Abstrakt

Iniciace translace u viru hepatitidy C (HCV) probiha mechanismem nezavislym
na CepiCce, ktery vyuziva vnitfniho vazebného misto pro ribozom (IRES), které
interaguje s eukaryotnim translacnim aparatem a je schopné jej vyuzivat. V naSem
vyzkumu jsme se zaméfili na strukturni konformaci jednotlivych domén HCV-IRES a
na dopad primarni sekvence IRES na konzervovanost a funkci této sekundarni
struktury. Za timto ucelem byl proveden screening pacientd infikovanych virem
hepatitidy C pro zjiSténi miry heterogenity a celkoveé variability HCV-IRES vzniklé u
pacientd v pribéhu jejich nemoci pomoci optimalizovani metod, jako jsou gelové
elektroforézy s denaturaénim nebo teplotnim gradientem. Ug&innost translace
mutovanych HCV-IRES sekvenci byla méfena pomoci pratokové cytometrie.
V nékterych pfipadech jsme zjistili, ze nékolikanasobné mutace, v€etné téch, které
jsou rozesety mezi ruzné domény HCV-IRES, vedly k obnové translacni aktivity,
ackoli tyto mutace ucinnost translace snizovaly, pokud byly analyzovany jednotlive.
Navrhujeme, Ze tato pozorovani by mohla byt vysvétlena potencialnimi mezi- a/nebo
vhitro-doménovymi funk&nimi interakcemi plsobicimi na velkou vzdalenost. Také
jsme nalezli nové mutace, jejichz vliv na ucinnost translace HCV-IRES byl
experimentalné ovéfen. Vytvoreni rozsahlé databaze variaci HCV-IRES (HCV-IRES
variation database, HCVIVdb) dale pfispiva k pochopeni dopadu mutaci na syntézu
virovych proteint, a to na urovni domén, subdomén nebo jednotlivych nukleotidd.
Navrh vyhledavacich nastroji a webového rozhrani k pfistupu k databazi byl
vytvofen s cilem umoznit a vizualizovat mnohonasobné analyzy. Nami ziskana data
byla srovnana s HCV sekvencemi pochazejicich zjinych zdroji. Toto srovnani
vykazuje pozitivni korelaci a signifikantni konzervovanost urcitych nukleotidi a
hypervariabilitu nukleotidd jinych. Pro pfesné fungovani vyzaduje HCV-IRES
specifickou interakci svych domén s podjednotkami ribozomu a s &asti
eukaryotickych translac¢nich iniciacnich faktord (elF). Strukturni konformace,
konzervovanost Ci variabilita sekvence a propojeni translacni masinérie s oblastmi
HCV-IRES jsou také podrobné& probirany, spolu s dalSimi faktory, které mohou

ovliviiovat sestavovani transla¢nich iniciaénich komplext a pUsobit na né.
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