 VP1-BE-NT
2 Hsp90A
E 3 VP1-BE-NT
L 4 VP1-BE-NT
U.J 5 VP1-BE-NT, keratin, typ I cytoskeletal 9
E 6 VP1-BE-NT, keratin, typ I cytoskeletal 9
> 7 VP1-BE-NT, GAPDH
8 TEV
9 Hsp90A, VP1-BE-CT-ubiquitin
10 VP1-BE-CT-ubiquitin
11 -
lL_) 12 VP1-BE-CT-ubiquitin
L] 13 VP1-BE-CT
an 14 VP1-BE-CT
—
o 15 VP1-BE-CT
> 16 VP1-BE-CT
17 VP1-BE-CT
18 TEV

Tabulka. 2. Proteiny identifikované pomoci hmotnostni spektrometrie obsazené v komplexech
proteinu VP1-BE-NT nebo VP1-BE-CT s bunéénymi proteiny.
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6. Diskuze
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6.1. Studium ¢asné faze infekce mysiho polyomaviru

Endocytické drahy vyuzivané riznymi ¢leny celedi Polyomaviridae k jejich cesté do
bunécného jadra byly a jsou velmi intenzivné studovany. Presto je stale v pochopeni
mechanismt jejich pohybu fada mezer a vyzkum byl provazen i fadou omyli. Problém je, ze
pouze malad frakce polyomavirti internalizovanych builkou uspéje a dopravi svij genom do
bunécného jadra. Bunika svadi vétSinu virovych ¢astic na neproduktivni drahy, které kon¢i jejich
likvidaci. Metodami konfokalni mikroskopie je tedy obtizné, ¢asto nemozné, produktivni drahu
vystopovat. Navic, u nékterych vira (Sieczkarski a Whittaker, 2002, Leopold a Crystal, 2002)
bylo zjisténo, ze inhibuje-li se jejich produktivni drdha, viry zneuziji pro infekci néjakou
alternativni moznost. V neposledni fad¢, nckteré endocytické drahy, jejich kompartmenty a
mozna propojeni nebyly a dodnes nejsou dobie charakterizovany. Pravé studium pohybu vird a
napft. bakteridlnich toxinli poméha mezery ve znalostech endocytickych mechanisma doplnit.

Tato prace navazala na nase predchozi studie pohybu mysiho polyomaviru od bunééné
membrany k jadru (viz kap. 2.10. Richterova et al., 2001, Mannova a Forstova, 2003). Pokusili
jsme se dofesit otazku vackl, kterymi vstupuji viriony MPyV do bunék. Pomoci dominantné
negativnich mutant Epsl5 jsme potvrdili, ze MPyV pro svou internalizaci klatrinem obalené
vacky nevyuziva, na rozdil od JC viru (Pho et al., 2000) a v souladu s SV40 (Damm et al., 2005).
Daéle nas zajimala role kaveolinu 1 v internalizaci MPyV. Pozorovani zivych bun¢k ukazovalo na
to, Ze MPyV je internalizovan jak ve vaccich obsahujicich kaveolin 1 tak i ve vaccich tento
protein neobsahujicich. To, Ze MPyV efektivné vstupuje do bun¢k nezavisle na kaveolinu 1 jsme
demonstrovali pfi infekci Jurkat bun€k (neexprimuji kaveolin 1, takZe postradaji funkéni
kaveoly). MPyV byl témito bunkami efektivné internalizovan. Tato data naznacuji, Ze
internalizace MPyYV neni zavisla na kaveolinu 1. Piekvapujici bylo, ze neméné efektivné byl
internalizovan 1 virus SV40, ktery jsme do pokusu pfibrali pro srovnani. Je vSak kaveolin 1
nezbytny pro produktivni infekci? Na to odpovédél pokus s genem pro dominantn€ negativni
mutantu kaveolinu 1. Jeho exprese nezabranila produktivni infekci bunék MPyV. Podobnych
vysledkl bylo soucasné dosazeno pii studiu endocytdzy viru SV40. Mysi fibroblasty odvozené
od mysi neexprimujici kaveolin 1 (kaveolin 1 ,.knokout) byly timto virem infikovany se stejnou
efektivitou jako buiiky kontrolni (Damm et al., 2005). Tato data naznacuji, ze bud’ kaveolinem 1
zprostiedkovana endocytdéza muze byt soucdsti neproduktivni dréhy infekce nebo ze vacky
odvozené od kaveol jsou =zastupitelné svacky odvozenymi od jinych membranovych
mikrodomén.

DalSim pfinosem této prace je dikaz, Ze MPyV je transportovan do ¢asnych endozomd,

Ze tento transport je zavisly na draze zavislé na GTPaze Rab 5 a Ze priichod ¢asnymi endozomy
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je dulezity pro produktivni infekci. Efektivita infekce byla zna¢n€ snizena u bunék produkujicich
dominantné¢ negativni mutantu GTP4zy Rab 5. Zajimavym momentem téchto vysledki je, ze
naznacuji propojeni této cesty s endocytickou drahou vychazejici z klatrinovych vack, ktera jde
ptes ¢asné endozomy do pozdnich a recyklujicich endozomu. Tyto vysledky nebyly v souladu
ani s pracemi o pohybu viru SV40 (Pelkmans et al., 2001), ani s pracemi o pohybu MPyV
(Gilbert a Benjamin, 2000). V pozdé&jsi praci, Pelkmans et al. (2004) uvadéli, ze kavikly (vacky
odvozené z kaveol bohaté na kaveolin 1) nesouci viriony SV40 mohou flzovat s ¢asnymi
endozomy. Ukdzali, Ze tento proces je zavisly na GTPaze Rab5. Jakmile dojde k fizi membrany
kaviklu s membranou ¢asného endozomu, vytvoii se subdomény bohaté na kaveolin 1, které se
nemisi s okolni membranou. Po né¢jakém case dojde k opetovnému spojeni subdomén bohatych
na kaveolin 1 a jejich oddéleni v podobé vacku, ktery putuje dale buiitkou. Zaroven ale tito autofi
deklarovali, Ze viriony, které jsou translokovany do ¢asnych endozomil, jsou ty, které nekonci
produktivni infekci. My jsme také pozorovali, Ze jak v buikach infikovanych, tak i
neinfikovanych, lze markery casnych endozomti a kaveolin 1 detekovat jako subdomény
jednotlivych endozomalnich vackl. Tato pozorovani tedy ukazuji, Ze od kaveol odvozené vacky
mohou fizovat s asnymi endozomy a tak mulze dojit i k transportu polyomaviri z vacka
bohatych na kaveolin 1 do casnych endozomi. O tom, jestli virus, ktery byl internalizovan
endocytickou drahou zavislou na kaveolinu 1, bude dale transportovan produktivni drahou,
mohou rozhodovat pravé tyto translokace. Stejné tak ke stejnému propojeni obou drah
pravdépodobné dochdzi i u vack, které kaveolin 1 neobsahuyji.

Pro spravné fungovani endozomt je diilezité jejich pH. Proto nas zajimalo, jestli je kyselé
pH endozomu dulezité pro produktivni infekci. K alkalizaci endozomt jsme pouzili dvé latky —
chlorid amonny a bafilomycin Al. Virus v podstaté ztratil infektivitu, pokud byly latky
zpuisobujici alkalizaci endozomi pifitomny v médiu v ¢ase vstupu viru do buriky a pii Casné fazi
pohybu viru k jadru (2 h pied infekci a po adsorpci viru na povrch bunék). Pokud byly latky
pfidany v pozdégjsSich Casech po infekci (2 h a 4 h po infekci) k ovlivnéni Uc€innosti infekce
prakticky nedoSlo. Z téchto vysledki plyne, ze produktivni infekce mySim polyomavirem u
bune¢k linie 3T6 a NMuMG je zavisld na pH endozomi. Toto nase zjisténi bylo opét v pfimém
rozporu s praci Gilbertové a Benjamina (2000). Gilbertovou a Benjamina zajimalo, jestli MPyV
pii pohybu k jadru vyuziva bunééné kompartmenty s kyselym pH. Buiiky linie NIH 3T3 a BMK
(baby mouse kidney cells) inkubovali s chloridem amonnym v koncentracich 1 mM, 5 mM, 10
mM a 25 mM. O téchto koncentracich je zndmo, Ze inhibuji infektivitu virQ, jejichz efektivita
infekce je ovlivnéna zménou pH endozomt (Marsh a Helenius 1989). U takto oSetienych bun¢k

nemélo zvySeni pH endozomt vliv na miru infekce. Podle téchto autort je tedy infekce nezavisla
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na pH endozoml a mySi polyomavirus k produktivni infekci nepotiebuje kyselé bunécné
kompartmenty (Gilbert a Benjamin, 2000). Tento rozpor muze byt vysvétlen rozdilnou
metodologii a vysokou multiplicitou infekce, ktera mohla ucinit MPyV rezistentni k pH
endozomu. Nicméné, naSe vysledky byly pozdéji potvrzeny, mimo jiné praci autori Qian et al.
(2009). Dnes neni pochyb o tom, ze polyomaviry potfebuji pro svou produktivni infekci kyselé
pH endozomt.

Otazkou ale stale ztstava, k ¢emu piesné polyomaviry nizké pH endozomu poticbuji.
Kyselé prostiedi endozomt mtize mit vliv na samotny virion. Muze zptusobit konforma¢ni zménu
virové Castice, kterd je nezbytna pro uspéSné infikovani hostitelské bunky. Viry, které vstupuji
do bunék drdhou klatrinem zprosttedkované endocytozy, vyuzivaji kyselé pH endozomi
K uvolnéni virionu z endozomu. Jednim ztéchto virG je virus chiipky. Kyselé prostiedi
endozomu aktivuje M, iontovy kandl nachézejici se v lipidovém obalu viru (Holsinger et al.,
1994). Tato aktivace zapfiCini tok iontl dovniti virionu, zplsobi okyseleni vnittku virionu a
narusi proteinové interakce mezi matrixovym proteinem M; a ribonukleoproteiny (Hay 1992),
mezi hemaglutininem a matrixovym proteinem M; a zpiisobi konformacni zménu hemaglutininu
(Bron et al., 1993). Diky témto zméndm dojde k fuzi virového lipidického obalu s membranou
endozomu a uvolnéni ribonukleoproteinti do cytosolu. U papillomavira bylo také pozorovano, ze
pro unik z ¢asného endozomu je nepostradatelna konformacni zmeéna kapsidy, ktera je zavisla na
kyselém pH endozomu (Smith et al., 2008, Dabydeen a Meneses 2009). Kyselé pH endozomu
ma ziejmé vliv i na viriony mysiho polyomaviru. Nizké pH v endozomu indukuje konformacni
zmény proteinu VP1, vedouci k destabilizaci kapsidy, ktera usnadiuje rozvolnéni virionu v ER
(Qian et al., 2009). Neda se také vyloucit, ze by se MPyV mohl uvolnovat z endozomii do
cytoplazmy. Predpoklada se, ze myristylovany N-konec proteinu VP2 by mohl byt schopen
penetrovat membrany a mohl by se podilet na vstupu viru do buiky. Protein VP2 neni
lokalizovan na povrchu virionu, proto aby mohl s membranou interagovat, musi se na povrch
virionu dostat alesponn N-konec tohoto proteinu. Chen et al.,, (1998) navrhli na zaklad¢
krystalografickych dat, Ze by teoreticky bylo mozné, aby se N-konec proteinu VP2 uvolnil
z vnittku virionu, aniZ by doslo k uplné disociaci virionu. Protein VP2 je v dutiné¢ pentameru
ukotven C-koncem pomoci hydrofobnich interakci. N-koncova ¢ast je flexibilni a proto by mohla
byt ,,vysunuta® z pentameru ven, pokud dojde ke konformac¢ni zméné proteinu VPI tak, aby se
vytvofil otvor ve VP1 pentameru. In vitro studie minoritnich strukturnich proteint ukazaly, ze
poslednich 35 C-koncovych aminokyselin minoritnich strukturnich proteinii je schopno
interagovat, naruSovat a flizovat membrany (nepublikované vysledky). Kyselé prostiedi

endozoml by mohlo zplsobit konformaéni zmény v uspofaddni pentameru, mohlo by dojit
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k jeho rozvolnéni a uvolnéni minoritnich strukturnich proteind. Ty (at’ uz C-konec proteind VP2
nebo VP3 nebo myristylovany N-konec proteinu VP2) by pak mohly rozrusit membranu
endozomu a tak by mohlo dojit k uvolnéni virionu (nebo nucleocore) do cytoplazmy. Qian et al.,
(2009) sice nepiimo ukazali, ze ke zméné konformace v dusledku kyselého pH pravdépodobné
dochazi, ale lokalizaci proteinu VP2 v kapsid¢ nezkoumali, proto moznost uvolnéni minoritnich
strukturnich proteint z kapsidy bude nutné dale studovat.

Naruseni endozoméalniho pH muze ovliviiovat transport endozomy, popftipadé tfidéni
nakladu endozomu do specifickych kompartment. Hypotézu o takovém tiidéni piinasi prace
Pelkmanse et al. (2004). Cholera toxin a virus SV40 rozeznavaji stejny receptor — gangliosid
GM1, presto jejich setkdni s Casnym endozomem probihd odlisné. Oba navazany na receptor
putuji v kaviklu a fizuji s casnym endozomem. Po fizi nedojde k samovolné difuzi proteint
vazanych v membrané vacku, proteiny jsou drzeny v subdoménach tvotfenych kaveolinem 1.
al., 1997) a tato zména muze byt dostacujici pro difuzi receptoru z kaveolarnich domén do
membranovych domén Casnych endozomi. Na rozdil od toxinu cholery, kyselé pH endozomu
nema vliv na vazbu virus SV40-GM1, virus SV40 zistavd po oddeleni vackl lokalizovan
v kaviklu a pokracuje dale do kaveozomu. Pokud dojde k alkalizaci endozomu, nedojde
K uvolnéni komplexu choleratoxin-GM1 z kaveolarni subdomény. Autofi se domnivaji, ze
podobnou cestou mohou byt tfidény rtizné proteiny navazané na gangliosidy.

Kyselé prostiedi mize byt dileZité pro samotnou funkci endozomu. Pokud dojde ke
zvySeni pH, Casny endozom neni schopen dopravit sviij ndklad do dalSich kompartmentii. Po
aplikaci latek alkalizujicich endozomy jsme pozorovali zadrzeni MPyV v ¢asnych endozomech.
Zvyseni endozomalniho pH u bunécéné linie 3T6 mohlo ovlivnit maturaci ¢asného endozomu,
coz mélo za nasledek hromadéni MPyV v téchto kompartmentech a zastaveni transportu.
Z Casnych endozomu je nédklad casto transportovan do jeSté€ kyselejSich kompartmenti, tzv.
pozdnich endozomi. Ve fixovanych buiikdch nebyla pozorovana lokalizace MPyV v pozdnich
endozomech (Mannova a Forstova, 2003). Nedavno vSak bylo pozorovéno, pii sledovani pohybu
MPyV v Zivych buiikdch, Ze viriony pozdnim endozomem prochdzeji. Toto pozorovani bylo
potvrzeno zjisténim, Ze dominantné negativni mutanta GTPazy Rab 7 (zabranuje fuzi pozdniho
endozomu s ostatnimi vacky) vyrazné redukovala infekci. OSetfeni bunék bafilomycinem Al
vSak piekvapivé transport virionti do pozdnich endozoml neovlivnilo (Qian et al., 2009).
V burice existuji dveé populace ¢asnych endozomt (Lakadamyali et al., 2006). Nékteré molekuly
jsou transportovany do vackl nazyvanych statické ¢asné endosomy, zatimco jiné molekuly jsou

transportovany do dynamickych ¢asnych endozomii (Lakadamyali et al., 2006). Ttidéni MPyV
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do dynamickych endozomli muze ptedstavovat cestu produktivni infekce, zatimco MPyV
zadrzeny v statickém casném endozomu muize byt sveden na neproduktivni drahu infekce.
Osetfeni bun¢k bafilomycinem Al nebo chloridem amonnym muze vést k narusSeni tohoto
tfidéni, kdy je virus pfednostné transportovan do statickych casnych endozomt, kde miize byt
zadrzovan a identifikovan i1 v pozdnich fazich infekce. Dale nemlzeme také vyloucit vliv latek
alkalizujicich endosomy na rizné bunécné linie.

Nakonec jsme pomoci metody FRET ukazali, ze je MPyV v perinuklearnim prostoru
lokalizovéan v recyklujicim endozomu. Role tohoto bunééného kompartmentu v dopravé genomu
MPyV do jadra je dosud neobjasnéna. Dominantné negativni mutanta GTPazy Rabl1 (zabranuje
fuzi tohoto endozomu s ostatnimi endosomy) nema signifikantni vliv na efektivitu infekce
MPyV (V. Zila, nepublikované vysledky). Tento endozom by se tak mohl stat souéasti
neproduktivni drdhy infekce, mohl by slouzit jako ,,sbérmné misto* pro viriony, které
Z jakéhokoliv diivodu nebyly uspésné transportovany produktivni drahou. Mohl by sem byt cilen
virus z vacku bohatych na kaveolin, ktery netranslokoval do ¢asného endozomu, popiipadé i
virus z ¢asného endozomu, ktery nebyl transportovan do endozomu pozdniho.

Na zékladé¢ téchto poznatkli mtizeme shrnout endocytickou drahu vstupu MPyV do bunék
takto: Virus je na povrchu bunék navazan na bunécny receptor a mize byt endocytovan do
hladkych vackl, znichz nékteré mohou byt odvozené od kaveol. Monopinocytické vacky
(obsahujici, ¢i neobsahujici kaveolin 1) mohou fuzovat s asnymi endozomy a MPyV je tak
transportovan do casnych endozomt, dale do pozdniho endozomu a také do recyklujicich
endozomu. Jak se dostane virus z pozdniho endozomélniho kompartmentu do ER neni jasné. V
ER dochazi k rozvolnéni virionu a rozvolnény virion nebo nucleocore je transportovan dosud
nezndmym mechanismem piimo do jddra nebo do cytosolu a odtud jadernym pérem do jadra.
Jako zcela zasadni se pro produktivni infekci jevi tfi déje — nasednuti na spravny receptor,
transport do endozomu (€asného nebo pozdniho) a transport do endoplazmatického retikula.

V zavislosti na téchto soucasnych poznatcich o endocytické draze MPyV byl zcela
revidovan model vstupu viru SV40 do bun¢k (Engel et al., 2011). Podle sou¢asného modelu
vstupuje virus SV40 do bunék receptorem zprosttedkovanou endocytézou ve vaccich
obsahujicich kaveolin 1 i ve vaccich kaveolin 1 neobsahujicich. Dale je transportovan do
Casnych a pozdnich endozomi, efektivita infekce je zévisla na kyselém pH endozomi.
Z pozdniho endozomu je transportovan pomoci COPI va€kl do endoplazmatického retikula. Zde
dojde pusobenim retikularnich proteinti k rozvolnéni virionu a translokaci minichromozomu
nebo rozvolnéného virionu do jadra. Diive popsana draha zahrnujici transport viru vacky

bohatymi na kaveolin 1 do kaveozomu je pokladana za neproduktivni. Je zajimavé, ze
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kaveozomy, ptivodné charakterizované jako organely s neutrdlnim pH, jsou nyni pokladany za
pozdni endozomy (tedy vacky s kyselym pH), ve kterych je degradovan kaveolin 1 (Engel et al.,
2011, Hayer et al., 2010).

I kdyz endocytickd draha nékterych zastupctu celedi Polyomaviridae je jiz viceméné
charakterizovana stale zistava k dofeseni otazka, jakym pfesnym mechanismem a zdali je virion
transportovan z pozdniho endozomu do ER, z ER nebo z cytoplazmy do jadra nebo detailni

charakterizace alternativni endocytické drahy.

6.2. Studium interakci strukturniho proteinu VP1 MPyV V pozdnich fazich infekce

Jednou z dosud neobjasnénych udalosti v zivotnim cyklu mysiho polyomaviru je
morfogeneze viriond. Jednotlivé proteinové komplexy vznikajici v pozdnich fézich
polyomavirové infekce byly jiz izolovany a charakterizovany co do obsahu virovych proteinti a
bunéénych histonti (Yuen a Consigli 1985). Rada pokusti o uspoiadani viriont z virovych
komponent in vitro, skonéila netspésné a je velmi pravdépodobné, ze v procesu morfogeneze
virionu hraji roli také bunécné proteiny, ptipadné nektery z ¢asnych virovych antigent. Proto se
nas zdjem soustied’uje na identifikaci bunéénych proteint asociovanych s hlavnim kapsidovym
proteinem VP1 v pozdnich fazich infekce. Jednim z pfistupti tohoto studia je separovat
prekurzory virionti a pokusit se je charakterizovat co do obsahu bunéénych proteinti. Pro
separaci proteinovych komplext vznikajicich béhem procesu morfogeneze virionu jsme zvolili
metodu modré nativni elektroforézy. Tato metoda byla plvodné vyvinuta pro separaci
nekovalentné¢ vazanych membranovych proteintt mitochondrii. RozliSeni mitochondridlnich
multiproteinovych komplexii separovanych metodou BN-PAGE je daleko vyssi nez centrifugace
Vv hustotnim gradientu nebo separace gelovou filtraci (Schagger a von Jagow, 1991). Pozd¢ji byla
tato metoda adaptovana pro separaci celobunééného lyzatu (Camacho-Carvajal et al., 2004) nebo
jaderného lyzatu (Novékova et al., 2006). Separace pomoci BN-PAGE je v soucasnosti zavedena
jako senzitivni metoda s vysokym rozliSenim pro analyzu molekulové hmotnosti, homogenity a
oligomeru nativnich proteint (Schagger et al., 1994).

Vzhledem k tomu, Ze morfogeneze virionu probihd v jadfe, rozhodli jsme se nejprve
zamgéfit na jaderné proteinové komplexy. Pro dobrou separaci proteinil touto metodou je dilezita
jejich rozpustnost. Ukazali jsme, ze rozpustnost hlavniho kapsidového proteinu VP1 je v jaderné
frakci velmi mal4, nezavisle na koncentraci kyseliny 6-aminokapronové a piitomnosti
detergentii. V jadernych lyzatech bunék transientné produkujicich protein VPI je rozpustnost
tohoto proteinu daleko vétsi, zhruba 50% proteinu se nachazi v rozpustné frakci. Predpoklada se,

ze v infikovanych buiikach asociuje virova DNA s jadernou matrix, kde probiha replikace virové
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DNA a morfogeneze virionu. Vznikaji tak velké nukleoproteinové komplexy, které mohou byt
vazbou na jadernou matrix zadrzovany v nerozpustné frakci. U bunék transientné produkujicich
protein VP1 s nejvétsi pravdépodobnosti k asociaci s DNA nedochazi, tudiz se i vic proteinu
nachazi v rozpustné frakci.

Ptedpokléadali jsme, ze v pribéhu morfogeneze vznika virion postupné, tedy obalovanim
minichromozomu proteinem VP1 za postupného vzniku kapsidy. Dle tohoto modelu mizeme
tedy usuzovat, ze se v bunéném jadie kromé nukleoproteinovych komplexi rizné velikosti
vyskytuji 1 malé proteinové komplexy, kterym jejich velikost nebrani vstupu do separacniho
gelu. Bohuzel se ukézalo, ze proteinové komplexy izolované z jader infikovanych bunék tvorené
proteinem VP1 nebyly schopny vstoupit do gelu. Diivodem mohlo byt to, ze protein VP1, at’
specificky ¢i nespecificky, vytvoril komplexy s virovou a pravdépodobné i bunécnou DNA. Tyto
komplexy byly piili§ velké (vétsi nez 1 MDa) takze nebyly schopné vstoupit do separa¢niho
gelu, prestoze koncentrace akrylamidu na pocatku gradientového gelu byla pouze 4%.
Formovani komplext pentamertt VP1 s DNA nebo VLPs s DNA byla jiz dfive popsana in vitro
(Stokrova et al., 1999) a ve frakcich lyzati infikovanych bungk separovanych metodou gelové
filtrace obsahujicich protein VP1 (Hornikové, nepublikované vysledky). Pro alespoil ¢astecné
odstranéni nukleové kyseliny z proteinovych komplext byly lyzaty infikovanych bun¢k oSetfeny
DNazou I. Ukézalo se, Ze tento krok nebyl pfili§ ucinny. Po separaci oSetfenych lyzatl jsme
detekovali specifickou protildtkou proti proteinu VP1 opét proteinové komplexy obsahujici
protein VPI o velikosti vétsi neZ 1 MDa, a navic také komplex o pfiblizné velikosti 440 kDa
(obr. 14 Bb). Tento komplex vSak byl natolik slabé zastoupen, ze se jej nepodafilo blize
charakterizovat. Svou elektroforetickou mobilitou odpovida velikosti dvou pentamert tvofenych
proteinem VP1, ale neda se vyloucit i1 interakce s bunéénymi proteiny. Je zfejmé, Ze velka cast
DNA je v komplexech s VP1 a dalsimi proteiny (napf. bunénymi histony) chranéna pied
Stépenim DNazou |.

Rozhodli jsme se tedy pouzit k separaci celobunécné lyzaty infikovanych bunék a také
bunék transientné produkujicich protein VP1. Povzbuzenim byla prace Liu et al. (2009). Autof1
vni pouzili BN-PAGE vV komparativni proteomice k identifikaci komplext pfitomnych
Vv buiikéch s integrovanym genomem viru hepatitidy B. Separovali bunééné lyzaty HepG2 bunck
a HepG2.2.15 bunék (buné¢na linie jaternich bun€k konstitutivné produkujicich virus hepatitidy
B z integrované¢ho virového genomu) a pozorovali dva pruhy specifické pro bunécnou linii
HepG2.2.15. Oba pruhy obsahovaly komplexy, které byly tvofeny vyhradné bunéénymi
proteiny, zahrnujicimi také chaperony. Autofi ukazali, Ze nékteré identifikované proteinové

komplexy jsou diilezité pro replikaci viru.
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U jadernych lyzath z buné¢k transientné produkujicich protein VP1 jsme nepozorovali, Ze
by proteinové komplexy tvofené proteinem VP1 nebyly schopny vstoupit do separacniho gelu.
Detekovali jsme n€kolik VPI pozitivnich komplexti. Podobné v celobunécnych lyzatech jak
infikovanych bunék, tak bun¢k produkujicich pouze protein VP1 bylo mozno detekovat n¢kolik
typti komplexti obsahujicich protein VP1. Ve vSech lyzétech (i u kontrolnich bun¢k) bylo mozno
detekovat pomoci Coomassie blue velmi slabé pruzky riznych bunéénych komplexti. Nepodatilo
se vSak najit zadny, ktery by nebyl vidét téZ u kontrolnich lyzati ptivodnich (netransfekovanych
a neinfikovanych) bunék. To, Ze proteinové komplexy v naSem provedeni BN-PAGE byly
separovany, doklada skutecnost, Ze jsme byly schopni detekovat rtizné komplexy bunééného
proteinu Sp100 a také pomoci hmotnostni spektrometrie detekovat v jednom z vice zastoupenych
prouzkli bunéénych komplexti komplex ATPéazy. Pokusili jsme se tedy pomoci specifickych
protilatek detekovat v komplexech obsahujicich protein VP1 bunécné proteiny, o kterych bylo
publikovéno, Ze s proteinem VP1 interaguji (pleiotropni bunéény regulator YY1, virovy ¢asny
antigen LT a bunéény chaperon Hsp 70). Protein YY1 se nam nepodafilo identifikovat ani
vV podobé monomeru. Tento protein se vyskytuje Vv bunkdch ve velmi malém mnozstvi,
pravdépodobné byl pod detekénim limitem této metody. Detekce velkého T antigenu narazila na
nedostate¢n¢ silnou protilatku. Protein Hsp 70 byl nalezen jako souc¢ast nckolika komplexa
obsahujicich protein VP1, jak v celobunééném lyzatu infikovanych bunék (obr. 16) tak i
Vv lyzatech bunék transientné exprimujicich protein VP1 (obr. 18).

Nalezli jsme né&kolik komplexti o rizné velikosti obsahujicich protein VP1. Problém
nastal pfi snaze zjistit, co tyto komplexy predstavuji. Vznikaji pfi morfogenezi virionu stejné
meziprodukty jako pfi vzniku VLPs? V infikovanych buiikach vznikaji viriony, v mensi mife
pseudoviriony a VLPs neobsahujici DNA. U bunék transientné produkujicich protein VP1 se da
ocekavat vznik VLPs neobsahujicich DNA a v menSi mife vznik VLPs obsahujicich DNA.
Prakticky ve vSech lyzatech jsme identifikovali komplex o velikosti 300 kDa (obr. 16 a 18;
krom¢ jaderného lyzatu infikovanych bun¢k, ale i zde mizeme jeho existenci predpokladat),
ktery obsahoval kromé& proteinu VP1 také protein Hsp 70. Bylo popsano, ze chaperony z rodiny
proteinu Hsp 70 asociuji s proteinem VP1 neprodlené po jeho syntéze, zistavaji v komplexu s
VP1 béhem formovani pentameru a jsou transportovany spolu s pentamerem do bunééného jadra
(Cripe et al., 1995). V praci Li et al. (2009) autofi usuzuji na zakladé mutacni analyzy, ze vazba
chaperonu Hsp 70 je dtlezita pro spravnou konformaci, stabilitu a transport VP1 pentameru viru
SV40 do jadra. Pfedpokladaji, Ze jedna molekula tohoto chaperonu se vaze na N-konec proteinu
VP1, druhd molekula na C-konec proteinu VP1 a tfeti molekula na ,,core pentameru. Na této

stabilizaci pentameru se kromé proteinu Hsp 70 podili 1 dalSi chaperony a pravdépodobné 1 velky
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T antigen. (Li et al., 2009). Nami identifikovany proteinovy komplex o velikosti 300 kDa je tedy
S nejveétsi pravdépodobnosti pentamer proteinu VP1 asociovany s bunénym chaperonem
Hsp 70, jehoz vazba zajistuje stabilizaci pentameru a jeho transport do jadra. Zde
pravdépodobné dochazi k disociaci proteinu Hsp 70 a pentameru, coZz ma za nasledek hromadéni
VP1 pentamer (komplexit o molekulové hmotnosti 240 kDa; obr. 18) v bunécném jadre.

V celobunéénych lyzatech bunck transientné produkujicich protein VP1 jsme také
pozorovali velké VP1 pozitivni komplexy o molekulové hmotnosti vétsi nez 1 MDa a obsahujici
protein Hsp 70 (obr. 18). Tyto komplexy se nevyskytovaly v celobunéénych lyzatech
infikovanych bunék. V bunkach transientné produkujicich protein VP1 (bez proteini VP2, VP3 i
bez LT) se tento protein nachazi zfejmé diky slabému jadernému lokaliza¢nimu signalu ve velké
mife 1 v cytoplazmé. Li et al. (2009) usuzuji, Zze protein VP1 mlze mit diky neptfitomnosti
velkého T antigenu problém se zaujmutim spravné terciarni konformace a proto i s transportem
do bunééného jadra. V cytoplasmé muize byt protein VPl rozeznavan celou tfadou dalSich
bunéénych chaperoni (napf. Hsp 90) a muze tak dojit ke vzniku velkych proteinovych
komplexti. Proporciondlni zastoupeni proteinu VP1 a Hsp 70 stejn¢ jako piitomnost dalSich
virovych anebo bunécnych proteini v komplexech detekovanych v infikovanych buiikdch nebo
Vv buiikdch transientné exprimujicich protein VP1, stejné jako jejich vyznam ve formovani
virionu budou ptredmétem dalsiho studia.

Kromé¢ komplext proteinu VP1 u nichz byl detekovan protein Hsp 70 se na BN-PAGE
vyskytovaly dalsi rizné veliké komplexy obsahujici protein VP1 avSak nikoliv protein Hsp 70.
Tyto komplexy se vyskytovaly hlavné v lyzatech bunck transientné exprimujicich protein VP1 a
mohou tak pfedstavovat meziprodukty vzniku VLPSs.

Zadny z nami detekovanych komplexti obsahujici protein VP1 nebyl zastoupen natolik,
aby mohl byt analyzovan hmotnostni spektrometrii. Po obarveni separovanych komplexi
infikovanych bunék i bun¢k transientné produkujicich protein VP1 Coomassie blue bylo patrno
pouze n¢kolik malo velmi slabych pruhti na silném pozadi. Celkové Ize shrnout, Ze metoda BN-
PAGE, ktera se tak dobfe uplatnila pro studium komplexu izolovanych mitochondrii, neni
vhodnou metodou pro studium tak komplexniho systému jako je bunécné jadro nebo buiika.
Metodu by jisté bylo mozno pouZit po piedchozi ¢astecné purifikaci sledovanych komplexd.

Pro izolaci a charakterizaci virovych komplexd jsme tedy zvolili novy piistup - metodu
afinitni chromatografie. Jako vhodnou kotevni sekvenci jsme vybrali BE kotvu, kterd je soucasti
systému nabizeného firmou Invitrogen pod nazvem ,,Native pure affinity purification system®.

Pro zajisténi individualni exprese strukturnich proteini mysiho polyomaviru byly

testovany ruzné piistupy, zahrnujici vybér riznych promotord, ale vSechny vedly k prakticky
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stejnému konci — mald, malo efektivni produkce strukturniho proteinu v bunice. Divody pro
nizkou expresi jsou nezndmé, ale mohou byt pfisuzovany regulaci na mnoha urovnich, jako je
zrani pre-mRNA, transport z jadra, stabilita mMRNA nebo translace proteinu (Acheson 1981,
Barrett et al., 1995). Nicméné, jako efektivni piistup pro zvySeni mnozstvi individudlné
exprimovanych minoritnich strukturnich proteinti v buiice se ukazala fuze sekvenci kddujici
strukturni minoritni proteiny se sekvencemi kodujici protein GFP nebo FLAG at’ uz na N- nebo
C-konci proteinu (Huerfano et al., 2010). Podobného vysledku zvyseni exprese bylo dosazeno
fuzi sekvence proteinu VP1 se sekvenci GFP (Hornikova, nepublikované vysledky). Proto jsme
piedpokladali, ze fuze (N- nebo C-koncova) genu proteinu VP1 se sekvenci BE kotvy zajisti
dostatecnou produkci fiznich proteint. Piekvapivé, i kdyz geny pro fuzni proteiny VP1 byly pod
kontrolou silného c¢asného promotoru cytomegaloviru (CMV) exprese fuznich proteinl
Vv buiikach byla velmi nizka. Proto jsme pieklonovali sekvence fiznich proteinii do plazmidu
pGwf (Buck et al., 2006). Gen vkladany do tohoto plazmidu je pod kontrolou silného
konstitutivné exprimovaného bunééného promotoru a zarovein tento plazmid obsahuje regulacni
sekvenci WPRE, kterd zajist'uje stabilitu a transport mRNA vklddaného genu z bunécného jadra
do cytoplazmy. Tato regulacni sekvence se pouzivd pro posileni exprese transgenii u
retrovirovych vektorl, kde nezavisle na pouzitém promotoru muize posilit expresi dané¢ho genu
az osmkrat (Zufferey et al., 1999). Pozitivni vliv téchto regula¢nich sekvenci na miru exprese byl
ukézéan u individuélni exprese proteinu VP1, jehoZ gen byl vloZen do tohoto plazmidu (Tolstov
etal., 2009).

Nejprve jsme provedli zakladni charakterizaci obou fiznich proteind VP1-BE-CT a VP1-
BE-NT. Protein VP1-BE-NT byl v bunkéach exprimovan velmi efektivné a byl lokalizovan
Vv jadfe i bunétné cytoplazmé. Protein VP1-BE-CT byl v bunkach lokalizovan také v jadre i
Vv cytoplazmé, ale jeho exprese byla v porovnani s proteinem VP1-BE-NT daleko nizsi. I kdyz se
protein VP1-BE-NT exprimoval daleko vice nez protein VP1-BE-CT, jeho mira biotinylace byla
daleko nizsi, nez u proteinu VP1-BE-CT. Podobny rozdil v efektivité exprese byl pozorovan i u
faznich proteind VP1 s GFP, kdy fazni protein VP1-GFP (C-koncova flze) byl exprimovan
sdaleko niz8i ucCinnosti nez fuzni protein GFP-VP1 (N-koncova faze) (Hornikova,
nepublikované vysledky). Na rozdil do minoritnich strukturnich proteint, kde rozdil v expresi N-
a C-koncovych faznich proteind pozorovan nebyl (Huerfano et al., 2010). Pfipojeni BE kotvy na
N- konec ani na C-konec proteinu VP1 nemélo vliv na jejich schopnost tvofit komplexy.

Fuzni proteiny VP1 byly izolovany metodou afinitni chromatografie, zahuStény
ultrafiltraci a separovany BN-PAGE. Oba fizni proteiny VP1 jsme izolovali ve formé pentameru

a také jako soucast velkych komplext. Pro identifikaci bunécnych proteinti obsaZenych v téchto
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komplexech jsme izolované proteiny separovali pomoci SDS-PAGE a jednotlivé proteiny byly
identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. V draze fuzniho proteinu VP1-BE-NT jsme
identifikovali protein VP1-BE-NT, buné¢ny chaperon Hsp 90a, protein GAPDH a keratin typ I,
cytoskeletal 9. V draze fuzniho proteinu VP1-BE-CT jsme nalezli protein VP1-BE-CT a
bunéény chaperon Hsp 90a. Oba dva fuzni proteiny VP1 byly identifikovany jako prouzky o
vétsi molekulové hmotnosti, nez byla jejich predpokladand. Nizsi elektroforetickd mobilita
proteinu VP1-BE-CT s niZsi elektroforetickou mobilitou odhalila, Ze tyto formy tohoto proteinu
jsou ubiquitinylované. Tato modifikace vede pravdépodobné k degradaci tohoto proteinu
V buiice, ¢imz Ize vysvétlit jeho nizsi expresi oproti proteinu VP1-BE-NT. Ptfipojeni kotvy na C-
konec proteinu VP1 neovliviiuje schopnost tvofit pentamery (byly detekovany), ale s velkou
pravdépodobnosti ma za nésledek to, ze pentamery nejsou schopny interagovat mezi sebou.
Protein se tak v bufice vyskytuje pouze ve formé pentamer, ty jsou pravdépodobné rozpoznavany
jako protein se Spatnou konformaci, jsou oznaceny ubiquitinylaci a degradovany v proteazomu.
Rozdil v mife exprese tak mezi N- a C-koncovou fuzi (GFP nebo BE kotva) patrné¢ neni na
urovni mRNA (at’ uz stability nebo transportu), ale je dan stabilitou daného proteinu.

U proteinu VP1-BE-NT ubiquitinylace nalezena nebyla, formy proteinu VP1-BE-NT
snizsi elektroforetickou mobilitou pravdépodobné predstavuji protein s posttranslacnimi
modifikacemi. Protein VP1 je v bunikach hojné posttranslatné modifikovany a v lyzatech
infikovanych bun€k pfipravenych v pozdnich fazich infekce byvaji Casto detekovany formy
proteinu VP1 o nizsi elektroforetické mobilité¢ nez je predpokladana mobilita proteinu VP1
(Forstova et al., 1993). Timto se fuzni protein VP1-BE-NT podoba proteinu VP1. Otézkou
zustava, v jaké formé je tento protein v bunikdch pfitomen. N-koncové fize nezabranuje tvorbé
pentamer ani vzdjemné interakci mezi pentamery. Teoreticky by tento protein mohl tvofit VLPs,
ale daleko pravdépodobnéjsi je, Ze tvoii Utvary anebo agregaty, které pfipominaji rozvolnéné
VLPs. BE kotva je tak pravdépodobné orientovana dovnitf tohoto utvaru, analogicky jako je N-
konec proteinu VP1 orientovan dovnitf virionu, a nemuze tak byt efektivné biotinylovana.

V drahach obou fuznich proteini jsme detekovali bunéény chaperon Hsp 90a. Tento
protein je konstitutivn€ exprimovany v eukaryotickych bunkach a ptedstavuje 1% veskerého
cytosolického proteinu (Welch a Feramisco 1982). Pasobi jako chaperon, rozeznava proteiny se
Spatnou konformaci a zabranuje nevratné agregaci proteinu béhem zaujmuti nativni konformace
(Wiech et al., 1992, Freeman a Morimoto, 1996). Interaguje s celou fadou dal§ich chaperont (Li
et al., 2012); tyto chaperonové komplexy pomahaji svym cilovym proteintim zaujmout spravnou

konformaci nebo je cili k degradaci (Theodoraki a Caplan, 2012). Oba dva fizni proteiny VP1
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jsou pravdépodobné rozpoznavany timto chaperonem, ale jejich osud je zda se odliSny. Zatimco
VP1-BE-CT je rozpoznan jako protein se Spatnou konformaci a je uren k degradaci, role
chaperonu Hsp 90 u proteinu VP1-BE-NT je pravdépodobné jind. Mohl by zde zabranovat
agregaci proteinu a podporovat jeho spravnou konformaci. P¥itomnost tohoto chaperonu, jeho
role v tvorbé VLPs a viriond stejné jako jeho cast v zivotnim cyklu MPyV si vyzaduje dalsi

zkoumani. V analyze komplexii touto metodou se pokracuje i nadéle.
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Vysledky prezentované v této dizertacni praci lze shrnout do nésledujicich bodi.

Prvnim cilem této prace bylo bliZze charakterizovat endocytickou drahu, kterou MPyV

vyuziva k dopravé genomu do ER.

Ukazali jsme, Ze funkéni kaveoly nejsou nezbytné pro internalizaci ani pro efektivni
infekci MPyV.

MPyV pii vstupu do bunky vyuziva casné endozomy. Pro produktivni infekci je
nepostradatelné kyselé pH endozomt. Zabranéni vstupu viru do casného endozomu
(dominantné negativni mutanta GTPazy Rab 5) nebo alkalizace endozomi (chloridem
amonnym nebo bafilomycinem A1) vede k drastickému sniZzeni infektivity MPyV.
Alkalizace endozomt vede k zadrzovani virionll v ¢asnych endozomech, coz naznacuje,
ze virus je dale transportovan do pozdniho endozomu.

MPyV je v perinuklearnim prostoru lokalizovan v recyklujicim endozomu, tento

endozom je v8ak pravdépodobné soucasti neproduktivni drahy infekce.

Druhym cilem této prace bylo vyzkouSet a optimalizovat metody pro charakterizaci

komplexta hlavniho kapsidového proteinu VP1 s bunéénymi proteiny a pokusit se nalézt

nové potencionalné s VP1 interagujici bunééné proteiny.

Optimalizovali jsme metodu modré nativni elektroforézy pro separaci jadernych a
celobunécnych lyzat infikovanych bunék i bunék transientné produkujicich protein VPI1.
Pomoci BN-PAGE jsme nalezli né€kolik proteinovych komplexti obsahujicich protein
VPI1. Nékteré tyto proteinové komplexy obsahovaly bunéény protein Hsp 70. I kdyz
interakce mezi proteinem VP1 a Hsp 70 byla popséna jiz diive, toto je poprvé, kdy bylo
detekovano nékolik odlisnych forem VP1-Hsp 70 komplexu.

Byly piipraveny plazmidy umoziujici expresi proteinu VP1 fuzovaného na N- nebo C-
konci s kotvou BioEase Tag (Invitrogen), ktera umoziuje biotinylaci fazniho proteinu a
jeho naslednou izolaci afinitni chromatografii

Fazni proteiny VP1-BE-NT a VP1-BE-CT byly izolovany afinitni chromatografii.
Izolované komplexy byly analyzovany BN-PAGE, déle byly separovany SDS-PAGE a
jednotlivé proteiny v komplexech byly identifikovany hmotnostni spektrometrii.

Interakce identifikovanych bunéénych proteind (Hsp 900, GAPDH, keratin typl,
cytoskeletal 9) a analyza dalSich, které bude nutno pro jejich identifikaci izolovat ve

vétsich mnozstvich, je v soucasné dobé predmétem vyzkumu.
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