ABSTRAKT

Mysi polyomavirus (MPyV) je neobaleny tumorogeni DNA virus, replikujici se
v jadie hostitelské bunky. Do bunék vstupuje endocytdézou zprostiedkovanou
receptorem a jeho nasledny transport k jadru je zavisly na kyselém prostfedi endozomil
a vlaknech mikrotubulii, potiebnych pro dopraveni virioni do endoplazmatického
retikula (ER). V ER dochazi k disociaci virové kapsidy a rozbaleni genomu viru.
Mechanizmus, kterym je virovy genom nasledné¢ dopraven do nukleoplazmy neni
doposud objasnén, ale predpoklada se, ze se ho kromé bunéénych faktord ti¢astni také
virové minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3. Po dopraveni genomu do jadra dochazi
k produkcei Casnych virovych antigent, které navozuji vhodné prostfedni pro replikaci
viru. Po replikaci virové DNA a morfogenezi virionti, virové potomstvo opousti buiiku
béhem jeji lyze. Vyzkum této disertatni prace se ve své prvni ¢asti zaméfil na
vnitrobunéény transport MPyV a zapojeni cytoskeletarnich siti béhem dopravy viru do
ER. Zejména byl zacilen na stile nejasnou roli mikrotubulit béhem transportu viru
v endozomech a na roli asociovanych mikrotubuldrnich motord, kterd v ptipadé¢ MPyV
nebyla doposud testovana. Nas vyzkum ukézal, ze transport MPyV vedouci
k produktivni infekci nevyzaduje funkci kinesinu-1 ¢i kinesinu-2, ale je zavisly na
transportu zprostfedkovaném mikrotubuldrni motorem dyneinem. Funkce dyneinu se
ukazala potiebna pro efektivni translokaci virioni z periferie bunék, casto z
kompartmentti pfipominajicich multikaveolarni komplexy, do casnych a pozdnich
endozomu a dale pro dopraveni virionti do ER. I pfesto, ze na mikrotubulech zavisel i
transport viru do recyklujicich endozémi, tyto kompartmenty se neukazaly jako
pottebné pro produktivni infekci. Ve své druhé ¢asti se vyzkum zaméfil na studium
vlastnosti minoritnich kapsidovych proteinit VP2 a VP3. Minoritni kapsidové proteiny
jsou nepostradatelné pro dopraveni virového genomu do jadra. U obou minoritnich
proteini byla demonstrovdna afinita k arteficielnim membranam, a u proteinu VP2
schopnost tyto membrany perforovat. Tyto vyzkumy tak naznacuji, ze interni minoritni
strukturni proteiny, exponované po disociaci kapsidy v ER, mohou pfispivat k
translokaci virového genomu z ER do nukleoplazmy. My jsme pfipravili fuzni varianty
minoritnich kapsidovych proteini s fluorescenénim proteinen EGFP, pro jejich
individudlni expresi v sav€ich bunkach bez pfitomnosti ostatnich genovych produktt
MPyV. Biochemické analyzy ukdzaly, Ze minoritni proteiny MPyV jsou cytotoxické a
ze jsou silnymi induktory apoptotickych procest. Konfokalni a immuno-elektronova
mikroskopie ukédzala schopnost obou minoritnich proteinli interagovat s vnitrobuné-
¢nymi membranami a poSkozovat je, coZ naznacuje mechanizmus zodpoveédny za jejich
cytotoxicitu. Nicmén¢, analyza apoptotickych markerd a kinetiky smrti bunék
kodonech pro translaci VP2 a VP3 ukézala, ze minoritni proteiny vyznamné
nepfispivaji k indukci apoptotickych procest béhem infekce, a Ze jsou zcela
postradatelné pro destrukci buiiky na konci replikacniho cyklu viru. Tyto vysledky tak
indikuji preferen¢ni roli minoritnich kapsidovych proteint béhem vstupu viru do bun¢k
a dopraveni virového genomu do jadra.



