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Study of the assembly and budding of mouse mammatymor virus MMTV

Abstract

Mouse mammary tumor virus (MMTV) is a prototypicaiember of the
Betaretrovirus genus characterized by the ability to preassemipoé particles in the
cytoplasm of the host cells. Intracellularly presambled particles are subsequently
transported to the plasma membrane being envelbpeal lipid bilayer and released
from the cell in the process referred to as buddRetrovirus particle assembly is
driven by the Gag polyprotein precursor, whichlesaged in the maturation process by
virus-encoded protease to liberate multiple stmattproteins. The matrix (MA), capsid
(CA) and nucleocapsid (NC) protein domains thatcammon to all retroviruses and in
the case of MMTYV, also the noncanonical domain®1pmp3, p8 and ,n“ located
between MA and CA domain are present. The rolehe$é specific domains remains
undefined.

The retroviral budding is stimulated by short peptmotifs, so-called late (L)
domains, located within Gag sequence. These L dwmmadediate interactions with
cellular proteins normally involved in the biogeisesf the multivesicular bodies and
protein sorting. Three types of the L domains hbeen identified to date, with the
consensus of the amino acid sequences (i) P(T/SJHF,P(x)nL (where x represents
any amino acid and<3) and (iii) PPxY. Disruption of the L domain seque prevents
viral particle release at the late stages. No Lalarhas been described for MMTYV yet.

The aim of this study was to characterize the m®ad the mouse mammary
tumor virus particle assembly and release. Theeefiis thesis focused on the
noncanonical domains presented within Gag polyprptes well as on selected amino
acid sequences located within Gag molecule. Resdelsribed here provide the first
glimpse into the role of unique protein domaindTV Gag polyprotein precursor

and the importance of specific amino acid residues.

Key words: Mouse mammary tumor virus MMTV, Gag polyproteineqursor,

Assebly, Budding, Mutational analysis, Yeast twdg assay

Kracéové slova: Virus mySieho tumoru prsnejlazy MMTV, Gag polyproteinovy

prekurzor, Skladanie, Ranie, Mut&na analyza, Kvasinkovy dvojhybridovy systém



Zoznam pouzitych skratiek

AD - aktivatnd doména

ALV - virus vt&ej leukémie (z angl. avian leukosis virus)

BD - vazbova doména

BLV virus leukémie hovadzieho dobytka (z angl. bevieukemia virus)
CA kapsidovy protein

CTD - karboxyterminalna doména (z angl. C-termuiain)

CypA - cyklofilin A

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsDNA - dvojvlaknova

GDP - guanozin difosfat

EIAV - virus konskej infeknej anémie (z angl. equine infectious anemia virus)
env - retrovirusovy gén kddujuci obalové proteiny

Env - obalové proteiny (z angl. envelope)

gag - retrovirusovy gén kédujuci Struktirne proteiny

Gag - Strukturny polyprotein (a angl. group speaiitigen)

GDP - guanozin difosfat

SFV - penovy virus opic (z angl. simian foamy vjrus

HIV - virus udskej imunodeficiencie (z angl. human immunodeficy virus)
HTLV - virusTudskej T leukémie (z angl. human T leukemia virus)

IAP - vnutrocisternovéastice typu A (z angl. intracisternal type A pde#)
IN - integraza

kb - kilobaza (106baz)

LTR - dlhé koncové repeticie (z angl. long termiredeats)

MA - matrixovy protein

MHR - oblas’ vyznamnej homologie (z angl. major homology regjion
MLV - virus mySej leukémie (z angl. murine leukenieus)

MMTYV - virus tumoru mySej prsnej’dazy (z angl. mouse mammary tumor virus)
Mo-MLV - Moloneyho linia virusu m§ej leukémie

M-PMV - Mason-Pfizerov ogii virus (z angl. Mason-Pfizer monkey virus)
mMRNA - mediatorova RNA

MVB - mnohovakové teliesko (z angl. multivesicular body)

NC - nukleokapsidovy protein (z angl. nucleocapsid)

nm - nanometer (Ilnetra)

NTD - aminoterminalna doména (z angl. N-terminahdm)

PBS - primer viazuce miesto (z angl. primer bindsitg)

PM - plazmatica membrana

pol - retrovirusovy gén kédujlci reverznu transkriptazintegrazu

Pol - polyprotein so sekvenciou reverznej transégp a integrazy

PR - proteaza

pro - retrovirusovy gén kodujlci proteazu

R - repeticia

RNA - ribonukleova kyselina

RNaza - ribonukleaza

RSV - virus Rousovho sarkému (z angl. Rous sarodama)

RT - reverznd transkriptaza

SDS-PAGE - polyakrylamidové gelova elektroforéziodecylsulfatom sodnym
SIV - virus optej imunodeficiencie (z angl. simian immunodeficigmirus)
ssRNA - jednovlaknova ribonukleova kyselina

SU - povrchovy protein (z angl. surface)

TM - transmembranovy protein

tRNA - transférova ribonukleova kyselina

U3 resp. U5 - unikatna sekvencia na 3’ resp. 5'ckon

Ub - ubiquitin

UBC - ubiquitin konjugény enzym (z angl. ubiquitin conjugating enzyme)
VLPs - virusom podobnéastice (z angl. virus-like particles
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1 Uvod

Virus mysSieho tumoru prsnefazy MMTV je infekknym agens spdsobujucim
Specifické epitelidlne neoplazie aje prototypickyastupcom roduBetaretrovirus.
Tento rod je charakterizovany tvorbou nezrelychskapv cytoplazme infikovanych
buniek, odkid su transportované k cytoplazmatickej membrane,\kdecese ptania
ziskavaju obal a su utmované z buniek. Hlavnou Struktirnou komponentou
retrovirusov je polyproteinovy prekurzor Gag, ktaré&s&ag’ou su tzv. L (z angl. late)
domény, esencialne v neskorych fazach I'igeania virusovychc¢astic z povrchu
buniek. Sdasne s procesom §ania, alebo nasledne po Uimeni nezrelych virusovych
¢astic z buniek doch&dza k aktivacii virusom kdédeygmoteazy a v procese maturacie
dochadza k proteolytickému  Stiepeniu  prekurzoru .G&priek tomu, Ze
aminokyselinova sekvencia Gag polyproteinu je me&dznymi druhmi retrovirusov
malo konzervovana, v ekvivalentnej pozicii sa uksgeh retrovirusov nachadzaju
matrixova (MA), kapsidova (CA) a nukleokapsidovaCQNdoména. V zavislosti na
konkrétnom druhu su pritomné Specificke, tzv. nekécké domény. V pripade MMTV
su v primarnej Struktare polyproteinu Gag lokaliaog medzi MA a CA doménou a
jedna sa o fosfoprotein pp21l a proteiny p3, p8 ‘a Na rozdiel od pribuzného
Masonovho-Pfizerovho ofieho virusu (M-PMV) nebol proces tvorby a Uiiovania
MMTV c¢astic dostatine charakterizovany, nebola popisana uloha nekekyoh
domén MMTV Gag polyproteinu, ani identifikovana andénova sekvencia.

Tato diplomova praca sa zaoberd miotar analyzou nekanonickych domén
MMTV Gag polyproteinu a sekvencii, ktoréiimjti konsenzus s dopoBidefinovanymi
L doménami. TaktieZ sa venuje potencialnym intééakcmedzi Gag polyproteinmi
a bunénymi proteinmi o ktorych je zname, Ze sa pbajig na uvdnovani
retrovirusovychtastic z buniek.

Ciele, ktoré boli vytgené a podarilo sa ich dosialinoli viaceré. Jednalo sa
o pripravu mutovanych druhov MMTV s deléciami nekaickych domén, u ktorych
bola testovana schopriosytvara’® a uvdnova’ virusovééastice z buniekDalej boli
zavedené bodové mutacie do sekvencii, ktoré by hol@Zzné povazova za
potencialnych kandidatov na L doménovu funkciusaaeany bol vplyv tychto mutacii
na tvorbu a uvithovanie virusovychéastic z buniek. Okrem toho boli pripravené
konStrukty pre testovanie protein - proteinovychterakcii v kvasinkovom
dvojhybridovom systéme a preskiimana bola interak&ag polyproteinu s vybranymi

bun&nymi proteinmi.



2 Literarny preh Pad

2.1 Retrovirusy

Retrovirusy Retroviridae) su obalené, zivdsSne (+)RNA virusy, radené piad
Baltimora do VI. skupiny, vZladom, k DNA intermediatu v replikaom cykle
a ssRNA gendmu (Baltimore, 1971). Vyznam retrodwbol vyzdvihnuty uz pred
vyse 20 rokmi a to z nasledujtcich dévodov. Zivotyilus retrovirusov zata mnoho
krokov, ktorych Studium vyznamne prispieva k podmdp biolégie eukaryotickych
buniek a ich virusov. Patria sem reverzna transkxipirusovej RNA do provirusovej
DNA, integracia provirusovej DNA do hostitkého gendmu (chromozému) a expresia
virusovych génov hostitskymi mechanizmami na zéaklade signalov pochadzajiod
virusu. ObzvlaS vyznamnym bol objav reverznej transkripcie, ktoryoku 1970
nezavisle vykonali Howard Temin a David BaltimoiZa tento objav boli spolu
s Renaatom Dulbeccom vroku 1975 oceneni Nobeloeenou za fyziologiu
a medicinu.DalSou vyznamnou vlastngésu retrovirusov je ich onkogénny potencial,
ktory prispel k objasneniu mnohych aspektov kogtroune&ného cyklu a vzniku
nadorového bujnenia buniek. Retrovirusy su vyznamrfudskymi a veterinarnymi
patogénmi a su prirodzenymi genetickymi vektornigr& mézu by modifikované za
experimentalnymi alebo terapeutickymielmi (VARMUS, 1988; SVOBODA et al.,
2003).

2.2 Klasifikacia retrovirusov

Celad Retroviridae sa z fylogenetického Iadiska deli do nasledujicich rodov
(BUCHEN-OSMOND, 2006):
= Alpharetrovirus. Jedna sa o0exogénne iendogénne cieita virusy.
Z morfogenetického hladiska sa radia ktypu C (kapitolu 1.7). Medzi
predstavitéov tohto rodu patria virus Wéj leukémie (ALV), alebo virus
Rousovho sarkomu (RSV).
= Betaretrovirus. Tento rod zathia exogénne a endogénne virusy mysi, oviec
a primatov, ktoré patria k morfogenetickému typ(v& kapitolu 1.7), ako napr.
virus mysSieho tumoru prsnejazy (MMTV), alebo D (viz kapitolu 1.7), ako
napr. Masonov-Pfizerov ofiivirus (M-PMV).
» Gammaretrovirus. Patria sem exogénne iendogénne virusy cicavcov

morfogenetického typu C, ako napr. virus mysej éenie (MLV).
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» Deédtaretrovirus. Rovnako ako v predchadzajucom pripade sa jednéusy
morfogenetického typu C, spbsobujice neurologickdughy alebo leukémiu
a patri sem napr. virus leukémie hovadzieho dob\Bk¥).

= Epsilonretrovirus. VSetci zastupcovia tohto rodu su exogénne virusy
s morfogenézou typu C apatri sem napr. WDSW (Watlermal sarcoma
virus).

= Lentivirus. Lentis znamena pomaly a do tejto skupiny patrirdamamy virus
ludskej imunodeficiencie typu 1 alebo 2 (HIV-1, resp) a taktiez virus
imunodeficiencie opic (SIV). Z morfogenetickéh@atiska sa jedna o typ C.

» Spumavirus. Spuma znamena pena atento nazov vychadza z paEmwvi
vzhradu buniek infikovanych spumavirusmi, ktory je sg@Eny vakuolizaciou.
Z morfogenetického ltadiska boli zaradené medzi typ B, resp. D a pa&in s

napr. SFV (Simian foamy virus).

2.3 Gendm retrovirusov

Gendm retrovirusov je tvoreny dimérom identickylthearnych ssRNA vlakien
o va’kosti 7-11 kb. Dimérizacia je kritickym krokom waitnom cykle retrovirusov a
sprostredkivaju vodikové mostiky medzi 5 -proxinoélmblagsou RNA molekul, ktora
zaujima konformaciu stonka-ska (z angl. stem-loop) (GREATOREX J. S. et al.,
1996; HADDRICK M. et al., 1996). Oba monomeéry fu3t-konci polyadenylované a
na 5’-konci majuciapackova Struktdru typu 1 (metylovany GDP viazany naypr
nukleotid 5’-5' vézbou).Ciapatka ani polyadenylatovy Usek nepatria ku genémovej
casti RNA. Kazdy monomeér je asociovany so Specifickmlekulou transférovej RNA
(tRNA), ktorej bazy paruju s oblésu pri 5-konci RNA ozn&vanou ako primér
viaZzuca oblag PBS (z angl. primer binding site). Gendmova RNA je sama o sebe
infekéna. Replikéne kompetentné, inféké retrovirusy maju Styri hlavné génydsg-
pro-pol-env-3’, kédujuce Struktirne a enzymové komponenty wirddenom zéna na
5" konci repeticiou (R), za@ou nasleduje sekvencia unikatna pre tento konies).(U
Repeticii (R) na 3’ konci predchidza sekvencia &mi#t pre tento koniec (U3). Gény
gag, pro, pol aenv su lokalizované medzi U5 a U3. V 5" -proximalnejasti génugag
sa nachadza sekvencia esencialna pre inkorporaoiolekil gendmovej RNA do
vznikajacich viribnov, ozn&ovana gréckym pismenony, alebo pomenovanim
enkapsidany signal. Jednoduché retrovirusy, medzi ktoréipatapriklad virus mysej
leukémie (MLV), Mason-Pfizerov ogi virus (MPMV) alebo virus vt&j leukémie

(ALV) nesu len tieto Styri gény (obr. I'avo). Virusl'udskej imunodeficiencie (HIV)
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alebo virug'udskej T leukémie (HTLV) maju navySe géay arev, resp.tax arex (obr.

1 vpravo) a patria medzi tzv. komplexné retrovirusy
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Obr. 1. Geneticka organizacia vybranych retroviruse. Obdzniky s ozngenim génowag, pro, pol,
env, tax, rex, tat, rev, vpu, vif vpf a nef znaia otvorené&itacie ramce. Vertikalny posun diidikov znai
odlisné ¢itacie ramce. Horizontalne U$y spajajice dva olizhiky znaia fakultativny exén. ALV —
virus vt&ej leukémie; MLV - virus mysej leukémie; MPMV — MasPfizerov opii virus; HTLV — virus
Tudskej T leukémie; HIV — viruBudskaj imunodeficiencie, typ 1. Ude dole sltzi ako mierka Vkosti
gen'mu v kb (Prevzaté zo Swanstrom a Wills, 1997).

2.4 Produkty retrovirusovych génov.

Produktom génugag je polyproteinovy prekurzor Gag, z ktorého pri
proteolytickom Stiepeni v procese zvanom maturaczaikaju hlavné Struktirne
komponenty retrovirusov. VSeobecne su pre vSetkiouieusy spoléoné matrixovy
(MA), kapsidovy (CA) a nukleokapsidovy (NC) proteiv zavislosti na druhu
retrovirusu su pritomné tzv. nekanonické protei®¢n pro koduje retrovirusovu
aspartatovu proteazu (PR) uplaticu sa v neskorych Stadiachc¢paia retrovirusov pri
proteolytickom spracovani polyproteinovych prekuoxo v procese maturacie (viz
kapitolu 2.8). Génonpol su kddované retrovirusoveé enzymy zabeagjiee replikaciu
gendmu. Prvym je reverznd transkriptdza (RT), RNédgpmovand DNA polymeraza
s aktivitou RNazy H. Druhym je integraza (IN) zapeajlca integraciu provirusovej
DNA do hostitéského chromozému. Gémv kodduje proteiny retrovirusového obalu:
povrchovy (SU) glykoprotein atransmembranovy (TMylykoprotein. Tie
sprostredkivaju  Specifickl interakciu s povrchovynbune&nymi  receptormi.
Polyproteinovy prekurzor Env je syntetizovany nandm endoplazmatickom retikule
(RER) a Stiepeny bugirou proteazou lokalizovanou vIiumen RER na SU aTM
proteiny.

Produkt génugag, Gag polyproteinovy prekurzor, je prekladany nd&nych
polyzdmoch v cytoplazme hosfigkej bunky z nezostrihnutej genémovej mRNA.
Sekvencie kdédujuce retrovirusové enzymy protazu),(P&erznu transkriptazu (RT)
aintegrazu (IN) su lokalizované uprostred gendmpu¢om promoétor sa nachadza

v provirusvej DNA 5’ proximalne pred génongag. Ich translacia prebieha
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Z nezostrihnutej gendmove] MRNA a jej produktonileny polyproteinovy prekurzor
na C-konci pretfeny o sekvenciu Pro, resp. Pol a N-koncow&irgilci sekvenciou
Gag, zabezpmjucou intracelularny transport tychto produktov n@esto tvorby
virionov. U HIV-1 su génypro apol v rovhakomgéitacom ramci a na rozhrani génov
gag apro dochadza k ribozomalnemu posutitacieho ramca o -1 nukleotid. Vznikaju
polyproteinové prekurzory Gag a Gag-Pro-Pol. Vamtep virusu Rousovho sarkému
(RSV) su vrovnakoméitacom ramci génygag apro a k ribozomalnemu posunu
¢itacieho ramca o (-1) nukleotid dochadza na roZlgénovpro apol. Vznikaju fazne
produkty Gag-Pro a Gag-Pro-Pol. U MMTV, MPMV, HTLA( génygag, pro apol

v odliSnych ¢itacich ramcoch. Pre vytvorenie Gag-Pro, resp. BagPol fluznych
polyproteinovych prekurzorov musi nastabozomalny posurtitacieho rdmca raz,
resp. dvakrat. U MLV su gényag apol vrovnakom citacom ramci. Fuzny
polyproteinovy prekurzor Gag-Pol vznikd s pravdegpwsou 5% @&inkom
supresorovej tRNA, ktor4 ribozOmu umozni fit&’ sa stop kodonom na konci
sekvencie génugag. Pre va&Sinu retrovirusov plati, Ze prekurzorové proteiny
predstavuju zymogény, enzymaticky neaktivnhe fornl & RT, ktoré sa aktivuju

v neskorych fazach replikaého cyklu retrovirusov (zhrnuté v Hunter, 1994).
2.5 Struktirne proteiny retrovirusov

2.5.1 Matrixovy protein

Matrixovy protein (MA) je lokalizovany na N-konciatekuly Gag polyproteinového
prekurzoru u vSetkych retrovirusov. Jedna sa dgyasi membranovy protein, pam
za interakciu MA proteinu s lipidmi virusového albgke zodpovedna N-terminalna
oblag’ molekuly. Matrixovy protein W&iny retrovirusov je v zavislosti na signalnej
sekvencii Met-Gly-X-X-Ser/Thr kotransiae modifikovany naviazanim zvySku
kyseliny myristylovej [CH(CH,);2,COOH] na N-terminalny glycin, vznikajlci po
odsStiepeni metioninového zvySku. Tato modifikaciajd’ujaca proteinu zrau
hydrofobicitu, je spolénym znakom cicasich retrovirusov, u vtdch retrovirusov
objavena nebola (Henderson et al., 1983; SchultDraszlan, 1983). Popisana
modifikacia spoléne s kladne nabitymi aminokyselinovymi zvySkami wara tzv.
bipartitny, s membranou asociujuci signal (Conteakt 1997). Okrem interakcie
s cytoplazmatickou membranou sa MA proteinova deneétastiuje vnutrobunéného
transportu  nezrelych  kapsid v pripade retrovirusavintracytoplazmatickou
morfogenézou a podia sa na stabilizacii molekuly Gag (RHEE a HUNTER9I).

MA protein sad’alej ztastuje inkurporacie Env glykoproteinov do virionu (Hllet
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al., 1996; YASUDA a HUNTER, 2000) a potiZe sa na vzniku a stabilizacii tzv.
preintegré&ného komplexu, tvoreného novo vznikajucou provivesoDNA, enzymami

RT a IN, ktory dopravuje provirusoviu DNA do biného jadra (KIERNAN et al.,
1998).

2.5.2 Kapsidovy protein

Kapsidovy (CA) protein je naj¢daim retrovirusovym proteinom vznikajucim
proteolytickym Stiepenim Gag prekurzoru. V maturawa viridne vytvara vnutorny
proteinovy plas (angl. shell) obklopujuci virusovy RNA gendm spalasociovanymi
proteinmi. Kapsidovy pl@Sspolu s komponentami v jeho vnutri vytvara virusgadro
(angl. core). Je tvoreny dvoma domeénami spojenjuikeu: aminoterminalnou (NTD)
vytvarajucou spominany plaa karboxyterminalnou (CTD), ktorej hlavnou funkeie
sprostredkovia homodimerizaciu Gag molekudl pri tvorbe nezrelydhusovychcastic
vo vnutri hostitéskej bunky. Aminoterminalna doména HIV-1 CA viafaedsku
peptidyl prolyl cistrans izomerazu cyklofilin A. Aj kd je tento bunény protein
inkorporovany do viridbnov p@s ich vzniku, Ulohu ma pravdepodobne v skorych
fazach replikéného cyklu. V kryStélovej mriezke su CA molekuly sravené
v savislych rovinnych pasoch. Postrannym spojenthto pasov by mohol liytvoreny
povrch virusového jadra. Cyklofilin A by potom mbhroslabovd tieto spoje
a umoznf tak rozvd@nenie jadra po vstupe virusu do hosstesj bunky (Gambille et al.,
1996). V primarnej Struktire CTD sa nachédza tzvlag vyznamnej homoldgie
(MHR, z angl. major homology region). Tento segmgnkonzervovany u vSetkych
retrovirusov, s vynimkou spumaretrovirusov a je as¢qadatény pre zb#ovanie,
maturaciu a infektivitu retrovirusov. Konzervovaaéninokyselinové zvysky MHR
vytvaraju v krystalovej Struktare siewodikovych véazieb, ktord stabilizuje konforméciu
CTD (Gamblle et al., 1997) a zda sa, Ze funkciestpedkované MHR su vyZzadované
v neskorych fazach maturacie retrovirusovych v Ze su esencialne pre spravnu
funkciu virusového jadra po vstupe do novej ho&kej bunky (CRAVEN et al.,
1995).

2.5.3 Nukleokapsidovy protein

Nukleokapsidovy (NC) protein je maly bézicky pratei lokalizovany
v karboxyterminalnegasti retrovirusovych Gag polyproteinov a hraje @iéletlohu pri
skladani retrovirusovyctastic. U vSetkych retrovirusov s vynimkou spumansdtusov
obsahuje vysoko konzervovamptiv zloZeny s cysteinovych a histidinovych zvySkov.
Tento motiv. ma Struktlru Cys»Cys-X4-His-X4-Cys (X zn&i Tubovdnu
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aminokyselinu s vynimkou, Ze medzi prvymi dvomi teysovymi zvySkami sa
nevyskytuju aromatické aminokyselinové zvysky) &tieg byva ozn&ovany ako
CCHC motiv. Tento motiv je totozny s motivom zvanyimkovy prst, ktory sa
vyskytuje i uinych proteinov aje schopny koordma viazd zinocnaty kation.
Retrovirusové NC proteiny mézu obsahojelen alebo dve takéto motivy (Bess et al.,
1992; Bowzard et al., 1998). NC protein ma dolefinkciu pri rozpoznavani
a enkapsidacii genémovej RNA na zaklade tzv. erllafisého signalu lokalizovaného
vo veducej oblasti (5’ proximalnzag’ kddujucej oblasti). Asociacia nukleovej kyseliny
s NC proteinom je podmienena hydrofébnymi interaikgi a vodikovymi mostikmi
medzi postrannymi rf@azcami aminokyselin s nukleovou kyselinou a stabiana
elektrostatickymi interakciami s fosfodiesterovoastktou nukleovej kyseliny (South
a Summers, 1993).

2.6 Zivotny cyklus retrovirusov

Zivotny cyklus retrovirusov je mozné rozdeha skorl a neskoru fazu. Skora
faza zdina adsorpciou virusoveégstice na povrch permisivnej bunky. Po prichyteni
povrchovych glykoproteinov na Specificky recepter munénom povrchu dochéadza
k fuzii virusového obalu s plazmatickou membranastitd’skej bunky. Fuzia je
navodena konformémou zmenou glykoproteinov na povrchu viribnu. Pmlaeni
obsahu virusovefastice do cytoplazmy Zae RT, ktora je jej siag’ou, v procese
zvanom reverzna transkripcia prepisbvavirusovi gendmovu (+)ssRNA do
provirusovej dsDNA. Ako primér pre RT sluzi tramsiéa tRNA pochadzajuca
z hostitéskej bunky a Specificky asociovana s gendmovou RNoblasti PBS. R&as
prepisu dochadza dvakrat k preskoku RT so vznikajjmrovirusovou DNA z jednoho
templatového vidkna RNA na druhé, prip. z jednéback templatového vidkna na
druhy. Tymto mechanizmom vznika duplicita koncovyegul&nych oblasti, tzv. dihé
koncové repeticie, LTR (z angl. long terminal répgaReverzna transkripcia daa
zaina syntézou (-)DNA vlakna od 3’-konca tRNA apdkia po 5°-koniec
templatovej RNA. VIakno RNA je v heteroduplexe REMNA degradované aktivitou
RNazy H. Na 5"-konci templatovej RNA dochadza képmu prenosu vznikajuceho
(-)DNA vldkna na 3"-koniec templatovej RNA , kde kpmuje syntéza (-)DNA
a odburavanie templatovej RNA. K aktivite RNazy &l fezistentné kratke miesto
bohaté na purinové bazy, tzv. PPT (z angl. polynputract), ktoré nasledne sluzi ako
primer pre syntézu komplementarneho (+)DNA viIakdyntéza tohto vlidkna poknaje

smerom k 5”-koncu (-)DNA vlakna, kde je stale nasiza tRNA slUziaca ako primer.
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Po vytvoreni PBS prepisanim prvych baz primeru jelekula tRNA odStiepena
RNazovou H aktivitou. Nasleduje druhy prenos vldkmabezp&eny vzajomnou
komplementaritou sekvencii PBS minus a plus vlagrmavirusovej DNA a syntéza
(+)DNA je dokortena. Vysledna provirusova DNA je teddiaka koncovym oblastiam
tvorenym usekmi U3, R a U5 dlhSia ako jej virusdRBIA predloha. V priebehu
reverznej transkripcie je v cytoplazme vytvoreny.tpreintegrany komplex, ktory
transportuje provirusovu DNA do bumgho jadra. Vo vSeobecnosti je tvoreny novo
syntetizovanou provirusovou DNA, NC proteinom, IMi@kd’kymi molekulami MA
proteinu. Virusova integraza katalyzuje integraamgearnej provirusovej dsDNA do
hostitd’ského chromozému. Tim koéinskora faza retrovirusovej replikacie. Integracia
nie je sekvetne Specificka, alen vivo byvaju integrované provirusové sekvencie
detegované v miestach aktivnej transkripcie (CERE3Ea GIACCA, 2004). V
neskorej faze prebieha transkripcia provirusovejpbhdstitd’skou RNA polymerazou

Il aexpresia retrovirusovych génov. V RNA genonme gromoétorovd sekvencia
umiestnena 3’ proximalne a preskokom RT z 3’ kalecaplatovej molekuly RNA na 5’
koniec sa promotor v provirusovej DNA dostava pkédujuce sekvencie. Vznikajuce
molekuly mediatorovej RNA (mMRNA) su v jadre opaerapackovou Struktirou na 5’
konci, na 3’ konci polyadenylatovym UGsekom. ObBlagag-pro-pol ohranéena
donorovym a akceptorovym miestom zostrihu moézé\ygtrihnnutd z RNA transkriptu
provirusu ako fakultativny intron a zostrihnuta getsdomova verzia RNA transkriptu
sluzi ako mRNA pre proteiny retrovirusového obanovmRNA). Subgenémové env-
MRNA nembzu by enkapsidované, nakko sa enkapsiday signal nachadza v 5'-

proximalnej oblasti géngag.

2.7 Morfogenéza

Na zéklade pozorovani transmisnou elektrénovou askapiou boli retrovirusy
rozdelené do nasledujucich morfogenetickych skupfi¢gom ugujacimi znakmi boli

tvar a poloha nukleokapsidového jadra (core) atmie®rby nezrelych kapsid (obr. 2).

e Vnutrobunéné castice typu A predstavuju nezrelé sférické kapsidektron
denznym okrajom a svetlym vnatrom. Ozogl sa ako ICAPs (z angl.
Intracytoplasmic type A particles). V minulostiteaminom IAPs (intracysternal
type A partycles) ozr@avali vnutrobunéné castice s tenkym pl&&m a jasnym
jadrom, primarne ptiace na vnatroburaych membranach (KUFF
a LAUDERS, 1988).
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Retrovirusy typu B su charakteristické sférickynxcentricky uloZzenym
vnatornym jadrom. ZHaju sa v cytoplazme cez intermediaty typu A.
Preformované kapsidy sU nasledne transportované cyimplazmatickul
membranu, kde @ia z bunky.

Retrovirusy typu C obsahuju centralne, symetridkyené jadro a ichiastice sa
formuji na membrane. Makromolekularne agregaty Gagolekul

a polyproteinov asociovanych s Gag satgihku javia ako elektrondenzné polia
na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany kefisikej bunky, kde stasne

s tvorbou virusovychiastic prebieha proces¢ania.

Retrovirusy typu D sa formuju v cytoplazme cezrimiediaty typu A a tak ako
u typu B su pre naslednédanie transportované na cytoplazmaticki membranu.

Pre maturované viridny je charakteristické cyliclé jadro.
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Obr. 2. Tri cesty zbaovania retrovirusov. Retrovirusy typu C vytvarajiastice s@iasne sich
obd’ovanim a ptianim na membrane. Podobne sa chovaju IAPs alerstifielom, Ze ptia vylu¢ne cez
vnatrobunéné membrany. Retrovirusy typu B a D vytvardpstice v cytoplazme. Tie sU nasledne
transportované na membranu a pricgmi ziskavaju obal. Spumaretrovirusy taktiez vyapatastice

v cytoplazme ale p@s/po pdeni nepodliehaju maturacii. ER — endoplazmatickékukim; CPM —
cytoplazmaticka membrana. (Prevzaté z Coffin etl8197.)

Za priame smerovanie Gag proteinov k vnutornejnstraytoplazmatickej

membrany je zodpovedny bipartitny signal, pozogtra z bazickych
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aminokyselinovych zvyskov a myristylacie MA domé(BHOU et al., 1994). Tento
signdl je pritomny uretrovirusov morfogenetickéltgpu B, C aD ale u
morfogenetickych skupin B a D podlieha dominantné®inku tzv. CTRS (z angl.
cytoplasmic targeting/retention signal) sekven@dpovednej za intracytoplazmaticku
tvorbu kapsid. Sekvencia CTRS predstavuje vysokazd&wovany aminokyselinovy
usek MA proteinu u M-PMV a MMTV (morfogeneticky typ, resp. B). Nuklearnou
magnetickou rezonanciou bola popisan&kduexponovana na povrchu MA proteinu
M-PMV, tvorena prave tymito aminokyselinovymi zvggki (CONTE et al., 1997).
U Mo-MLV (Moloneyho MLV, morfogeneticky typ C) jeato konzervovana obléas
kratSia 05 aminokyselin ekvivalentnych k zvySkor@-35 u M-PMV a MMTV.
Zamena jedinej aminokyseliny, ktord jecad’ou tejto sekvencie, argininu v pozicii 55
za tryptofan (R55W mutant), vedie u M-PMV ku zmenmorfogenetického typu D na
typ C (RHEE a HUNTER, 1990). Substiticia M-PMV CTR& 11 aminokyselin
v ekvivalentnej pozicii u Mo-MLV ma za nasledok rattytoplazmatickd tvorbu Mo-
MLV kapsid (CHOI et al., 1999). Sekvencia CTRS pgtaduje dominantny signal
smerujuci retrovirusové Gag polyproteiny dovnugtoplazmy a braniaci prégdsnému
transportu prekurzorovych molekdl z miesta ich wmézy na cytoplazmaticku
membranu. Po dosiahnuti dostatej koncentracie prekurzorovych molekdl na
konkrétnom mieste dochadza k tvorbe nezrelych Kapgzdda tohto modelu sa rézne
morfogenetické drahy popisané u retrovirusov sa I v lokalite, do ktorej su vo
vnuatri bunky smerované prekurzorové polyproteinyestbm tvorby nezrelych kapsid
M-PMV je pericentriolarna obl@s Do tejto subcelularnej lokality su prekurzorovags
polyproteiny kotranstme smerované pokd mikrotubdl, v zavislosti na interakcii
CTRS s Tctex-1 komponentom dyneinového motorovémpkexu (SFAKIANOS et
al., 2003; VLACH et al., 2008).

KritickG Ulohu v transporte vzniknutych nezrelyclapsid z pericentriolarnej
oblasti na cytoplazmaticki membranu ma Env kompleRre interakciu
cytoplazmatickeasti transmembranového Env komplexu je esencialogiviibohaty
na tyrozin, ktory sprostredkdva interakciu s molaku Gag (SONG et al., 2002).
Napriek tomu, Ze wky obsahujuce Env komplex sprostredklvaju expodreigch
kapsid z miesta ich tvorby, tento proces pravdepodmezatha exocytotické burimé
drahy. Naopak, existuju dékazy o Rabpgricentriolarnych recyklujicich endozémoch
zapojenych zapojenych v transporte M-PMV kapsidiesta ich na cytoplazmatickua
membranu, kde su v procesecpmia uvdnené z buniek (SFAKIANOS a HUNTER,
2003).
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Cytoplazmatickd membrana zastava v morfogenetidkéhe typu C funkciu
podpornej platformy pre tvorbu nezrelych retrovingch kapsid. V  procese
intracytoplazmatickej tvorby nezrelych kapsid M-PMM& udlohu sekvencia pl2
domény bohata na aminokyselinové zvysky kyslej pgyvazn&ovana ako ISD (z angl.
internal scaffold domain). Sekvencia ISD nie jenes@nou pre tvorbu nezrelych kapsid
ale zvySuje d&innog tohto procesu, pretoze nadexprimované molekuly Gag
s odstranenou ISD sekvenciou si zachovavaju scledmytvara’ nezrelétastice aj bez
podpory cytoplazmatickej membrany. Tato skatmg’ svedi aj v prospech hypotézy,
Ze ISD je zapojena v samotnom procese tveédsgic a nie v intracelularnom transporte
Gag molekdl na miesto, kde tento proces prebielf@VWBERFELT et al., 1992;
SAKALIAN aHUNTER, 1999). Uloha ISD je ekvivalentnas funkciou
cytoplazmatickej membrany, ndik@ je plazmaticka membrana schopna substittiova
ISD ak su Gag molekuly smerované prednostne nanoésto a nie do cytoplazmy
(SAKALIAN a RAPP, 2006).

2.8 Maturacia retrovirusovych ¢astic

Po uvdneni zbunky dochaddza v nezrelych viribnoch k ditécke]
reorganizacii, ktora je nasledkom proteolytickéhdiepgenia prekurzorovych
polyproteinov virusovou proteadzou. Vyznam maturéeieovirusovychtastic vychadza
z odlisnych poziadaviek kladenych na Gag polyproteikontraste s jednotlivymi
proteinmi obsiahnutych v Gag prekurzore. Interaktiedzi molekulami Gag vedu
v procese morfogenézy k tvorbe nezrelych virusowgshic, ktoré su v procesedamia
uvo'nené z buniek. Naopak, po vstupe retrovirusu dditbfskej bunky sa musia
proteiny tvoriace zreldasticu (obr. 3), pévodne obsiahnuté v sekvencirgiéao Gag
polyproteinového prekurzoru rozirot’ a smerovéod membrany do vnuatra bunky.

Polyproteinova stratégia pri syntéze Struktirnyadestruktarnych proteinov je
vSeobecne znamym faktom charakteristickym pre vauwey a prindSa im viaceré
vyhody. Za prvé, minimalizuje sa f&t komponent, ktoré je potrebné individualne
smerovd na utité miesto. Za druhé, proteolytické Stiepenie pre&ovych molekul
poskytuje moznasregulacie funkcii potrebnych v r6znych Stadiaghlikacného cyklu,
pretoZze proteolyza ma za nasledok zmeny v aktivitmoteinov. Za tretie,
konzervované  usporiadanie  proteinovych  domén  igtgdaich v ramci
polyproteinového prekurzoru koreSponduje s pololakrétnych domén tvoriacich
retrovirusovitasticu (SWANSTROM a WILLS, 1997).
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Vztah medzi aktivaciou retrovirusovej proteazy a eierou nezrelej virusovej
¢astice s bunmou membranou nebol uspokojivo vysvetleny,d kieeto procesy byvaju
casto spdjané. V pripadoch, kedy nedochadzalo kakdaié HIV-1 (BRYANT
a RATNER, 1990), Mo-MLV (SCHULTZ a REIN, 1989) aetRSV (CALLAHAN
a WILLS, 2000) Gag polyproteinov s bédneu membranou a tym padom ani k tovrbe
a uvdnovaniu virusovychéastic z buniek, intraceluldrne Gag polyproteinytéaesi
stabilné. Je potrebné dataze v pripade experimentov s HIV-1 za pouzitiahmé
bune&ného typu ako v predchadzajucom uvedenom pripadRY/T a RATNER,
1990), bola pozorovana ditd hladina intracelularneho proteolytického Stigipe
polyproteinu Gag (GOTTLINGER et al., 1989). Pozawa predasnej aktivacie
protedzy kolidujucej s tvorbou retrovirusovyidstic sa uz davnejSie objavili aj u RSV
(WILLS et al., 1994).

Najnovsie bola aktivacia proteazy s wdiim membranovej interakcie popisana
u MMTV. K intracelularnej proteolyze Gag prekurzasinusovou proteazou dochadzalo
aj v pripade, kedy bola deléciou myristylacie z&bi@na interakcia virusovyatastic
s cytoplazmatickou membranou (ZABRANSKY et al., 200

a2l

Lipidma

RS g

Obr. 3. Schématicky nékres zrelej retrovirusovej ¢astice. Virion je obaleny fosfolipidovou
dvojvrstvou odvodenou od plazmatickej membrany itei'skej bunky. Na povrchu sa nachadzaju
povrchové (SU) proteiny, membranou prechadzajustr@mbranové (TM) proteiny. Pod obalom je
situovany matrixovy (MA) protein, kapsidovy (CA) qbtein obklopuje komplex RNA

s nukleokapsidovym (NC) proteinom. Vo viribne sah@azaju proteiny s enzymovou funkciou: proteaza
(PR), reverzna transkriptdza (RT) a integraza ((Rjevzaté zo Swanstrom a Wills, 1997.)

2.9 Retrovirusové L domény

Virusové L (z angl. late) domény su vysoko konzear®, kratke peptidové
motivy, identifikované v Gag polyproteinoch mnohyebtrovirusov (obr. 4) a
v matrixovych proteinoch rhabdovirusov, u filovious i u arenavirusov (zhrnuté
vo FREED 2002; PORNILLOS et al.,, 2002; MORITA a SDQUIST, 2004;
DEMIROV a FREED, 2004; BIENIASZ, 2006). Pomenovahidomén vychadza z ich
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esencialnej ulohy v neskorych fazach Zivotného wyfketro)virusov, pri uviovani
pwiacich virionov z bunégného povrchu. Ich charakteristickou vlastims je
schopnog sprostredkov interakcie virusovych proteinov s proteinmi heBsikych
buniek.

Mnoho protein — proteinovych interakcii v bunke saskut@nuje
prostrednictvom oblastfasto kratSich ako 10 aminokyselin, so Specifickdagiou
prolinu (zhrnuté v KAY et al.,, 2000). Prolin je HKxentovane zastupenou
aminokyselinou aj v primarnej Struktire L doménrigonnog prolinu je pre funkciu L
domeén rovnako esencialna ako pri mnohych inychefmot proteinovych interakciach
v bunke.

PretoZe su L domény kratkymi motivmi, pévodne sadpokladalo, Ze aj ich
konformacia bude jednoducha. Nemalo sa jédmaigidne Struktiry a za predpoklad
pre spravnu funkciu L domén bola povaZzovana prégercia rigidity (PARENT et al.,
1995). Neskor bola vyrieSené krystalova Struktlgptiplov s L doménovou sekvenciou
a ako pravdepodobnejSi sa ukazal opak. Peptidy eoesciou L domén su
organizované Struktary vytvarajuce povrch pristupiyd rozpa$adlu alebo
interagujuci s inymi proteinmi (ZHAI et al., 2008).

U znamych retrovirusov boli dopoBiadentifikované tri typy L domén s
konsenzom sekvencie P(T/S)AP, PPxY a YR(x)kde x zn&i Tlubovdnu
aminokyselinu af 3). Zasahy do primarnej Struktary tychto doménssdiju blok v
uvolnovani (retro)virusovychiastic z vonkajSieho povrchu cytoplazmatickej mempra
hostitd'skych buniek. To m& za nasledok pozoruhodny vinasdenotyp
charakteristicky akumulaciou defektnych virionov pavrchu bunky (obr. 5) (zhrnuté
vo FREED 2002; MORITA a SUNDQUIST, 2004; DEMIROV FREED, 2004).
U niektorych retrovirusov, ako napriklad HIV-1 abelu virusu infeknej anémie
koni(EIAV), je L doménova sekvencia lokalizovana@dkonci molekuly Gag, u inych
retrovirusov, ako napr. RSV, M-PMV alebo u viruswkémie hovadzieho dobytka
(BLV) sa motiv sL doménovou funkciou nachadza meBtA a CA doménou
molekuly Gag a u HTLV-I dokonca v primarnej StruldlC-konca MA domeény. Bolo
dokazané, Ze funkcie neskorych doménc¢asto zamenitmé medzi rdznymi druhmi

retrovirusov a navyse sasto nezavislé na polohe v molekule Gag.
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Obr. 4. Schématické znazornenie retrovirusovych Gagpolyproteinov a lokalizacia L domén.
Matrixovy (MA), kapsidovy (CA) a nukleokapsidovy (Y protein su zobrazené zelenou, modrou, resp.
Zltou farbou. Specifické proteiny obsahujice L doowd sekvenciu st znazornené fialovou farbou,
s vynimkou HTLV-1, kde je L doména lokalizovana AMproteine. L domény su zobrazetervenou
farbou a hviezda oznaje miesto vazby bukeého proteinu ALIX/AIP1 u HIV-1. HIV-1 — viruBudskej
imunodeficiencie typu 1; EIAV - virus infékej anémie koni; MLV — virus mySej leukémie; RSVirus
Rousovho sarkbmu; M-PMV — Masonov-Pfizerovapiirus; HTLV-1 - virusludskej T leukémie typu 1
(prevzaté z Demirov a Freed, 2004).

2.9.1 L doména P(T/S)AP

Historicky prva zmapovana L doména bola popisakidMil. Mutacna analyza
zasahujuca HIV-1 p89 N-terminalnu doménu v kontexte kompletného prasdugho
klonu, viedla k objaveniu defektnych viriGnov HIVslpredominantne nematurovanou
morfolégiou, akumulovanych na bum®m povrchu (obr. 5) (GOTTLINGER et al.,
1991). Podrobnym mapovanim tejto domény bol idiéaviany PTAP motiv,
lokalizovany medzi 7. - 10. aminokyselinovym zwy8k ktory zohrava kritickd tlohu
pri uvolnovani viribnov HIV-1 z buniek. Substiticia vSetky&kyroch ale i jedinej
z aminokyselin tvoriacich tento motiv ma za nastedoamatické zniZzenie mnozZstva
virusovych ¢astic uvdnenych z buniek transfekovanych kompletnym molakuylid
klonom HIV-1. Skracovanie (8% od C-konca, bez zasahu do PTAP motivu, ani
mutacie mimo tuto konzervovanu sekvenciu nemajlywpla produkciu virusovych
sastic (HUANG et al., 1995). HIV-1 (58° doména i jej samotna N-terminalna oblas
obsahujiuca PTAP motiv je schopna supfolvaloménové funkcie u inych retrovirusov.
Tato skuténog’ bola preukazana na modeloch rekombinantnych ki@&igw a RSV s
deléciou pévodnej L domény (PARENT et al., 1995FFPBR et al., 1997).
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Obr. 5. Membranovéa asociacia virusovychastic HIV-1 s L doménovou mutéciou.Transmisny (A-
C) a skenovaci (D) elektromikrograf COS-7 buniegnsfekovanych mutantnym provirusom. &8énie:
(A) 14800x ; (B) 31900x ; (C) 19500x ; (D) 6600Prevzaté z GOTTLINGER et al., 1991).

2.9.2 L doména YP(x)L

Prvym retrovirusom, uktorého bola popisana L dawmén sekvencia
s primarnou Struktarou YPD je lentivirus EIAV. Sekvencia YPDL je lokalizovarv
p9 domeéne EIAV Gag polyproteinu (PUFFER et al.,7)9% jej objaveniu viedli prace
zaoberajlce sa futkou homolégiou RSV p2B? a HIV-1 p6* s p$?? peptidom
EIAV. Napriek odlisnej primarnej sekvencii na prolbohatych RSV p29 a HIV-1
p6°% od EIAV pF? bola tato sekvencia schopna suptoa doménové funkcie
u del&énych mutantov RSV a HIV-1, a naopak (PARENT etE95). Deléna analyza
C-terminélneho EIAV p® spolu s metédou alaninového skenovania definolala
doménovl dlohu aminokyselinovych zvySkov Tyr23p2F a Leu26 u tranzientne
exprimovanych molekul EIAV Gag (PUFFER et al., 1pHIAV vSak nie je jedinym
(retro)virusom, u ktorého nachadzame konsenzuseseier YP(x)L. Objavuje sa aj
u iného lentivirusu. V sekvencii HIV-1 & sa medzi aminokyselinovymi zvyskami 36
az 41 rozprestiera motiv YPLASL, pre ktory bolo ép&né, Zze synergizuje s pimarnou
L doménou PTAP (STRACK et al., 2003). VysSie uvédzezistenia pramenili
Z experimentov s virusom podobnyrgasticami (VLPs, z angl. virus-like particles)
EIAV, ale vyznam p& v neskorych fazach Zivotného cyklu EIAV bol potemy
aj v kontexte kompletného molekularneho klonu EIEHEN et al., 2001).

2.9.3 L doména PPxY

Pionierske vyskumy zaoberajluce saldvanim a uvtiovanim RSV ukazali, Ze
u tohto vt&ieho alfaretrovirusu moézu Byodstranené rozsiahle oblasti molekuly Gag
bez negativneho dopadu na Ukavanie VLPs z buniek. tento proces bol naruseny az

po odstraneni jedenasminokyselin kratkej peptidovej domény §2bunikatnej pre
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RSV, lokalizovanej medzi MA a CA doménou (WILLS at, 1994). Detailnym
mapovanim molekuly RSV Gag a jej p2b domény boldoménova uloha prisudena
sekvencii PPPYn4ajdenej u mnohych retrovirusov Vyirntvoria lentivirusy (PARENT
et al., 1995; XIANG et al., 1996). Motiv PPPY nagha@me u viacerych retrovirusov a
d’alSie prace zaoberajuce sa jeho ulohou v neskdézdch zivotného cyklu mnohych
retrovirusov na seba nenechali dibaka’. Nasledoval popis L doménovej funkcie
PPPY motivu u M-PMV. Vtomto pripade je sekvencih sloménovou funkciou
sttag’ou ppl6?® domény, C-terminalneho S&tiepneho produktu domépp4Hd
lokalizovaného obdobne ako u RSV, medzi MA a CA doou molekuly Gag. Na
modely M-PMV bolo dokazané, Ze motiv PPPY nie jeyhautny pre tvorbu nezrelych
virusovych ¢astic, ale ma esencialnu udlohu pri Iis@vani viribnov z buniek. Svoju
tlohu plni rovnako u rekombinantného virusu s delépp16¢a spatnou introdukciou
samotného PPPY motivu (YASUDA a HUNTER, 1998)alsim retrovirusom
u ktorého Gag polyproteinového prekurzoru nachadzBRPY motiv, je BLV. Tento
motiv je pritomny v C-terminalnom Useku MA domérfj. vtomto pripade maju
mutainé zasahy za nasledok redukciu vimavani VLPs 2z tranzientne
transfekovanych buniek (WANG et al., 2002).

2.9.4 Retrovirusy s viacerymi L doménovymi motivmi

V sekvencii Gag polyproteinov niektorych retrovous vratane M-PMV
a HTLV-1, nachddzame motivy PPPY aj PSAP, resp.lRTAM-PMV je PSAP motiv,
obdobne ako PPPY motiv, lokalizovany v pf®6 Oddelené si sekvenciou Styroch
aminokyselin, ptiom PPPY motiv je N-proximalny a PSAP motiv je Cxinzalny.
Oba tieto motivy sa ashuju uvdnovania virionov M-PMV z buniek. Motiv PSAP
ma pridavnu L doménovu funkciu a vyZaduje intakimgtiv PPPY. Muténé zasahy do
motivu PPPY maju za nasledok dramatické zniZzenieolhiovani ¢astic MPMV,
zasahy do motivu PSAP znizujdiinog’ uvamovania lenciastatne (GOTTWEIN et
al., 2003).

U HTLV-1 nachddzame PTAP motivé&sne s PPPY motivom v C-terminalnej
oblasti MA domény. Oddelené su dvomi aminokyselingonicom PTAP motiv je
lokalizovany blizSie k C-koncu MA domény. Mutaciebach motivov blokuju
uvolnovanie virionov z povrchu hostligkych buniek. Substiticia PTAP motivu
sekvenciou PPPY alebo YPDL nema vplyv na produkeisovych ¢astic, ale
substiticia PPPY motivu PTAP alebo YPDL motivonméiuje produkciu HTLV-1
castic. Podobne ako u vysSie ziweaného M-PMV, ma motiv PPPY u HTLV-1
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dominantnt dlohu, ale v procese ¢pnie participuje spotme s motivom PTAP
(WANG et al., 2004).

V sekvencii MLV p122 domény je lokalizovany esenciainy PPPY motiv
s primarnou L doménovou funkcioldalej u MLV nachadzame PSAP motiv v MA
doméne a do tretice aj LYPAL motiv, ispjuci konsenzus L doménovej sekvencie
YP(X).L, leZiaci na rozhrani MA a p£2° domény. Tieto dva motivy zvy3uj&itnog’
uvolnovaniac¢astic MLV z buniek (SEGURA-MORALES et al., 2005).

2.9.5 Pozicia L domén a ich funkna zamenitdnost’.

Napriek odliSnej primarnej Strukture a relativnegieii v molekule Gag existuju
pripady funknej zameniténosti L domén medzi réznymi druhmi retrovirusov ja a
doklady o nezavislosti L doménovej funkcie na ladatii v molekulach Gag. Neplati to
v3ak vSeobecne. Dokazané bolo, Ze N-terminalny HIdG"? je schopny nahrafliL
doménovu funkciu RSV p2B jednak na pdvodnom mieste (2% medzi MA a CA
oblag’ou, ale ina C-konci molekuly RSV Gag. Rovnako j@zmé nahradi L
doménovt funkciu RSV p2B?pouzitim N-terminalneho EIAV & (PARENT et al.,
1995). Naopak, L doménova funkciBIAV p9%® méze by nahradend nielen
ekvivalentne lokalizovanym HIV-1 8% ale aj RSV p2f*® (PUFFER et al., 1997).
Defekt v uvdiiovani ¢astic EIAV spdsobeny deléciou YPDL motivu Zf9bol
odstraneny aj zavedenim PPPY alebo PTAP motivu lestonpdvodnej L domény
(SHEHU-XHILAGA et al., 2004). Z uvedenych skdtmsti vyplyva, Ze sekvéne
a lokaliza&ne odlisné L domény RSV p%¥a HIV-1 p6° st funkne ekvivalentné
a substituovai®mé s EIAV p§2?

Napriek dékazom o zameniteosti a pozinej nezavislosti L domén, je potrebné
chapa ich funkcie v SirSom kontexte. Odhalenie zaujin@wysavislosti priniesli
nasledujlice zistenia. N-terminalna oblasllV-1 p6°2¢ nesica PTAP motiv je
post&ujuca pre L doménovu funkciu v kontexte kompletnéholekularneho klonu
(GOTTLINGER et al.,, 1991). V usporiadani stzv. imalnym Gag konstruktom
s rozsiahlymi deléciami, ale stale schopnym vytwadausom podobnéastice, nie je
samotna N-terminélna obtasilV-1 p6°2 nestica PTAP motiv, schopna vykonata
doménovu funkciu (ACCOLA et al., 2000).

Stimulova’ uvadnovanie virusom podobnyctastic HIV-1, tvorenych vysSie
uvedenym minimalnym Gag konStruktom, je schopnytigepesuci L doménu Ebola
virusu. U Ebola virusu je L doména tvorena aminekgsvymi zvySkami PTAPPEY a
jedna sa o prienik dvoch L domén, P(T/S)AP a PP3&kvencia PTAPP je pritomna
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i uHIV-1, ale nasleduje Glu namiesto Tyr. SubsidlY/G v motive PTAPPEY

spbsobuje redukciu v utmovani rekombinantnych HIV-1 VLPs tvorenych
minimalnym Gag konStruktom s peptidom nesucim L doavu sekvenciu Ebola
virusu (STRACK et al., 2000).

UHTLV-1 sL doménami PTAP iPPPY (viz vySSie), neilhuje vzajomna
zadmena tychto dvoch L domén uiiovanie virusovycltastic z buniek (WANG et al.,
2004).

V pripade MLV, u ktorého nachadzame vstetky tri dmetnové sekvencie, sa
pridavny L doménovy motiv PSAP nachadza v MA domé&teerozdiel od HIV-1, kde
je PTAP motiv esencialny a lokalizovany C-termimé(miz vysSie). Mutacia vSetkych
troch L doménovych motivov u MLV a nasledné zavéal@SAP motivu na C-koniec
Gag sekvencie, umagje uvdnovanie rekombinantnyckiastic MLV z buniek, ale
s omnoho nizSou efektivitou ako u divokého typue RILV to znamena, Ze poloha L
domény vramci molekuly Gag ovplywje jej funkcie, ale nie je limitujucim
determinantom (SEGURA-MORALES et al., 2005).

2.9.6 Pdsobenie virusovej proteazy verzus L doménova funla.

Porovnania vysledkov ziskanych v systémoch liSiada aktivitou proteazy
eviduju vplyv aktivity retrovirusovej proteazy nankciu L domeén, resp. na spravanie
sa systémov s mutantnymi L doménami. V kontexte Hemeho molekularneho klonu
HIV-1 bolo pozorované napadné zmiernenie negativeédktu mutacie L doménového
PTAP na uvtinovanie virusovychcastic z tranzientne transfekovanych buniek, ak
nebola pritomna proteayova aktivita (HUANG et aB95). V systéme s tranzientnou
expresiou molekul Gag a proteazy BLV bol taktiezvpdeny dramatickejSi defektu
v uva'nmovani VLPs po mutacii L doménového motivu PPPY ntkmte s aktivnhou
protedzou (WANG et al., 1997).

Strene povedané, pozoruhodny fenotyp spésobeny mutdcidomén je do
istej miery podmieneny pritomnésu aktivnej virusovej proteazy. Naopak, ak nie je
pritomna proteazova aktivita, defekt spdsobeny oiotial. domén je do ditej miery
prekonany (HUANG et al., 1995).

2.9.7 Interakcie L domén s bun&nymi proteinmi.

Priame interakcie (retro)virusovych L domén s vigige bun&nymi proteinmi
poukazuju na potencialnu ulohu bdngch partnerov v procese ¢ania. Blokacia
tychto bunénych partnerov ma mnohokrat za nasledok blokaciwliiovania

rerovirusovych castic z hostiteskych buniek. NajnovSie zistenia nazuog, Ze
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retrovirusy uzurpuju komponenty drah vakuolarnehedéenia proteinov (zhrnuté v
MORITA a SUNDQUIST, 2004; DEMIROV aFREED 2004) experimenty
s viacerymi retrovirusmi dokazali interakciu Gagtpfnov s ubiquityl&nou masinériou
a potrebu aktivnych proteazoOmov préinié uvdnovanie retrovirusov (zhrnuté vo
VOGT, 2000). Napriek tymto poznatkom je presny natbhmus a drahy vyuzivané

retrovirusmi v procese pania stale zahalené tajomstvom.

2.9.8 Ubiquitin

Ubiquitin (Ub) je vysoko konzervovany bumg protein s molekulovou
hmotnosou 5 kDa, pozostavajuci zo 76 aminokyselinovych Skey. Kovalentné
naviazanie jednej, alebo viacerych molekdl ubiquitislizi ako post-transiaa
modifikacia smerujaca buteé proteiny do viacerych metabolickych drah. Zatia
polyubiquitinylacia (réazec najmenej Styroch molekdal Ub) smeruje proteiny
k degradacii v 26S proteazdme, monoubiquitylacigishko signél pre internalizaciu
proteinov z cytoplazmatickej membrany alebo akon&igsmerujuci proteiny do
endocytotyckych drah v MVB a neskorych endozémoch.

Proces ubiquitylacie z@&a ATP-dependentnou aktivaciou kovalentnym
pripojenim C-terminalneho Gly zvySku Ub k postramoére’azcu Cys zvysSku Ub-
aktivainého enzymu. Ub-akti¢ay enzym sa taktiez oz&ige E1 a Ub je k nemu
viazany vysoko energetickou thioesterovou vazbasl®étne dochadza k transferu Ub
acinkom E1 na Cys zvySok v aktivnom mieste Ub-konfég@ enzymu, ozgavaného
E2 alebo UBC (z anglubiquitin conjugating) enzym. Kori@y prenos Ub z E2 na
cielovy protein je katalyzovany Ub-ligazou (E3). UbKevalentnou, izopeptidovou
vazbou pripojeny ke-amino skupine postrannéhotagca Lys zvySku clevého
proteinu. Pri polyubiquitylacii sud’alSie molekuly Ub pripojené k Lys zvySku
predchadzajiucej molekuly Ub za vznikutaeca Ub molekdl. Po degradacii
polyubikvitylovaného proteinu su molekuly Ub recykhné pre d’alSie pouZitie
(zhrnuté v HERSHKO a CIECHANOVER, 1998).

Cicawie bunky exprimuja jediny E1, ale ¢etnd rodinu E2 a E3, ktoré sa liSia
svojou Specifitou pri rozpoznavani bieych proteinov. V bunkach je pritomna
aj rodina proteinov zdfajuca vysoky stupe sekverinej i predikovanej Struktlrnej
podobnosti s E2Clenovia tejto rodiny, napr. protein TSG101, resgité proteinové
domény sa nazyvaju ako E2-podobné, UBC-podobnbpadl=V (z anglubiquitin E2
variant) proteiny, resp. domény. Nemaju Cys v kéittkgm mieste a preto nie su

schopné kovalentnej vazby s Ub. Uloha tychto enzigikya neaktivnych proteinov je
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zrejme pri modulacii ubiquitinytanych reakcii a taktiez su vyznamne zapojené

V procese ptania retrovirusov.

2.9.9 Ubiquitylacia molekul Gag

V swasnosti vieme o mnohych pripadoch kovalentnéhoofaipa molekal Ub
k molekulam Gag atato skuétmwg’ je vo funknom vz’ahu k L doménam (VOGT,
2000). Na poiatku vyskumov zaoberajucich sa ulohou Ub v Zivatnacykle
retrovirusov bolo objavenie Vimych molekdl Ub vo viribnoch ALV v péaasobne
vySSej koncentracii ako je koncentracialmého Ub v cytosole buniek. Tato praca
poukazovala na Specifickl inkorporaciu molekal Ul dirionov ALV, ale
nepredpokladala kovalentné pripojenie Ub k molekul@ag (PUTTERMAN et al.,
1990). Neskorsie zistenia dokumentuju inkorporadiudo viribnov HIV-1, SIV, Mo-
MLV aEIAV v molarnom pomere 1:10 k molekulam Gabalej bola potvrdena
monoubiquitylacia 2% molekdl §8° u HIV-1 a SIV, p18% u Mo-MLV a p$*®
u EIAV, ¢o predstavuje kovalentnu véazbu u asi 30% inkorpamgeh molekul Ub
(OTT et al., 1998, 2002). Ubiquitylacia Gag moleR8V vyZaduje intaktni L doménu.
V tomto zmysle je funénou nielen pévodna L doména RSV, ale aj seknedliSné L
domény HIV-1, HTLV-1 aEbola virusu (STRACK et al2000). Ubiquitylacia
chimerickych molekul, pozostavajucich z minimalnehdlV-1 Gag konStruktu
s peptidom nesucim L doménovu sekvenciu Ebola uif&®TRACK et al., 2000),
redukuje Y/G substiticia v PTAPPEY motive. Taktésgbena redukcia ubiquitylacie
Gag molekul implikuje blok v uM@ovani (rekombinantnych) virusom podobnych
castic (STRACK et al., 2002). Ubiquitylacia bola ggma aj u NC proteinu MMTV a
proteolytyckého medziproduktu p3-p8. U MMTV NC peoiu sa udava konjugacia
dvoch molekul Ub, ale nebolo daemé,¢i sa jedna o diubiquitylaciu, alebo pripojenie
dvoch nezavislych molekudl Ub (OTT et al., 2003)etdi Udaje spdjaju retrovirusy,
ktorych castice su vytvaranéi uz v cytoplazme (betaretrovirus MMTV) alebo na
vnatornej strane cytoplazmatickej membrany (lemtisy HIV-1, SIV, EIAV
a gamaretrovirus Mo-MLV) a taktieZz vyuzZivajuce &§etri typy znamych L domén
(P[T/S]JAP u HIV-1 a SIV, PPxY u Mo-MLV a YP(x) u EIAV), sbunénou
ubiquitylatnou masinériou. Presné posobenie Ub wakia k retrovirusom vsak nebolo

dodnes spiahlivo objasnené.

2.9.10Vzt'ah proteazomov k uvdiiovaniu retrovirusov z buniek
Latky  inhibujace  funkciu  proteazOmov  spOsobuju  wamadenie
(poly)ubiquitylovanych proteinowim je depletovana zasobalwého Ub v bunkach.
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Inhibicia proteazomov mala za nasledok akumulagnonov RSV na bungmom
povrchu, fenotyp napadne pripominajuci L doménowtaaie (PATNAIK et al., 2000).
Ponukaju sa dve alternativne vysvetlenia. Za peéektné Gag molekuly, ktoré by za
fyziologickych podmienok boli degradované v protaabch, su akumulované
v bunkach oSetrenych inhibitormi proteazémov arfateju s tvorbou a uv@ovanim
retrovirusovych c¢astic. Za druhé, Ub sa aktivne ¢ashuje procesu tvorby
a uvdnovania retrovirusovyclastic z buniekgi uz ako sdag’ molekul Gag alebo
hostitd’'skych proteinov tiez zapojenych v tomto proces@raspech druhej hypotézy
svedi fakt, Ze uvénovanie RSV z infikovanych buniek je zablokované gisnim
inhibitorov proteazoémov. Nadexpresia Ub v tychtmk@ch, alebo fazia Ub s Gag
molekulami, prekonava tento defekt (PATNAIK et &Q00). K podobnym zaverom
dospel aj vyskum uv@ovania HIV-1 VLPs (STRACK et al., 2000) Paradoxne,
uvolnovanie EIAV z buniek nie je vyrazne ovplyvnené hibiou proteazomov
(PATNAIK et al., 2002) V porovnani s vySSie uvedemyvirusmi, dochadza len
k miernemu zniZeniu d&nnosti uvdnovania ¢astic EIAV (OTT et al., 2002).
Komplexny prieskum pdésobenia proteazomovych inbibit na uvdinovanie
retrovirusov priniesol nasledujuce zistenia.cdue MLV a M-PMV je citlivé na
inhibiciu proteazémov, rovnako ako HIV-1 a RSV. Nak, pkanie MMTV, tak ako
EIAV, nevyzZaduje aktivitu proteazomov (OTT et 2003).

VySSie uvadzané skutoosti by sa dali zhrnt nasledovne. Uu@ovanie
retrovirusov nesucich L domény P(T/S)AP (HIV-1) Rx® (RSV, MLV, M-PMV),
vytvarajucich svojecastice ¢i uz v cytoplazme (betaretrovirus M-PMV), alebo na
cytoplazmatickej membrane (lentivirus HIV-1, altao®irus RSV, gamaretrovirus
MLV) vyZaduje aktivne proteazomy. Neplati to vSak [EIAV (L doména YP(xL,
skladaniec¢astic na plazmatickej membrane) ani pre MMTV saytaplazmatickou

tvorboudastic a nezndmou L doménou.

2.9.11Triedenie proteinov a formovanie v&kov v MVB

Internalizacia membranovych proteinov z bimé&ho povrchu aich degradacia
v lyzozémoch predstavuje, z topologickéh@diska, analogicky problém ako damie
(retro)virusov. RieSenie predstavuje formacia enddmych Struktar ozr@mvanych
MVB (z angl. multivesicularbodies). Vznikaju invaginaciou membran oheamicich
endozomi a ptanim va@&kov smerom z cytoplazmy do lumen tychto kompartrment
Signalom smerujucim vybrané proteiny doc¢k@ MVB je monoubiquitylécia.

Triedenie proteinov a formovanie dkmv MVB je zavislé na skupine najmenej 18
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proteinov, poévodne identifikovanych genetickym maptm uSaccharomyces
cerevisiae. Suhrnne sa oztaju ako Vps (z anglvacuolarprotein sorting) proteiny
triedy E. Ich delécia je charakterizovana akumualacaberantnych endozomalnych
kompartmentov priliehajacich k vakuolép je organela analogicka s lyzozémami.
U cicavcov, vratene&loveka, je znamych 25 ortolégov kvasinkovych Vpsteimov
triedy E. Proteiny Vps triedy E su komponentmi kéewpv ESCRT (z angl.
Endosomal Sorting Complex Required for Transpaftpytoplazmy su prechodne
regrutované na endozomalnu membranu, kde sprostvadi@ju kaskadu dejov,
smerujucu od triedenia proteinov aZ po formovaai&kav MVB.

Prvym komplexom triedy E, rozpoznavajucim ubiqutsdné proteiny, je HRS
(z angl.hepatocyte growth factaregulated tyrosine kinaseibstrate) komplexI'(ildsky
ortolog kvasinkového Vps27). Rozpustny HRS proteimegrutovany na membranu
skorych endozémov. D6kazy spajajuce HRS komplexXidgine s p&ianim retrovirusov
neexistuju. Ulohou HRS komplexu je regrutdbveESCRT-I, triediaci receptor
rozpoznavajuci ubiquitylované proteiny a iniciujlch spravne smerovanie cestou
ESCRT masinérie. Komponent ESCRT-I, protein TSGx0dngl.tumor suspectibility
gene, 'udsky ortolég kvasinkového Vps23), priamo interaggjHRS komplexom.
Kvasinkovym dvojhybridovym systémom bola dok&zamirpa interakcia TSG101
(komponent ESCRT-I) s EAP45 a EAP30 (podjednotkyCR®-II). ESCRT-II vSak
moze translokowd na endozomalnu membranu aj v nepritomnosti ESCRJcI
naznguje potencialnu pritomnéslalSich signalov. Priamatas’ ESCRT-II pri pdani
retrovirusov potvrdena nebola (LANGELIER et al.080) ESCRT-II je prostrednikom
medzi ESCRT-I a ESCRT-Ill atymto prepaja drahu,ktlarej vstupuju retrovirusové
Gag proteiny interagujuce s TSG101. Podjednotkyidee kvasinkovy ESCRT-III
komplex maju wloveka ortology ozngvané ako CHMPchargedmultivesicular body
protein), ktoré interaguju g'alSim proteinom triedy E, ALIX/AIP1 (z angBLG-2-
interacting proteinX / apoptosis-linked gene @ueractingprotein 1, ludsky ortolog
kvasinkového Brol/Vps31). ALIX, predominantne ldkalvany cytoplazmaticky a na
endozomalnu membranu regrutovany interakciou s CHMiasledne regrutuje
deubiquityl&ny enzym Doa4, ktory odstfaje ubiquitin z ozn&nych proteinov.
Finalnym krokom v triedeni proteinov a prerekvigitgre formovanie W&kov je
disociacia komplexu ESCRT-III katalyzovana ATPazwiedy AAA ozna&ovanou
VPS4 (zhrnuté v MORITA a SUNDQUIST, 2004; BABST 3)0
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2.9.12TSG101 a p&anie retrovirusov

Protein TSG101 je enzymaticky inaktivnym homologdb-konjug&ného
enzymu E2. Na N-konci molekuly sa nachadza enzyhkyatinaktivna UEV domeéna,
stradajuca Cys v aktivnom mieste, ale schopna twid#ta. Molekula TSG101 je
sitag’ou supramolekularneho komplexu ESCRT-I. ESCRT-tggrutovany priamou
interakciou TSG101 s HRS komplexom prostrednictwiwvoch diskrétnych oblasti.
Zatidl ¢o prva z nich primarne regrutuje TSG101, centrdP$AP motiv viaze
a aktivuje TSG101 pre nasledujucu interakcid’aisimi faktormi. Tento model
predpoklada pritomn@s solubilného TSG101 v autoinhibovanom stave. \btejt
uzavretej konformacii je N-terminalna UEV doméndramolekularne naviazana na
PSAP sekvenciu pritomna blizSie k C-koncu molekKi§G101. K aktivacii TSG101
dochadzatrans-interakciou UEV domény TSG101 s PSAP motivom HRnhjilexu
(zhrnuté v MORITA a SUNDQUIST, 2004).

Tak ako PSAP motiv HRS komplexu alebo PSAP motastly TSG101,
Specifickym vazbovym partnerom pre UEV doménu TSIGjEOaj PTAP motiv HIV-1
p6°29 (GARRUS et al, 2001; VERPLANK et al., 2001). Mu&o tomto motive,
prejavujuce sa defektom v uitmvani virusovyché¢astic z buniek (HUANG et al.,
1995), rusia vazbu TSG101 aHIV-1 % ktorej sa zdastiuje prvych 13
aminokyselinovych zvyskov HIV-1 (8% Pre &innl interakciu je taktie? esencialnou
intaktnd UEV doména TSG101. Ubiquitylacia HIV-1%f%kooperativne stimuluje
vazbu TSG101 (GARRUS et al., 2001; VERPLANK et &001). Nadexpresia N-
koncovej oblasti molekuly TSG101 (TSG-5) nesuceEW doménu, inhibuje
uvolnovanie HIV-1 z buniek wrans-negativhom zmysle, vazbou PTAP motivu.
Nasledkom je Specificka blokacia L doménovej fuekci

Podobny efekt vSak nebol zaznamenany u MLV ani BMV. Tieto retrovirusy
vyuZivaju L doménu PPXxY, il u M-PMV nachadzame aj pridavny PSAP motiv.
Nadexpresia kompletnej molekuly TSG101 (TSG-F)iégkblokuje uvénovanie HIV-

1 z buniek, ale mechanizmus nesuvisi s vazb&3%pBladexpresia C-koncovej oblasti
molekuly TSG101 (TSG-3'), ktora interaguje s proteh VPS28 (komponent ESCRT-
I, viz vySSie), blokuje uvimovanie nielen u HIV-1 ale aj u MLV. Zatigo TSG101-5’
suprimuje uvdnovanie HIV-1 blokaciou L doménovych funkcii PTAP tivo,
mechanizmus poésobenia vysokych hladin TSG101-FoalEBG101-3‘ je odlisSny.
Désledkom je bunmy fenotyp charakteristicky aberantnymi endozomainy
Struktarami. Efekt TSG101l-F a TSG101-3° je teda ob&enejSieho charakteru,
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spésobeny rozruSenim buwnej masinérie endozomalneho triedenia proteinov
(DEMIROQV et al., 2002; GOILA-GAUR et al., 2003).

Suhrnom, replikdcia HIV-1, podmienend nielen intgkt L doménovym
motivom, ale aj burimym faktorom TSG101, vyZzaduje fuikd Vps drahu rovnako
ako replikacia MLV, u ktorého hra TSG101 Vagiu ulohu (SEGURA-MORALES et
al., 2005).Uvedené skutinosti ofadne pésobenia TSG-5’ by mohli sitiako zaklad
pre dizajnovanie inhibitorov zamierenych proti Hlyale nenari3ajucich endozomalne
triedenie proteinov (GOILA-GAUR et al., 2003).

2.9.13ALIX/AIP1 a pu ¢anie retrovirusov

Buneny protein ALIX, ozn&ovany aj AIP1, je zapojeny vo viacerych
bune&nych procesoch vratane apoptotickej humeg smrti, vystavby aktinového
cytoskeletu a triedenia proteinov do endozomalngdyzozomalnych drah. Jeho
kvasinkovy ortoldg, ozrmvany ako Vps31 alebo Brol, patri medti Vps proteiiedy
E. KryStalova Struktara molekuly ALIX je rozdelend troch oblasti. Doména Brol
tvoriaca N-koncovu oblasmolekuly ma konzervovanu Struktdru tvarom pripoajticu
bumerang alebo banan a interaguje s ESCRT-III kergoh. Na C-konci molekuly sa
nachadza obl@shohata na prolin a predpoklada sa, Ze je neStakdia. Jej stag’ou
je aj PTAP motiv sprostredkovavajuci interakciuatinom TSG101 (sas’ ESCRT-

[, viz vySSie). Centralna V doména je tvorena dvammnenami, ktoré zaujimaju
konformaciu v tvare pismena ,V&m priestorovo priblizuji Brol doménu s ohlas
buhatou na prolin (FISHER et al., 2007; LEE et200Q7).

Protein ALIX bol objaveny inkorporovany vo viribnog@rimatich lentivirusov
(HIV-1, SIV) ato v zavislosti na (8% PresnejSie sa jedna o C-termindlnych 12
aminokyselinovych zvyskov, kde nie je zahrnuty m®ITAP (STRACK et al., 2003).
Pre interakciu medzi HIV-1 (58 aproteinom ALIX je nevyhnutny motiv
LYP(X)nLxxL, lokalizovany C-proximalne (LEE et al., 200ZHAI et al., 2008). Tento
motiv nachadzame aj u EIAV, pom Y aP zvysky su ako &g L domény
nevyhnutné pre uvéovaniecastic EIAV (PUFFER et al., 1997) a L doménovy motiv
EIAV p9®®tieZ interaguje s ALIX (STRACK et al., 2003).

Miestom interakcie medzi LYP(M)xxL sekvenciou a molekulou ALIX je
rozsiahly hydrofébny Zliabok V domény, ktoréhocadiou je konzervovany Phe.
U konsenzu sekvencie YP(k)je pre HIV-1 motiv YPLTSL n=3 a pre EIAV motiv
YPDL n=1. Oba tieto peptidy zaujimaju mierne aullikonformaciu, ktord im napriek

malej sekvetnej odliSnosti doviuje vytvara ekvivalentné kontakty sV doménou
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ALIX. Motiv YPDL ako jedind L doména u EIAV [58° vykazuje vysSiu vézbov
afinitu pre ALIX v porovnani s HIV-1 g89 u ktorého je primarnou L doménou PTAP
motiv. Pre L doménovi funkciu HIV-1 B& YP(x).L motivu v kooperécii s ALIX je
esencialny Tyr zvySok. Substiticia Phe za Tyrjaischopna suplovatuto funkciu,

i ked’ sa tieto aromatické aminokyseliny liSia iba v kexydlovej skupine (LEE et al.,
2007; ZHAI et al., 2008).

Nadexpresia V domény ALIX inhibuje ulovanie HIV-1 a m& za nasledok
produkciu virionov s defektnou morfolégiou. Tatohibicia je prekonana mutaciou
v HIV-1 p6°% YP(x),.L motive, ktord blokuje rozpoznavanie ALIX. a nakpaj
mutéciou konzervovaného Phe v hydrofébnom Zliabkdoxhény ALIX. Centrélny
V doménovy fragment proteinu ALIX teda funguje alegativne dominantny inhibitor
uvolnovania HIV-1 z buniek a procesovania Gag polyprae¢ého prekurzoru
(MUNSHI et al., 2007; LEE et al., 2008). Nedavnodopublikované zistenie, ze
YP(x),L motiv sa sice podfa na vazbe proteinu ALIX, ale nie je esencialny.
Inkorporécie do viriébnov HIV-1 in vitro vazby ALIX molekuly su schopné aj motivy
zinkovych prstov NC domény Gag (POPOV et al., 2008)

2.9.14Ubiqutin ligazy rodiny NEDD4 a puc¢anie retrovirusov.

VySSie uvadzané priklady dokumentuja priamu inteiak. domén P(T/S)AP a
YP(X)oL s Vps proteinmi triedy E. Spravne fungovanie lLmémy PPxY je rovnako
zavislé na drédhach formovanych Vps proteinmi triey ale motiv PPxY
nesprostredkovava vstup do tychto drah priamoeraftiou s niektorym z faktorov
Vps triedy E. Sekvencia PPXY je rozpoznavany tzwWVWomeénami. Tieto domény,
oznaované aj WWP, su protein-proteinovymi inteéragmi modulmi tvorenymi asi 35-
40 aminokyselinovymi zvySkami. Ich &g’ou su dva konzervované Trp zvySky
oddelené asi 20-22 zvy3kami, od ktorych je pomeniavadvodené. Struktira WW
domén je tvorena antiparalelnym, trojviaknovyistom formujacim véazbové miesto
pre ligand bohaty na Pro (zhrnuté v KAY et al., @0BUDOL a HUNTER, 2000).

Viacero kopii WW domén je pritomnych u tzv. HECTanhgl.homologous to
E6-AP C-terminus) E3 ubiquitin ligaz rodiny NEDD4 (z angéuronal precursor cell-
expresseddevelopmentallydownregulatedd). WW domény sa nachadzaju v centralnej
casti cica¢ich NEDD4 molekul iuich ortologov ozéavanych popisanych &
cerevisiae. N-koniec molektl NEDD4 je tvoreny tzv. C2 domérinteragujicou s Ga
a fosfolipidmi, ktora ovplyiiuje funkciu proteinov regulaciou ich translokacie

k membranam v zavislosti na fluktuacii cytosolickéjoncentracie GA Na C-konci
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molekudl NEDD4 nachadzame vlastni HECT doménu suitiiigligazovou funkciou. Je
tvorend asi 350 aminokyselinovymi zvySkami a jejmgmovanie je zaloZené na
podobnosti s onkoproteinom E6-AP (z angl. ds8eciated protein) l'udského
papilomavirusu (zhrnuté v HARVEY a KUMAR, 1999).

E3 ubiquitin ligazy rodiny NEDD4 s WW doménami nadhame i u vi&ch
buniek. Prieskumom cDNA kniznice kuracieho embryh identifikovany interakny
partner pre L doménu RSV s konsenzom sekvencie PRdlizovanu v sekvencii
p2b°29 (viz vysSie). Je nim protein rodiny NEDD4, pomeaoy LDI-1 (z angl.L-
domain interacting protein 1). Tato Specificka iataria bola potvrdenén vivo aj in
vitro a zarové bola vylitena interakcia LDI-1 s PTAP sekvenciou HIV-1 alefféDL
sekvenciou EIAV. Expresia samotnej WW domény LDikierferuje s uviiovanim
RSV dominantne negativnym spdsobom (KIKONYOGO gt24101).

V pripade M-PMV s dominantnym L doménovym motivom PHRY
a sekundarnym motivom PSAP bola popisana E3 ubigligaza rodiny NEDD4,
Specificky interagujuca so sekvenciou PPxY. Muta@a WW domén inhibuje
uvolnovanie castic M-PMV, ale intaktna C2 doména ani ubiquiidzova aktivita
HECT domény nie su podmienkouirinosti tohto procesu (YASUDA et al., 2002).
Spolane s proteinom TSG101 bola E3 ubiquitin lighza mpdNEDD4 objavena
inkorporované vo viribnoch M-PMV. Na inkorporaciuERD4 nema vplyv mutécia
PSAP motivu, ktora ale inhibuje interakciu s TSGIGDTTWEIN et al., 2003).

MLV s tromi L doménami interaguje nielen s NEDD4e as TSG101 a ALIX
(SEGURA-MORALES et al., 2005). Tak, ako je pre Mp¥imarnou L doménou PPPY
motiv, tak je pre uvdiovanie virusom podobnyctastic MLV z buniek nevyhnutna
interakcia s NEDD4 ubiquitin ligazami. Faktory TBI a ALIX hraju vedajSiu ulohu
a esencialna rola NEDD4 ubiquitin ligaz nemo6z€ hghradena pésobenim molekul
TSG101 alebo ALIX. Interakcie s NEDD4, TSG101 a Kldu zarové determinantami
vnatrobunénej lokalizacie MLV Gag molekul. Za fyziologickychpodmienok
a v zavislosti na buaom type je Gag lokalizovany dluna endozomalnej membrane
alebo na membrane plazmatickej. Z&h#ta priama interakcia Gag molekul s TSG101
a ALIX implikuje lokalizaciu Gag molekul na plazniekej membrane, za endozomalnu
lokalizaciu zodpoveda interakcia s NEDD4 ubiquiligghizami. Mutantné formy Gag
molekdl neschopné vazby s TSG101 aALIX sa konogntrna endozomalnej
membrane a su citlivé k dominantne negativnym fonmdEDD4 nekonjugujdcim

ubiquitin. Znamena to, Ze priamou interakciou meadplekulami Gag a TSG101
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alebo ALIX je pozZiadavka ubiquitylacie Gag molekibsobenim NEDD4 pottana
(SEGURA-MORALES et al., 2005).

2.10 Virus mySieho tumoru prsnej ’azy MMTV

V tridsiatych rokoch minulého statia bol virus mySieho tumoru prsnejazy
MMTV (z angl. mouse mammary tumor virus) popisany ako inféké agens
spbsobujuce karcinbm prsnéjpzy u mysi. Prenasa sadbborizontalne ako endogénny
provirus, alebo vertikalne ako exogénne igfek viribny. Exogénny virus sa prenasa
z laktujucej mySej samice cez materské mlieko macsapotomstvo (BITTNER 1936,
prebraté z INDIK et al. 2005). Virus u nového hieti napada najprv bunky B
lymfocytov lokalizované v tzv. Peyerovych plakoclasgointestinalneho traktu, v
ktorych sa replikuje. Nasledne je transportovargpitelialnym bunkam prsnej'dzy,
kde doko®uje svoj zivotny cyklus. Pre uspeSné pomnozenie MMJU potrebné
proliferujuce B lymfocyty. Na povrchu infikovanycB lymfocytov je exprimovany
virusom kodovany superantigén, produkt gésag, ktory je schopny neSpecificky
stimulova’ vel’ké mnozstvo CD4T lymfocytov. Takto stimulované CD4T lymfocyty
produkuja interleukin 4 (IL-4) a CD40 ligand, moldk stimulujice proliferaciu B
lymfocytov (zhrnuté v JANEWAY 2001).

2.10.1Geném MMTV

Gendém MMTV je tvoreny génmpgag, pro, pol, env, rem asag (obr. 6).
Nezostrihnuty transkript genémovezly tvory mRNA génowgag, pro a pol. Géngag
koduje hlavné Struktirne komponenty viribnu expwemeé vo forme Gag
polyproteinového prekurzoru (Pf7%). Génompro je kédovana virusova aspartatovi
protedzu (PR) uplatjucu sa v neskorych Stadiach zZivotného cyklustovétusov pri
proteolytickom spracovani polyproteinovych prekuoxov procese maturacie. Gpal
kdduje virusovu reverznu transkriptazu (RT), teddARlependentnd DNA polymerazu
s aktivitou RNazy H, a virusovu integrazu (IN). &uty uvedenych génov sl
kodované v odliSnycheitacich rdmcoch a syntetizované nalngeh polyzémoch
v cytoplazme hostitiskych buniek vo forme polyproteinovych prekurzomw 7%
Pr11629F°a pr16629° o0 K syntéze faznych produktov Pri&™ resp. Pri16er%
Pro-Pol yochadza posunotitacieho ramca o -1, resp. -2 nukleotidy, v déslesipresie
terminaného kodénu na konci Pr7® resp. Pr11879"°P° (MOORE et al., 1987;
HIZl et al., 1987). Génenv kdéduje obalové glykoproteiny TM a SU, ktoré su
syntetizované zo zostrihnutej, subgendémovej; mRNA, farme polyproteinového

prekurzoru Env, na drsnom endoplazmatickom retijktery je nasledne Stiepeny
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bung&nou protedzou vlumen endoplazmatického retikulastzhom env. mRNA
dochadza k odstraneniu enkapsititho signalu, ktory je lokalizovany v 5 -koncovej
oblastigag, a tym padom nie st mMRNA subgenémovékesti zbalené do viribnov.

Gén sag je lokalizovany v U3 oblasti MMTV LTR akoduje wusovy
superantigén (SAg), glykosylovany, membranovy protg/pu Il. Ten je Stiepeny
bun&nou proteazou za vzniku aktivnej formy, ktor4 navrpbu infikovanych B
lymfocytov vytvara komplex s MHC glykoproteinmi Itriedy. Tento komplex je
schopny nespecificky stimulovae’ké mnozstvo CD4T lymfocytov interakciou s B/
retazcom T bunéného receptoru. V porovnani s konveymi antigénmi, ktoré su
schopné stimulova asi 0,01-0,001% T buteej populacie, SAg je schopny
neSpecificky stimulovaaz 10% populacie T buniek (ROSENBERG a JOLICOEUR,
1997).

Az do roku 2005 bol MMTV povazovany za jednoduckirovirus s génngag
aenv, kodujacimi Struktdarne komponenty viribnu, génmpio a pol pre proteiny
s enzymatickou funkciou a s pridavnym gérsam kédujucim virusovy superantigén.
V roku 2005 bol publikovany objav dopoBianeznameho, 39 kDa proteinového
produktu exprimovaného z dvojnasobne zostrihnutighoskriptu. Prvym zostrihom
vznikd mRNA pre Env proteiny a druhym zostrihomikanrmRNA pre autoreguéay,
RNA exportny protein, pomenovany Rem (z anglgulator ofexport of MMTV
MRNA). Jeho pritomnas ¢ini z MMTV prvy zdokumentovany komplexny mysSi
retrovirus (INDIK et al., 2005; MERTZ et al., 2005)

o =%
L e 1 pre pol . aHV |:g|
e —, — —
rem
D 34 D b
| 5 LTR I[‘ ; : * - I 3 LTR |
phs

Obr. 6. Schématické znazornenie génofhore) a provirusovej sekvencie MMTYV (dole). ObdZniky

s ozn&enim génowgag, pro, pol, env, sag, resp. v pripadeem Use&ka, znd&ia otvorenégitacie ramce

a preruSovandiara znai fakultativny exon. . Vertikalny posun olidikov zni odlidnééitacie ramce.
SA — akceptorové miesto splicingu, SD — donorovésiai splicingu, pbs — primér viazice miesto (z angl
primer binding site), 57, resp. 3'LTR — dlhé konéaepeticie (z angl. long terminal repeat) naé&spr 3
konci.

2.10.2Strukttrne proteiny MMTV

P& majoritnych a sedem minoritnych polypeptidov iz@oych z viribnov
MMTYV bolo popisanych uz v roku 1974 (TERAMOTO et)aNeskor boli podrobne
charakterizované Struktdrne proteiny virionov MMTMIZI et al., 1989; MENENDEZ-
ARIAS, RISCO et al., 1992) aich lokalizacia v ranpolyproteinového prekurzoru

Pr77% bola utena pouZitim syntetickych peptidov ako substratoy purifikovanu
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virusovi proteazu (MENENDEZ-ARIAS, YOUNG a OROSZLAN992). Jedna sa
0 matrixovy protein p10 (MA), kapsidovy protein p@ZA), nukleokapsidovy protein
pl4d (NC) a proteiny s doposiaeznamou funkciou, fosfoprotein pp21 a proteiByp
p8. Vnutorna organizacia domén Gag polyproteinov@tesurzoru je NAMA-pp21-
p3-p8-n-CA-NC-COOH (obr. 7). Ako ,n“ sa oztige sedemndsaminokyselinovych
zvysSkov, ktoré doposfaneboli izolované ale su kdédované v nukleotidowavencii

gag génu.
Myr 268
98 194| 227|259 495
N[t MA pp21 | p3 |p8n CA NC 590|C

Obr. 7. Schématické znazornenie molekuly MMTV Gag plyprotinového prekurzoru. vertikalne
Useky oddéujuce jednotlivé proteinové domény vyZppl Stiepne miesta virusovej protedzyisla
udavaju poradie aminokyselinovych zvyskov v smesteamino (N) po karboxylovy (C) koniec. Myr -
zvySok kyseliny myristylovej, MA - matrixova, CAkapsidova a NC - nukleokapsidova doména, pp21 —
fosfoproteinova doména a kratke domény p3, p8, n.

Virion MMTV je na povrchu pokryty obalom odvodenyod cytoplazmatickej
membrany hostitsskej bunky. Obal obsahuje glykoproteiny SU a TMoré&t
sprostredkivaju Specifickl interakciu s povrchovymingnymi receptormi a flziu
virusového obalu s cytoplazmatickou membranou pBtupe virusu do bunky.
Glykoproteiny tvoria na povrchu viribnov pozorovahymetédou cryoEM vystupky

S trojpaetnou osou symetrié naznauje, Ze sa jedna o triméry (BRIGGS et al., 2004).

2.10.3Molekularny klon MMTV

Problémy na poli molekularneho klonovania MMTYV pitagového vektoru boli
prekonané pred dvomi desiatkami rokov a skonStnup\y@ol kompletny molekularny
klon plne kompetentného MMTYV provirusu, poufite pri genetickych manipulaciach
a produkujuci virus s kompletnou biologickou aktvi. Pod dovtedajSie neuspesné
pokusy sa podpisali sekvencie lokalizovangag génoch niektorych linii MMTV,
extrémne rezistentné sopropagacii VE.coli klonovacich vektoroch. Uspech spal
vo vytvoreni hybridného klonu MMTV. Jeho 5’ oblastiratanegag sekvencie, su
odvodené z endogénneNtiv-1 provirusu izolovaného z mysej linie C3H. Sekver&ie
oblasti pochadzaju z exogénnej MMTV(C3H) linie thtvirusu, izolovanej
z materského mlieka laktujucich samic mySej linBHCPrirodzene je expresia génov
MMTV stimulovana glukokortikoidnymi horménmi pas laktacie samic.
V laboratornych podmienkach a pri praci s hybridrigionom MMTV je mozZné poZitie
dexametazonu ako stimulantu génovej expresie (SHARORD a VARMUS 1988).
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2.10.4Ludsky betaretrovirus

Koncom minulého stoka sa v USA zé&ali mnozt dohady o tom, Z&udsky
homolég MMTV by mohol by etiologickym agens spésobujucim rakovinu prsnika
u Zien. Tieto domnienky potvrdzuju dbkazy o pritastn sekvencii homologickych
k urgitym sekvenciam MMTV u prsnych tumorov (HOLLAND &©BO 2004).
Konetne v roku 2007 boli izolované a charakterizovantategrovirusovychéastice
z primarnych bunsych kultdr odvodenych od prsnych karcinomov cloveka.
Replika¢ne kompetentny provirus objaveny v tychto bunkaddid’ajuci homoldgiu
v 95% sekvencie so sekvenciou MMTV bol oy ako HMTV (z angl.human
mammary tumor virus) (MELANA et al., 2007). Tieto zistenia su Made
s predchadzajucimi dékazmi o tom, Ze MMTV je schoprfikovat’ Tudské bunkyin
vitro (INDIK et al., 2005; INDIK et al., 2007).

Paralelne s pracami zaoberajucimi s@abmom 'udskych homolégov MMTV
k rakovine prsnika sa objavuju dbékazy o irdedj etiologii pri chronickom
cholestatickom ochoreni @ene. Toto ochorenie postihuje predovSetkym Zeny
v strednom veku. Je spdsobené desStrukciou malychiepatalnych duktov zapalovym
procesom, ktory je sprostredkovany imunitnym systém Vedie k cirhoze
a naslednému zlyhaniu g@e a oznalje sa ako PBC (z angl. Primary Biliary
Cirrhosis) (VERGANI et al. 2004). Pouzitim proti&t proti CA proteinu MMTV boli
detegované virusové proteiny v periférnych lymfgtah uzlindch pacientov s PBC
ochorenim, nie vSak v samotnom tkanive tvorenonatogytmi (XU et al. 2004). Toto
koreSponduje s dékazmi o konverzii v tropizme MM leukemogénnu variantu
pomenovanu akronymom TBLV (z angdglpe B leukemogenicvirus), spdsobujucu
lymfomy tymusu umySi (BHADRA et al. 2005). PouditDNA izolovanej
z lymfatickych uzlin pacientov trpiacich PBC ochuira bol klonovany provirusovy
genomludského betaretrovirusu (HBRV, z angbmanbetaetrovirus). Z porovnania
aminokyselinovych sekvencii HBRV s MMTV a betargirasom spdsobujucim
rakovinu prsnika @dloveka vychadza 93%-99% identita pre kapsidove (Proteiny
p27, 93%-97% identita v obalovych (Env) proteinocdn76%-85% identita

u variabilnejSich superantigénov (XU et al. 2004).
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3 Material a Metodika

3.1 Materialové a pristrojové vybavenie

3.1.1 Chemikélie
Adenin

Agar

Agardza

Akrylamid

Aminokyseliny (uvedené v texte)

Ampicilin

APS (persiran amonny)
Bromfenolova modra

BSA (hovadzi sérovy albumin)
Deoxycholat sodny

EDTA

DMEM

DMEM bez Met a Cys

Etanol

Extrakt z kvasnic

FBS (fetalne hovadzie sérum)
GelRed

Glycerol

Hydrogénfosforénan sodny
Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty
Kakodylatovy roztok

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

LB médium

L-glutamin

Merkaptoetanol

Minimalne syntetické médium

N,N’"-metylénbisakrylamid
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Sigma
HiMedia
Serva
Sigma
Sigma
L&iva a. s.
Sigma
Sigma
New England Biolabs
Fluka
Sigma
PAA
Sigma
Penta
HiMedia
Sigma
Biotium
Sigma
Sigma
Penta
Penta
Sigma
Sigma
Penta
Penta
HiMedia
PAA
Sigma
Clontech
Sigma



PIPES
Sacharo6za
SDS (dodecylsulfat sodny)
Standardy molekulovych hmotnosti:
pre DNA:
1 kb DNA ladder
100 bp DNA ladder
pre proteiny:
Benchmark Prestained
TEMED
Trar®™S-Label
Tris base
Trypsin (0,25% v roztoku s EDTA)
Xylénova modréa
Zymed (rec-Protein A Seph. 4B)

Sigma
Sigma
Sigma

New EnglandBiolabs
New England Biolabs

Invitrogen
Sigma
MP Biomedicals, Inc.
Sigma
Sigma
Sigma

Invitrogen

Kralicie polyklonalne anti-CA antisérum poskytol Dr. MasH Sakalian

3.1.2 Roztoky a média

PBS (1 x konc.)
= 137 mM NacCl

= 2,7 mM KCI

= 10 mM NaHPQO,
= 2mM KH,PO

= pH74

Tris - glycinovy roztok (1 x konc.)
= 25 mM Tris-Cl
= 0,25 mM glycin
» 0,1% SDS

DNA vzorkovy roztok (6 x konc.)

= 0,25% bromfenolova modra
= 0,25% xylénova modra
» 40% sacharoza
30% zmes akrylamidov
= 29% akrylamid
»= 1% N,N"-metylénbisakrylamid
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Fixatny roztok

» 10% kyselina octova
= 40% metanol
TAE (50 x konc.)
= 2 M Tris base
= 1 M kyselina octovéa
= 0,5MEDTA
= pH8.0
Proteinovy vzorkovy roztok (PLB) (2 x konc.)
= 50 mM Tris-Cl, pH 6.8
= 100 mM merkaptoetanol
2% SDS

= 0,1% bromfenolova modra

=  10% glycerol
Roztoky pre kultivaciu a pripravu buniek E.coli
Tekuté LB médium
= 25 g LB média, dopliiH,O do 1 |
LB agar (2%)
» 259 LB média
= 20 agaru, dopliiiH,O do 1 |
Roztok CaCl pre pripravu kompetentnych buniElcoli DH5a
= 60 mM CaC}
= 15% glycerol
= 10 mM PIPES
= pH75

Roztoky pre Kkultivaciu a pripravu buniek S.cerevisiae

Nutri¢ny doplnok bez tryptofanu, leucinu, adeninu a dhisti (10 x konc.)

= 150 mg izoleucinu

= 750 mg valinu

= 100 mg argininu

= 150 mg lyzinu

= 100 mg metioninu

= 250 mg fenylalaninu

= 100 mg treoninu

= doplnit ddH,O do 500 mi
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Nutri¢ny doplnok bez tryptofanu a leucinu (10 x konc.)

150 mg izoleucinu

750 mg valinu

100 mg adeninu

100 mg argininu

100 mg histidinu

150 mg lyzinu

100 mg metioninu

250 mg fenylalaninu
100 mg treoninu

doplInit ddHO do 500 ml

Tekuté médium YPDA

10 g extraktu z kvasnic

20 g peptonu

doplnit HO do 935 mi

upravt pH na hodnotu 6,5

sterilizova’ autoklavovanim a potom priti&0 ml 40% roztoku glukézy a 15 ml

0,2 % roztoku adeninu

YPDA agar

10 g extraktu z kvasnic

20 g peptonu

20 g agaru

doplInit HO do 935 mi

sterilizova’ autoklavovanim a potom priti&0 ml 40% roztoku glukézy a 15 ml
0,2 % roztoku adeninu

pred pridanim agaru a sterilizaciou uptgeH na hodnotu 6,5

Minimélne agarové médium bez tryptofanu a leucinu

26,7 g minimalny synteticky zaklad s agarom

doplnit H,O do 850 mi

upravt pH na hodnotu 5,8

sterilizova® autoklavovanim a nasledne ptidg0 ml 40% roztoku glukézy
100 ml 10x konc. nuténého doplnku bez Trp a Leu
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Minimalne agarové médium bez tryptofanu, leucinlerdnu a histidinu

» 26,7 g minimalny synteticky zaklad s agarom
= doplinit H,O do 850 mi
»= upravt pH na hodnotu 5,8
= sterilizova autoklavovanim a nasledne pridz0 ml 40% roztoku glukdzy
= 100 ml 10x konc. nut¢ného doplinku bez Trp, Leu, Ade a His
Roztoky pre imunoprecipitaciu proteinov z buné€nych lyzatov
Lyzaény roztok A
= 1% triton X-100
25 mM Tris-HCI, pH 8.0
50 mM NaCl
1% deoxycholat sodny
= H,O
Lyzaény roztok B
» |yzatny roztok A s 0,1% SDS

Fixaény roztok pre elektréon mikroskopicku analyzu
» 3% glutaraldehyd v 0,1 M kakodylatovom roztoku, pa

3.1.3 Enzymi
» Restrikkné endonukleazy New England Biolabs
* T4 DNA ligaza New England Biolabs
* Phusion™ DNA polymeraza Finnzymes

3.1.4 Komeréné kity pre izolaciu a purifikaciu DNA

» QIAquick Gel Extraction Kit QIAGENE
» QIAGENE Plasmid Midi Kit QIAGENE
= Zyppy Plasmid Miniprep Kit 1™ Zymo Research

3.1.5 Bune¢ny materidl

= E.coli DH5«u Invitrogene
= Scerevisae AH109 Clontech
*  bunky HEK 293T ATCC
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3.1.6 Oligonukleotidy

Nazov Sekvencia Pouzitie

Mt-dpp-n-R 5-ATA ACG CTA CAG GCA AAA| Delécia nekanonickych domén MMT
CCA AGT CTG ATT GCT CTG TC -3" | Gag polyproteinu

Mt-Kas-F 5-ACA GTT GGC GCC CGA ACA Delécia nekanonickych domén MMTV|

GG-3

Gag polyproteinu
Mutagenéza MA Tyr81 Pro82

HBRVgag-Xmal-
p3-F

5-GCC TTT CCC GGG TTT AGC CA(Q
AGATTG GAACG -3

delécia MA a pp21 domén HBRV Gag
polyproteinu

HBRVgag-R 5’-AAA CGG GCC CTC TAG ACT CGr Delécia MA a pp21 domén HBRV Gag
3 polyproteinu

F-Nco-ASAA 5-AAG ACC ATG GGA GCATCT Mutagenéza CA Pro36 Pro39
GCA TCT GCT GCATAC ACCTTG
CAG-3

Mt-2433-R 5’-GAG GAT CAA ATC CTT CTG TG-| Mutagenéza CA Pro36 Pro39
3

YP/AA-Pst-F 5’-CCA AAA CAG GCT GCA GCC Mutagenéza MA Tyr81 Pro82
ATT TGG CTT CAG TTG CC-3

YP/AA-Pst-R 5’-GGC AAC TGA AGC CAA ATG Mutagenéza MA Tyr81 Pro82
GCT GCAGCCTGTTTT GG-3

pSMt-Xho-R 5"-AGG GGT GCC TCG AGG CAA Mutagenéza MA Tyr81 Pro82

ATC-3
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3.1.7 Plazmidova DNA

NAZOV Priprava / Pévod Popis P_ouiité
primery
Pripravil Dr. Ale§| Kédoval MMTV  Gag
pSMtv Zabransky. polyprotein pod kontrolouy -
M-PMV 5°-LTR.
Pripravil Dr.  Ale§| Niesol MMTV provirusov(
Zabransky sekvenciu pod kontrolou M-
PSME-HYB (ZABRANSKY et al.,| PMV 5 -LTR. i
2009).
Pripravil Dr.  Ale$| Niesol MMTV provirusovu
Zabransky sekvenciu pod kontrolou M-
DSMt-HYB/D26A (ZZOAOISRANSKY et al,|PMV 5-LTR abodovi )
). mutéciu vgéne pro
spbsobujucu inaktivaci
virusovej proteazy.
Pripravil Dr. Ales| Obsahoval MMTV
Zabransky. provirusovlu sekvenciu pod
pSMt-HYB/App21 kontrolou M-PMV 5-LTR -
s deléciou oblastgag génu
kodujucou pp21 doménu.
Preklonovanie Kasl; Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu z pSMt; provirusovl sekvenciu pod
HYB/App21 do pSMt+ kontrolou M-PMV 5°-LTR
HYB/D26A. s deléciou oblastgag génu
PSME-HYB/D26A/App21 kédujacou pp21 doménp i
a bodovi mutéciu v géne
pro spdsobujldcu inaktivaciu
virusovej proteazy.
Pripravil Dr. Ales| Obsahoval MMTV
Zabransky. provirusovu sekvenciu pod
pSMt-HYB/A(p3-n) kontrolou M-PMV 5-LTR -
s deléciou oblastgag génu
kodujucou domény p3-p8-n,
Preklonovanie Kasl; Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu z pSMt; provirusovl sekvenciu pod
HYB/A(p3-n) do pSMt-| kontrolou M-PMV 5°-LTR
HYB/D26A. s deléciou oblastgag génu
PSME-HYB/D26A/A(p3-n) kédujacou domény p3-p8-n i
a bodovi mutaciu v géne
pro spdsobujdcu inaktivaciu
virusovej proteazy.
PCR pripravenym Obsahoval sekvenciu
mutovanym fragmentom MMTV gag génu pod
s deléciou oblasti gag | kontrolou M-PMV 5°-LTR Mt-dpp-n-R
pSMtvA(pp21-n) génu kdédujucou doménys deléciou oblastgag génu Mt-Kas-E
pp21-p3-p8-n nahradenékddujicou domény pp21-
pévodna sekvenciayag | p3-p8-n.
génu v pSMtv.
Preklonovanie Kasli Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu Z provirusovl sekvenciu pod
pPSMtvA(pp21-n) do| kontrolou M-PMV 5°-LTR
PSME-HYB/A(pp21-n) PSMt-HYB. s deléciou oblastgag génu i

kédujucou domény pp2l

p3-p8-n.

45




Plazmidova DNA (pokrafovanie)

Preklonovanie Kasl{ Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu Z provirusovl sekvenciu pod
pPSMtvA(pp21-n) do| kontrolou M-PMV 5°-LTR
pSMt-HYB/D26A. s deléciou oblastgag génu
pSMt-HYB/D26A/A(pp21-n) kodujucou domény pp21- -
p3-p8-n abodovi mutaciu
vgéne pro spdsobujicy
inaktivaciu virusovej
proteazy.
PCR zavedené mutécjeObsahoval sekvenciu
meniace kodény pre MMTV gag génu pod F-Nco-
PSMtV/ASAA Pr03§ aPro39 vCA kontroJop M-PMV,S—L_'I,'R ASAA
doméne MMTV Gag s mutaciou zavadzajlcau Mt-2433-R
polyproteinu na kodony P36A a P39A substitlciu
pre alanin. v CA proteine.
Preklonovanie Kasl{ Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu| provirusovi sekvenciu pod
Z pSMtv/ASAA do| kontrolou M-PMV 5°-LTR
PSMEHYB/ASAA PSMt-HYB. s mutaciou  zavadzajlucau i
P36A aP39A substitdciu
v CA proteine.
Preklonovanie Kasli Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu| provirusovi sekvenciu pod
Z pSMtv/ASAA do| kontrolou M-PMV 5°-LTR
pSMt-HYB/D26A. S mutaciou zavadzajlcau
pSMt-HYB/D26 A/ASAA P36A aP39A substitdciu -
v CA proteine a bodov{l
mutaciu vgéne pro
spOsobujicu inaktivaciu
virusovej proteazy.
PCR zavedené mutacieObsahoval sekvenciu
meniace kodény pre MMTV gag génu pod
Tyr81 aPro82 v MA kontrolou M-PMV 5-LTR YPIAA-PSt-F
pSMtv/AAIWL domé e o | YPIAA-Pst-R
oméne MMTV Gag s mutaciou zavadzajlcau SMt-Xho-R
polyproteinu na kodény Y81A a P82A substitlcil P
pre alanin. v MA proteine.
Preklonovanie Kasli Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu| provirusovl sekvenciu pod
Z pSMtv/AAIWL do | kontrolou M-PMV 5°-LTR
PSMEHYB/AAIWL pPSMt-HYB. s mutaciou  zavadzajlucaqu i
Y81A a P82A substiticit
v MA proteine.
Preklonovanie Kasl; Obsahoval MMTV
Xbal fragmentu| provirusovi sekvenciu pod
Zz pSMtv/AAIWL do | kontrolou M-PMV 5°-LTR
pSMt-HYB/D26A. s mutaciou  zavadzajucqu
pSMt-HYB/D26 AJAAIWL Y81A a P82A substiticit -
v MA proteine a bodovi
mutéaciu vgéne pro
spbsobujucu inaktivaciu
virusovej proteazy.
Komerine dostupny Kbédoval Gald aktivanu
PGADTY (Clontech) doménu (AD). i
Komerine dostupny Kédovall Gald DNA
PGBKTY7 (Clontech) véazbovi doménu (BD). i
Dar od Dr. Andrewg Kodoval sekvenciu Gag
PCDNA3.1Zeo(+)+HBRVgag Masona. polyproteinu HBRV. i
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Plazmidova DNA (pokra€ovnie)

Sekvencia HBRYV gag | Kédoval HBRV Gag
génu bola preklonovangpolyprotein N-koncovg
do pGADT?7 tak, aby bol fuzovany s Gal4 AD.
pGADT7+HBRVgag exprimovany HBRV -
Gag polyprotein N
koncovo fuzovany
s Gal4 AD.
Sekvencia HBRYV gag | Kédoval HBRV Gag
génu bola preklonovangapolyprotein N-koncova
do pGBKT7 tak, aby bo| fuzovany s Gal4 BD.
pGBKT7+HBRVgag exprimovany HBRV -
Gag polyprotein N
koncovo fazovanyj
s Gal4 BD.
PCR bola odstranendKodoval p3-p8-n-CA-NC|
sekvencia gag génu| domény HBRV Gag
k(’)du!l]ca MA app2l p,olyprotginu N-koncovd HBRVgag-
PGADT7+HBRVP3-NC Egme_pu_ a fragment fuzované s Gal4 AD. Xmal-p3-F
odujuci  p3-p8-n-CA- HBRVgag-R
NC domény HBRV Gag
polyproteinu bol
ligovany do pGADTY.
PCR bola odstranenaKédoval p3-p8-n-CA-NC
sekvencia gag génu| domény HBRV Gag
kédujuca MA app21 polyproteinu N-koncovd HBRVgag-
PGBKT7+HBRVP3-NC ggmgf\u_ a fragment fazované s Gal4 BD. Xmal-p3-F
odujuci  p3-p8-n-CA- HBRVgag-R
NC domény HBRV Gag
polyproteinu bol
ligovany do pGBKT7.
Dar od Prof. StephenpKodoval Tudsky protein
pGBKT7+ALIX Goffa ALIX N-koncovo fuzovany -
s Gal4 BD.
Dar od Prof. StephenpKodoval Tudsky protein
pGADT7+TSG101 Goffa TSG101 N-koncovg -
fuzovany s Gal4 AD.
Dar od Prof. StephenaKddoval Tudsky protein
pGBKT7+NEDD4 Goffa NEDDA4 N-koncovo -
fuzovany s Gal4 BD.
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3.1.8 Pristrojové vybavenie

Analytické vahy Adventurer™ Pro
Centrifuga Evolution RC
Fosfoimager Typhoon 9410
Fotoaparat DC 290 Zoom

Horizontalna agarézova alektroforéza model B1A

Inkubator pre tekuté kultdry Inova 4300
Inkubétor na petriho misky

Inkubator s CQatmosférou

Invertovany mikroskop Eclipse TS100
PCR termocyklér TC3000

pH meter pH510

Spektrofotometer NanoDrop-1000

Stolna centrifuga chaldena model 5415R

Stolna centrifuga MiniSpin Plus
Storage Fosfor Screen

Sustka na gély model 583

Termoblok Bio TDB-100
Ultracentrifuga Optima™ L-100XP
Vertikélna elektroforéza Mini-Protean 3
Vodny termostat model TW8

Vykyvny ultracentrifugany rotor SW41Ti
Zdroj napéatia Power Pac 300

Zdroj napatia Power Pac Basic
Poitacoveé programy:

Typhoon Scaner Control 4.0
ImageQuant TL v2003.03
NanoDrop-1000 3.3.0

PyMOL 0.99rc6
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Ohaus
Sorval
Amersham Biosci.
Kodak
lOW
New Bswitk Sci
Memert
Sanyo
Nikon
Techne
Eutech

Eppendorf
Eppendorf
Amersham Biosci.
Bio-Rad

Biosan
Beckman Coulter
Bio-Rad
Julabo
Beckman Coulter
Bio-Rad
Bio-Rad



3.2 Metodicka ¢ast’
3.2.1 Manipulacia s DNA

3.2.1.1 Polymerazova r&¢’azova reakcia

Polymerdzova t@zova reakcia (PCR) bola pouzitd pri amplifikacagmentov
DNA a zavadzadzani miestne Specifickych mutagiyyz bodovych alebo deimych,
pomocou mutagénnych oligonukleotidov. Reakcie @iedi Standardne v objeme pD

a zloZenie zmesi sa riadilo nasledujucou schémou:

» HF timivy roztok (5x konc.) 10
= zmes dNTPs (10 mM kazdy) Iul
= priamy primer (20 pM) 3 ul
= reverzny primer (20 pM) 3ul
= MgCl; (50 mM) 5 ul
» templatova DNA (10 ngd) 10 ul
» ddH0 17,5u
= DNA polymeraza Phusion™ 0,5l

Pouzita DNA polymeraza Phusion ™ syntetizovala (3BIA dlhy 1 kbp za 15 - 30 s
(informé&cia vyrobcu), pdé toho bol upravengas polymeracie ,t* pri 72°C, viz

nasledujuca schéma teplotného profilu PCR:

»  pciatocna denaturacia 98°C 30s

= denaturacia 98°C 10s

» nasadnutie primerov 65°C 60 s 7x
= syntéza 72°C e

» denaturacia 98°C 10s

» nasadnutie primerov 60°C 60 s 7x
= syntéza 72°C o

» denaturacia 98°C 10s

* npasadnutie primerov 55°C 60 s X
= syntéza 72°C o

= denaturacia 98°C 10s

» npasadnutie primerov 50°C 60 s X
= syntéza 72°C iy

»= konena polymeracia 72°C 80s

Naka’ko pri mutagénnych primeroch nebolo mozné presamost’ teplotu nasadania,
boli pouzité Styri uvedené teploty (65°C, 60°C, G%f 50°C).
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3.2.1.2 Elektroforetické delenie molekul DNA v agarézovom §ly

Analyza DNA bola prevadzana elektroforetickou sapeu v agar6zovom gély
v horizontalnom usporiadani. Separacia prebiehaldk timivom roztoku a pokh
ocakavanej molekulovej hmotnosti separovanych fragmesa koncentracia agarozy
v gély pohybovala vrozmedzi 1 - 2%. VizualizacilN® exponovanu UV Ziareniu
zabezpeéoval pripravok GelRed a molekulovd hmothdmsla orientdne stanovovna
pod’a kometne dostupnych Standardov molekulovych hmotnostih IDNA Ladder"
a ,100 bp DNA Ladder”.

3.2.1.3 lzolacia fragmentov DNA z agar6zového gélu

PoZadované fragmenty DNA ziskané PCR alebo résffik Stiepenim,d’alej
pouzité pri klonovani boli izolované z agarézové@u po elektroforetickej separacii

pomocou komeného kitu QIAquick Gel Extraction Kit pdd inStrukcii vyrobcu.

3.2.1.4 Restrikéné Stiepenie DNA

Pri molekularnom klonovani boli ziskavané Spac#idkagmenty DNA pouzitim
restrikknych endonukleaz rozpoznavajucich a Stiepiacicltifiped sekvenciu DNA.
Restrikné Stiepenie bolo taktiez vyuzivané pri analyzerpsiovanych molekularnych
konStruktov. Reakcie prebiehali obvykle v 50 objeme arealné zmesy mali

nasledujuce zloZenie:

= timivy roztok NEB 1, 2, 3 alebo 4 (10x konc.) ol
= pod’a potreby BSA (10 mg/ml) 0,8
» templatova DNA 5-240g / 50l

= enzym, alebo dvojica enzymov v mnozstvecgidJ / reakciu) zavislom na
vychodiskovej konc. enzymu a mnozstve templatuakei
» doplnené ddkO na konény objem 5Qul
Postup sa v zasade pridrziaval dogeni vyrobcu, pokth poZiadaviek konkrétnych
restriktaz bol pridavany BSA a zvoleny vhodny tlgnikoztok NEB 1, 2, 3 alebo 4.

Stiepenie prebiehalo obvykle cez noc, pri dopenej teplote.

3.2.1.5 Ligécia fragmentov DNA

Ligaciou fragmentov DNA do linearizovanych vektordwoli pripravované
plazmidové konStrukty. Ligaa reakcia bola katalyzovana kowrez dostupnou T4
DNA ligazou (New England Biolabs) a prebiehala d&dne v 2Qul objememe, ktory
obsahoval 2l pufru (10x konc.) pre T4 DNA ligazu. Reakcia &tardne obsahovala

0,1 pug vektorovej DNA. Inzert bol pridavany priblizne nwolarnom pomere 3:1
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k vektoru. Reakcia prebiehala cez noc vo vodnonekgktory na zéiatku obsahoval

ladova df a mal preto teplotu okolo 4°C. &s inkubacie pri laboratérnej teplote
dochadzalo k postupnému vyrovnaniu teploty Kape okolitym prostredim a enzym
mohol pracové pri optimalnej teplote (asi 12-16°C) nachadzaj@zey tomto rozmedzi

teplot. Ako kontrola bola pouzita popisana tiga reakcia, ale bez pridavku inzertu.

3.2.1.6 Priprava kompetentnych buniek E.coli DH5a za pouZitia roztoku CaCb

Pojem kompetentné bunky ozwige bunky schopné prijaplazmidovid DNA
z okolitého prostredia. Bakterialne bunkycoli DH5a boli rozotreté na agarové misky
a LB médiom ainkubované cez noc pri 37°C. Jedtaktp ziskanych kolonii bola
inokulovana do 100 ml LB média a kultdra bola kudtiana cez noc pri 37°C a 220
otakach za minutu. Z tejto butieej kultiry (OBgo= 1,694) boli inokulované 4 ml do
400 ml LB média a inkubované 190 minut pri 37°C28 dt&kach za minatu. Ras
inkubacie bola monitorovana @§ aby bola suspenzia zachytena v téase, kedy jej
ODsgp dosiahla rozmedzie hodnét 0,3 - 0,5¢&5e 180 minat od inokulacie dosiahla
ODsgo bakterialnej suspenzie hodnotu 0,322 @&kgoroces spracovavania buniek.
Bakteridlna suspenzia bola rozdelena do predchiatiea sterilnych centrifugaych
kyviet, inkubovana ndlade po dobu 10 minat a nasledne bola podrobenéifagacii
pri 1600 g po dobu 7 minat pri 4°C. Po odstranerdesnatantu bola butied peleta
jemne resuspendovana v 40 faldovo chladného roztoku CaCi znova podrobena
centrifugacii po dobu 5 minat pri 1100 g a 4°C. Bdstraneni supernatantu bola
bung&na peleta opa resuspendovana v 40 nikadovo chladného roztoku Cafl
inkubovana nd’ade pdas 30 minut a nasledne podrobena centrifugacii qaou b
minut pri 1100 g a 4°C. Vysledné bakterialne pelatlf resuspendované v 4 trddovo
chladného roztoku Caglrozdelené doladovo chladnych skumaviek po 1Q0
alikvétach, okamzite zamrazené v zmesi suchBdmu s etanolom a skladované pri
teplote -70°C.

3.2.1.7 Transformacia kompetentnych buniek E.coli DH5a metddou tepelného
Soku
Po vybrati z -70°C bola 10d alikvéta rozmrazena niade a bolo k nej pridanych
14 ul liga¢nej zmesy, s ktorou bola butm& suspenzia inkubovana Fede po dobu 30
minut. Teplotny Sok prebiehal pri teplote 42°C mdd 90 sekind, nasledne boli bunky
umiestnené néade po dobu asi 2 - 3 minut. K bunkédm bolo pridarg@0ul LB média
laboratornej teploty a butiea suspenzia bola inkubovana pri 37°C po dobu 4&inaz

1 hodinu. Nakoniec bolo 200 bunenej suspenzie rozotrenej na misky s LB agarom
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a obsahom antibiotika (pta pouzitej selekcie sa jednalo duo ampicilin
v koncentracii 100ug/ml alebo kanamycin s koncentraciou p@/ml). Bakterialna
kultdra bola inkubovana cez noc pri teplote 37°C.

3.2.1.8 Preparacia plazmidovej DNA

Plazmidova DNA z vybranych bakterialnych klonov dominipreparovana
pomocou komeine dostupného kitu Zyppy Plasmid Miniprep Kit (ZyrResearch),
pod’a prilozeného protokolu. Takto ziskana DNA bolarpbena restriknej analyze.

Midipreparacia plazmidovej DNA bola prevadzana pioozkometne dostupného
kitu Plasmid Midi Kit (QIAGENE) ariadila sa prilehym protokolom. Tymto
spésobom boli preparované finalne konstrukty pcarévpri transfekcii buniei vitro,

resp. takto ziskana DNA sluzila ako zasoba poynzitdalSom klonovani.

3.2.1.9 Sekvend&na analyza DNA

Konstrukty pripravené pomocou PCR boli verifikovasékvenanou analyzou.
Mnozstvo 150 - 300 ng dsDNA bolo zmieSané s golbha vysledny objem 13l
a pridany bol 1ul primeru s konc. 3,2 pmail. Takto pripravené vzorky boli odoslané
na komeénu sekvenaciu do Labordesekvenace DNA, Centrum servisnich labdfato

biologické sekce, #*fodowdecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Vina 7.
3.2.2 Préaca s tkanivovymi kultGrami

3.2.2.1 Kultivacia Pudskych endotelidlnychPadvinovych buniek 293T

Pre &ely expresie virusovych proteinov a produkciu vomyeh ¢astic boli vyuzité
bunky Tudského l'advinového endotelu (HEK, z angl. human endotheki@ney)
ozna&ované 293T. Bunky boli kultivované na miskach merom 10 cm, prevrstvené
10 ml DMEM s 10% FBS, v inkubatore pri 37°C a v agifére 5% CQ Kazdeé 2 dni
bolo z buniek odsaté médium, bunky boli oplachnigé cca 10 ml PBS
vytemperovaného na 37°C a opbésobené 1 ml 0,05%kwztypsinu s EDTA pri 37°C
po dobu asi 1 - 2 minut, poKianebolo mikroskopicky potvrdené uirenie buniek z
povrchu. Nasledne bolo na bunky s trypsinom pridargca 9 ml DMEM s 10% FBS
vytemperovaného na 37°C a bunky boli v médiu resadpvané. Zo suspenzie bol
odobraty 1 ml a preneseny na novd misku s cca&mtvého DMEM.

3.2.2.2 Transfekcia buniek v tkanivovej kultare
V ¢ase 24 hodin pred transfekciou boli bunky linemé =z povrchu misky
pdsobenim trypsinu a nasadené v mnoZstve asi 8dléca 4 ml DMEM s 10% FBS,
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na miske s priemerom 6 cm.ddse transfekcie, kedy dosahovala @mdekultira na
povrchu misiek 50 - 70% konfluenciu, bolo vymen@&MEM s 10% FBS za&erstve,
vytemperované na 37°C. Do 20DDMEM (bez FBS) vytemperovaného na laboratérnu
teplotu bolo pridanych Bg DNA v roztoku. Roztok PEI (jkg/ul) s objemom 21l bol
doplneny DMEM (bez FBS) vytemperovanym na laboraidteplotu na vysledny
objem 200ul. Oba roztoky boli zmieSané, vortexované a inkwya pri laboratornej
teplote po dobu 15 minat. Transteld zmes bola pridana k bumej kultare
prevrstvenej DMEM s 10% FBS a bun@ kultdra bola inkubovana pri 37°C a 5% L£O
po dobu 24 hodin.

3.2.2.3 Metabolické zna&enie tkanivovej kultury

Transfekované bunky v tkévej kultire boli zn&ené zmesou®{S]metioninu a
[**S]cysteinu. Z misky, ktorej povrch bol porastenginsfekovanymi bunkami bolo
odsaté médium a bunky boli 2x oplachnuté cca 4 B% Rytemperovanym na 37°C.
Znaiace médium bolo pripravené pridanim zmesSSJmetioninu a ¥S]cysteinu do
DMEM bez FBS a bez metioninu a cysteinu tak, abg agsledna aktivita 10QCi/ml.
Na 1 misku s bunkami bol aplikovany 1 ml Zi@@eho média a bunky boli inkubované
60 minut pri 37°C a 5% COPo uplynuti doby metabolického zeaia bolo zn&ace
médium odobraté. Bunky boli Buhneal’ lyzované, alebo boli'alej inkubované v 4 ml
DMEM s 10% FBS po dobu 18 hodin pri 37°C a 5%,CO

3.2.2.4 Imunoprecipitdcia MMTV proteinov

Z buniek bolo odobraté inkubaé médium, pridany bol 1 ml lyzaého roztoku A
s 10 mM PMSF a bunky boli lyzované tiade po dobu 15 minut. Butrey lyzat bol
z povrchu misky premiestneny do skumavky a lBoge jadr4 boli odtranené
centrifugaciou pri 8000 g a 4°C po dobu 1 minutpstAuklearny supernatant bol
premiestneny daistej skumavky a pridanych bolo 1@ 10% SDS, takze vznikol
lyzaény roztok B s vyslednou konc. SDS rovnou 0,1%. Dsledného bunmého
lyzatu bolo pridanych 1,5ul kralicieho polyklonalneho anti-CA séra alyzét
s protilatkami bol inkubovany za mieSania po dobwdliny pri 4°C. Po 1 hodine bolo
k lyzatu s protilatkami pridanych 40 50% suspenzie sepharézy 4B s imobilizovanym
rekombinantnym proteinom A v lygi@om roztoku A a inkubacia pri 4°C pokovala
dalSiu 1 hodinu. Po uplynuti inkutr@ej doby boli vzorky centrifugované pri 4000 g
a 4°C po dobu 1 minaty. Supernatant bol odsatylet @l resuspendovany v 7Q0
lyzatného roztoku B. Vzorky boli znova centrifugované xgSSie uvedenych

podmienok atento postup bol prevedeny celkovo 2t. kiPelet bol nasledne
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resuspendovany v 9Q0 roztoku Tris-Cl s pH 8, suspenzia bola premieséndocistej
skumavky a centrifugovand za vy3Sie uvedenych pedoki Supernatant bol
odstraneny a vysledny pelet pozostavajuci z MMT\bt@imov obsahujacich CA
doménu naviazanych na&astice sephardézy 4B s imobilizovanym rekombinantnym
proteinom A prostrednictvom protilatky z keddiho séra bol resuspendovany vi22x
konc. PLB.

3.2.2.5 Preparécia virusovych¢éastic uvd’nenych z buniek do inkub@&ného média

Médium bolo z misiek s bunkami odobraté pomocouekifijej striekéky
a prefiltrované cez 0,4qum filter do ultracentrifugénej kyvety. Médium bolo
podvrstvené 1 ml roztoku 20% sacharozy v PBS amdo@ PBS pod okraj kyvety.
Vyvazené kyvety s médiom boli ultracentrifugovangotore SW41Ti pri 35000
ot&kach za minutu a 4°C po dobu 60 minut. Superndtainbdstraneny, vysledny pelet
bol resuspendovany v 1 ml lyggho roztoku B d’alej spracovavany rovnako ako

buneny lyzat, postupom popisanym v predchadzajlice] apitile.

3.2.2.6 Vertikalna elektroforéza v denaturujucom polyakrylamidovom gély

Vzroky boli zmieSané s proteinovym vzorkovym roziwk (viz podkapitolu
2.1.2) vpomere 1:1 adenaturované varom po dobu2asiinut. Proteiny boli
analyzované pomocou SDS-PAGE v 5% zaostrovacom%a @parénom gély.
Elektroforéza prebiehala v Tris - glycinovom rozatolpodkapitola 2.1.2) pri
konStantnom napati 200 V. Po skeni elektroforetického delenia boli gély fixované
vo fixathom roztoku (podkapitola 2.1.2) po dobu 30 mintnasledne dva krat
preplachnuté v dyD, pokazdé po dobu 15 minat. Gél bol nasledne susesustke
gélov pri teplote 80°C po dobu 30 - 45 minut. Vymug gél bol analyzovany
autoradiograficky pouzitim systému Storage Fosfore&n, Fosfor Imager Typhoon

a programu ImageQuant™.,

3.2.2.7 Kvantifikacia

Kvantifikacia bola prevedena analyzou intenzitycaatliiografie u sledovanych
proteinov pomocou programu ImageQuant™. Sledovana imtracelularna hladina
Gag prekurzorovych polyproteinov po 1 hodine mdtekého zngenia a mnozstvo
polyproteinu Gag uMimené z buniek vo forme nezrelych virusovy@stic pgas 18
hodin od metabolického z¥enia. Hodnota charakterizujuca hladiny extracehdar
detegovanych molekul bola vztiahnutd ku hodnoteré&itudavala celkové mnozstvo

proteinov exprimovanych pas 1 hodiny metabolického zfemia. Takto bol stanoveny
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relativny podiel extracelularne ukreenych molekul Gag z celkovej kvantity Zeaych
molekul, ktory charakterizoval ¢innog’ uvdnovania MMTV castic. Podiel tejto
hodnoty pre mutantny prekurzor Gag a Gag polypmotiéyokého typu udaval zmenu
v schopnosti uvihovania virusovych¢astic, spésobenu Studovanou mutaciou. Pre
pochopenie principu popisanej kvantitativnej analye doélezité uvedorii si, Ze
metabolicky zn&né molekuly Gag (obsahujuce CA doméndackva pri
imunoprecipitacii) uvbnené z buniek do inkubaého meédia vo forme nezrelych
virusovychc¢astic pdas 18 hodin pochadzaju z celkového mnoZzstva molékgl ktoré

boli v bunkach exprimované pas 1 hodiny metabolického Zteaia.

3.2.2.8 Fixacia buniek pre elektrén mikroskopickd analyzu

Bunky boli 24 hodin po transfekcii oplachnuté s H8lSratornej teploty a priamo
na miskach boli fixované 3% roztokom glutaraldehyd)1 M kakodylatovom roztoku
pri 4°C po dobu 30 minut. Potom boli bunky zoSknaiénz povrchu misky a spolu
s fixatnym roztokom premiestnené do skumavky a centrifagévl minutu pri 1000 g.
Supernatant bol odsaty a bdné peleta bola resuspendovana v 1 micivéno roztoku
a fixovana 30 minat pri 4°Qalsie spracovanie vzoriek obnéasalo fixaciu pomat¥u
tetroxidu osmia, zaliatie vzoriek do epoxidovej iZerv AGAR 100 a pripravu
ultratenkych rezov a spaloe s vlastnou elektrén mikroskopickou analyzou ieteddo
na $pecializovanom pracovisku UOCHB AWR, svyuZzitim transmisného

elektronového mikroskopu JOEL JEM-1010 pri pracoanapati 80 kV.

3.2.2.9 Modely proteinovych Struktar

Modely proteinovych Struktur boli generované seyuer
http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/. Po laddsaminokyselinovej sekvencie
na uvedeny server bol spatne obdrzany subor, kiokyfalej spracovany programom
PyMOL.
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4  Vysledky

4.1 Charakterizacia parentéalnych konstruktov pSMt-HYB a pSMt-HYB/D26A

Pre tranzientnd produkciu MMTV Wudskych embryonalnych obkovych
(HEK, z angl. human embryonic kydney) 293T bunkdmii pouzité provirusové
konStrukty pSMt-HYB a pSMt-HYB/D26A. U bureej linie 293T bola preukazana
produkcia infeknych c¢astic MMTV po stabilnej transfekcii provirusovej BN
a dokazana bola tiez schoptiddMTV infikovat uvedené bunky (INDIK et al., 2005).

V experimentoch s pouzitim MMTV provirusového kaoktu nesuceho
origindlnu 5° LTR sekvenciu bola produkcia virusdvypolyproteinov na hranici
detegovatinosti (ZABRANSKY et al., 2009). Plazmid pSMt-HYB ko 8) nesie
MMTYV provirusovu sekvenciu pod kontrolou heteroldgitho M-PMV promotorugim
dochadzalo k expresii MMTV génov na detegotragg arovni. Tato modifikacia mala
za nasledok produkciu neinfakych ¢astic MMTV, pretoZze heterologicka 5° LTR
sekvencia blokuje proces reverznej transkripcierokl, kedy dochadza k prvému
prenosu viakna.

Plazmid pSMt-HYB/D26A bol oproti pSMt-HYB modifik@any mutaciou v géne
pro (obr. 8), ktorA ma za nasledok substiticiu kaizkgho Asp26 v aktivhom mieste
protedzy za alanin. Tato substiticia, @ama ako D26A, zbavuje virusovu PR
enzymatickej aktivity a tym padom nedochadza kewiytickému spracovaniu Gag
polyproteinovych prekurzorov (ZABRANSKY et al., )0V experimentoch, ktoré sa
nezaoberaju  proteolytickym spracovanim retrovirabvy polyproteinov, ale
morfogenézou a uvdovanim virusovychcastic z buniek, ako je tomu v tejto
diplomovej praci, prindSa praca so systémom beze@rovej aktivity vyhody.
Predchadza sa tym prasnej aktivacii proteadzy, ktora u MMTV méze koliddv
s tvorbou intracytoplazmatickyafastic.

Tranzientna expresia Pr7? kédovaného uvedenymi konstruktmi sliZila ako
Standard pre porovnanie s mutovanymi druhmi Gagppoteinovych prekurzorov. Ako
negativna kontrola boli pouZzité netransfekovanékigun

Po 1 hodine metabolického zmmia bola v lyzate buniek transfekovanych
vektorom pSMt-HYB detegovana pritomio®r77% Pr11629P™ a pri6§aePro-rol
(obr. 9, draha 4). Fuzny polyprotein Pr{d™je vysledkom jedného a Prigg™oF°
dvoch ribozomalnych posunaitacieho ramca o -1 nukleotid, ku ktorym dochadda p
translacii mMRNA gendémovejitky s &innogou asi 25%, resp. 10% (MOORE et al.,

1987). Dalej bol detegovany protein, ozeay vzitadom k svojej relativnej
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molekulovej hmotnosti denej na zaklade SDS-PAGE ako p30, a taktieZ nitddira
intracelularneho maturovaného CA proteinu. Jedna osaSpecifické produkty
proteolytického Stiepenia prekurzorovych polypnotei virusovou proteazou
aktivovanou vo vnatri buniek, nezavisle na proceseania (ZABRANSKY et al.,
2009). Pdas 15 hodin inkubéacie nasledujucej po metabolickaaieni dochadzalo v
bunkach k proteolytickému spracovaniu P¥#7 Pr11§29F° a priefaerroro
pdsobenim aktivovanej virusovej proteazy za vzmilaturovaného CA proteinu (obr.
9, draha 5). Hladina p30 poklesla a preto sa zelderito protein bal’alej protolyticky
Stiepeny za vzniku maturovaného CA proteinu. Vikathom médiu bol 15 hodin po
metabolickom zn&eni detegovany maturovany CA protein (obr. 9, d@h&o svedi o
uvolnovani virusovyclastic z buniek.

Rovnako, ako v pripade konsStruktu pSMt-HYB, bolalpbodine metabolického
zna&enia detegovana v lyzate buniek transfekovanychtovekn pSMt-HYB/D26A
pritomnos Pr77%% Pr11§29P° a pr1662FoPo (obr. 9, draha 7). Produkty
proteolytického Stiepenia virusovou proteazoulpoatakavania detegované neboli. Na
rozdiel od systému s aktivnou protedzou zostavalvmutri buniek stabilné Pr7?
Pr11629F° g pr16G2" o aj patas 15 hodin (obr. 9, dréaha 8). Je teda zrejmé, Ze
inaktivacia virusovej proteazy zvySuje vnutrobtme stabilitu prekurzorovych
polyproteinov. V inkub&nom médiu buniek exprimujucich inaktivovanu virugov
protedzu bol detegovany polyprotein P¥#7obr. 9, draha 9), u¥aeny z buniek vo
forme nezrelych virusovyatastic.

V pripade oboch konStruktov boli detegované proteibsahujuce CA doménu,
s relativnou molekulovou hmotntmas nizSou ako uvedené polyproteinové prekurzory.
Pravdepodobne sa jedna o produkty internej inkaale translacie alebo o produkty
degradacie prekurzorovych polyproteinov.

V pripade kontrolnych, netransfekovanych buniek ohetletegovany Ziaden
metabolicky zn&eny intracelularny MMTV protein obsahujuci CA doméani po 1
hodine metabolického z#enia (obr. 9, drdha 1), ani po naslednej 15 hodipov
inkubécii (obr. 9, drdha 2) a ani extracelularnel'meny protein charakteristicky pre
MMTYV (obr. 9, dradha 3).
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Obr. 8 Schématické znazornenie provirusového kondiktu pSMt-HYB. Zobrazena je
relativna pozicia génogag, pro, pol, env, rem asag (hore), ako aj restrné miesta enzymov Kasl
a Xbal, ktoré boli pouzité pri klonovani avyzZeaad je mutidcia D26Acérvena dvojSipka), ktora
v pripade konStruktu pSMt-HYB/D26A inaktivuje vimal proteazu. V5 oblasti sa nachadza
heterologicky promotor pribuzného betaretrovirusiasonovho-Pfizerovho ofieho virusu (M-PMV
LTR), sekvencia HYB-MTV pochadzala z konStruktu pBfITV (SHACKLEFORD a VARMUS,
1988) a na 3" konci sa nachadzala origindlna dércéva repeticia (MMTV LTR). SA - akceptorové
miesto zostrihu, SD - donorové miesto zostrihu, psmér viazice miesto.
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Obr. 9 Porovnanie expresie a uviiovania MMTV proteinov z 293T buniek v pripade s akivnou

a inaktivovanou virusovou protedzouProteiny v bunkéch boli ztené f°S]-Met a f°S]-Cys po dobu 1
hodiny (drahy 1, 4 a 7), resp. Zeaé ad’alej inkubované po dobu 15 hodin (drahy 2, 5 driQubainé
médium bolo prefitrované cez 0d® filter a virusovéastice uvnené pdas 15 hodin boli
ultracentrifugované cez 20% sachar6zu (drahy 3, 9.aVirusové proteiny boli imunoprecipitované
polyklonalnym krakim anti-CA sérom. separované pomocou SDS-10%PAGHE/izaalizované
autoradiograficky. Porovnanie netransfekovanychiddur(drahy 1, 2 a 3), buniek transfekovanych
konStruktom pSMt-HYB (drédhy 4, 5 a 6) a buniek sfekovanych konStruktom pSMt-HYB/D26A
(dréhy 7, 8 a 9), ktory kddoval inaktivovand viru§oprotedzu. Vpravo je vyziiana poloha
polyproteinov Pr779 Pr11§%*°a Pr16G27 " ako aj Stiepneho produktu p30 a maturovaného
kapsidového (CA) proteinu.ldvo je vyznaena relativha molekulova hmotgsouzitého Standardu.

4.1.1 Kvantifikacia

Pre relativhu kvantitativhu analyzu virusovych pmoov bol pouzity konStrukt
s inaktivovanou protedzou, ktorého vyhoda c¢épmla v analyze jediného
polyproteinového prekurzoru obsahujuceho CA domémitom nebolo potrebné
zapaitava® produkty proteolytického Stiepenia, akym je nagpominany p30,
u ktorych nebolo definitivne preukazané o ktoré Gagmenty sa jednd. Relativny
podiel extracelularne uv¥oenych molekdl Gag bol stanoveny vztiahnutim hoglnot
charakterizujacej hladinu extracelularne detegoehnynolekudl ku hodnote, ktora
udévala celkové mnoZstvo proteinov exprimovanychapol hodiny metabolického
zna&enia. Kvantitativne stanoven&idnos’ extracelularneho uvéovania MMTV
exprimovaného z parentalneho konsStruktu pSMt-HYBRXIUzZila ako Standard pre

porovnanie s mutovanymi druhmi MMTV.
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4.1.2 Elektronova mikroskopia

Transmisna elektronova mikroskopia (TEM) ultratertky rezov buniek
tranzientne produkujucich MMTV po transfekcii kongtom pSMt-HYB/D26A sluzila
ako Standard pre porovnanie s TEM analyzou bunieklykujucich mutované druhy
MMTV. Inaktivacia virusovej proteazy mala zwSildspeSnas pozorovania
intracytoplazmatickych, nezrelych virusovyatastic, naktko v pripade aktivnej
proteazy neboli pozorované Ziadne intracytoplaztkétiastice a len maly et ¢astic
opu§ajlcich bunku (ZABRANSKY et al., 2009). Vo viacehyprezretych preparatoch
boli objavené nezrelé MMT\astice pdiace na cytoplazmatickej membrane, rovnako
ako nezrelé virusovéastice uvdnené z buniek a zachytené pri fixacii (obr. 10).
Morfologicka stavba pozorovanych  viribnov bola cideristickd pre nezrelé
retrovirusov&astice, fixované a pozorované metédou TEM ultratehkezov. Jednalo
sa o sférické utvary s elektron denznym okrajoraedleiSim vnutrom. Prekvapivo boli
pozorované aj virusouEastice skladajluce sa priamo na membrane spésolmokyyn
pre retrovirusy morfogenetického typu C (obr 10B).

Obr. 10. Elektrén mikroskopicka analyza ultratenkych rezov 23T buniek produkujicich nezrelé
MMTV ¢&astice. Reprezentativne snimky buniek transfekovanych tkoki&m pSMt-HYB/D26A, ktory
kédoval inaktivovanu virusovu protedzu. Sipky uaza péiace virusov&astice (A a B), ptiom bol
zaznamenany aj morfogeneticky proces typu C (lEgdka, B). ZvéSenie na oboch snimkoch je 60000
nasobné, Uska vpravo dole zrd 500 nm.
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4.2 Nekanonické domény MMTV Gag polyproteinu

Produkt génwgag je v pripade MMTV exprimovany ako polyproteinovsekurzor
Pr77% Jeho vnatornd organizacia pripomina M-PMV Pff8atak ako vetky
retrovirusové Gag molekuly, obsahuje v smere odhek matrixova (MA), kapsidovu
(CA) a nukleokapsidovi (NC) doménu. V zavislosti kankréthom retrovirusovom
druhu su v molekule Gagdjalej pritomné unikatne, tzv. nekanonické proteinalebo
peptidové domény. V pripade MMTV su lokalizované daieMA a CA doménou
a jedna sa (v uvedenom poradi v smere od N-konéagfoprotein pp21, protein p3,
protein p8 a peptidovi doménu ozoeanu ako ,n“ (jedna sa o sekvenciu 17
aminokyselin kédovanych v genome, ktoré ale nelolaposid izolované medzi
proteinmi purifikovanymi zo zrelych virionov). Iclyznam v replikdanom cykle
MMTYV ani uloha pri tvorbe a ud@ovanic¢astic neboli doposigopisané.

Pre objasnenie ulohy nekanonickych domén pri skibdgpuani castic MMTV
boli pripravené mutantné konsStrukty provirusovekvemice s deléciami uvedenych
domén. W@innog’ uvaliiovania mutovanychiastic MMTV bola kvantitativne porovnana
s (inno%’ou uvdiiovania MMTV ¢astic tvorenych divokym typom Pr7? acastice

tvorené mutovanymi druhmi Gag boli analyzované tetelovou mikroskopiou.

4.2.1 Fosfoprotein pp21

Fosfoprotein pp21 je jednou z proteinovych domékatnych pre MMTV Gag
polyprotein. V primarnej Struktire prekurzoru Gaagpleduje pp21 za C-koncom MA
domeény (viz obr. 11). V ekvivalentnej lokalizacika pp21 u MMTV nachadzame
pp24/16 u M-PMV. Sekvencia M-PMV pp24/16 obsah@eapeptidovy motiv PPPY
s L doménovou funkciou. Z tohto dévodu blokuje d&lépp24/16 uviinovaniecastic
M-PMV (YASUDA a HUNTER, 1998; GOTTWEIN et al., 20p3Uloha pp21 pri
tvorbe a uvbnovani ¢astic MMTV nebola doposiapopisana. Pre objasnenie ulohy
pp21 v tychto procesoch bola testovana schapnagovaného prekurzoru Gapgp21
vytvara’ a uvdnova’ virusovécastice. Analyza bola prevedena v kontexte s aktiajo

v s inaktivovanou virusovou proteazou.

Myr
App21

N[1 MA | SIEL cA | Nc 4s4fc

29 194

Obr. 11. Schématicky nakres molekuly MMTV Gag s délciou pp21 domény.Uvedena delécia je
vyznaienacervenou horizontalnou G&eu. Vertikdlne Gsiky odddujice jednotlivé proteinové domény
vyznaiuju Stiepne miesta virusovej protedz§isla udavaji poradie aminokyselinovych zvySkov esm
od amino (N) po karboxylovy (C) koniec. Myr - zvySayseliny myristylovej, MA - matrixova, CA -
kapsidova a NC - nukleokapsidova doména, pp2lfefosteinova doména a kratke domény p3, p8, n.
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4.2.1.1 Priprava expresného vektoru pSMt-HYB/D26AApp21
Existujuci plazmid pSMt-HYBApp21 obsahujaci MMTV provirusovu

sekvenciu s deléciou oblagiag génu kdédujucou pp21, bol Stiepeny restriktdzanmslKa
a Xbal. Fragment Kasl-Xbal dikou 1281 bp obsahujici uveden( deléciu bol
elektroforeticky separovany v agar6zovom gely, @lgzany, préisteny a pouZzity
v ligacnej reakcii spolu s 10122 bp vektorom pSMt-HYB/D&Bepenym rovnakou
dvojicou restriktdz. Ligenou zmesou bol transformovany kompetentny bakterial
kmen E.coli DH5a a kultivovany pod selgkym tlakom na rezistenciu ¥oampicilinu,
nakd’ko uvedeny plazmid kdédoval rezistenciuévampicilinu. Plazmidova DNA
z vybranych bakterialnych klonov bola pouzita pestrikinej analyze. Klon nesuci
konsStrukt s deléciou pp21 domény bol identifikovamg zaklade poklesu Meosti
mutovaného 1821 bp Kasl-Xbal fragmentu v porovrapbvodnym 2106 bp Kasl-
Xbal fragmentom. Delécia bola potvrdenalSou restriknou analyzou pouZzitim
enzymov Stul a Nrul, ktord sa zakladala na skubsti, Ze so sekvenciou kédujucou
pp21 doménu bolo odstranené aj jedno z dvoch 8siitikknych miest. Touto reakciou
bola potvrdena aj pritomnosnutacie inaktivujicej proteazu, ndko muta&ny zasah
veduci k tejto modifikacii vnaSal do provirusovegksencie nové a unikatne Nrul
restrikkné miesto. Popisanym postupom bol pripraveny kok&tr pSMt-
HYB/D26A/App21 nesuci MMTV provirusovu sekvenciu s deléciblasti kodujucej

doménu pp21 a zaroiwvdodovU mutéciu v gérgro, inaktivujdcu virusovu proteazu.

4.2.1.2 Vplyv delécie pp21 na tvorbu a uvbiiovanieéastic MMTV z buniek

Bunky tranzientne transfekované plazmidmi pSMt-HX®$21, resp. pSMt-
HYB/D26A/App21 boli 24 hodin po transfekcii metabolicky &m@é po dobu 1 hodiny
a sledovany bol vplyv uvedenej delécie na produkeiMTV. Ako Standard pre
porovnanie s mutovanym druhom Qgup21 posliZila tranzientna expresia Ff#7
Ako negativna kontrola boli pouZzité netransfekovhugky.

Ako vidiet na obr. 12, delécia 95 aminokyselinovych zvySkawiacich pp21
doménu mala za nasledok zniZzenie relativne] mabeiejil hmotnosti mutovanych
polyproteinovych prekurzorov GAgp21, Gagpp2l-Pro a Gagpp2l-Pro-Pol. Po 1
hodine metabolického zéenia bola v lyzate buniek transfekovanych vektogsMt-
HYB/App2l detegovana pritomnomutovanych druhov Gagp2l, Gagpp2l-Pro a
Gag\pp21-Pro-Pol (obr. 12A, draha 7). Pritomny bol @tein p30 a na nizkej arovni
aj intracelularny, maturovany CA protein (obr. 12Araha 8). Tieto produkty

proteolytického Stiepenia prekurzorovych polypnot®i vznikli intracelularnym
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posobenim virusovej proteazy. Po 15 hodinach inkieb@asledujicej po metabolickom
zna&eni neboli detegované mutované intracelularne peekavé polyproteiny.
V bunkéch bol ndialej pritomny p30 a maturovany CA protein¢&o 15 hodin doslo
k proteolytickému spracovaniu prekurzorovych pobgpinov za vzniku nekompletne
rozStiepeného fragmentu p30 a maturovaného CA iprateProtein p30 bob’alej
proteolyticky Stiepeny za vzniku maturovaného CAteinu. V inkub&nom médiu bol
detegovany maturovany CA protein (obr. 12A, draphaktry bol z buniek uvineny
vo forme MMTYV ¢astic tvorenych mutovaymi prekurzorovymi polyprotai.

Rovnako, ako v bunkéach transfekovanych vektorom pBYB/App2l, boli
v bunkach transfekovanych vektorom pSMt-HYB/D26pp21 po 1 hodine
metabolického zn#nia detegované mutované polyproteiny 8aapl, Gagpp21-Pro
a Gag\pp21-Pro-Pol (obr. 12B, drdha 7). Na rozdiel odé&ys s aktivnou virusovou
protedzou neboli v lyzate buniek v pripade prote@aktivovanej poth aiakavania
detegované proteolytické Stiepne produkty p30 a ®A. 15 hodinach inkubécie
nasledujucej po metabolickom zeai bolo v bunégnom lyzate ndalej mozné
detegova Gag\pp21 (obr. 12B, draha 8). Polyprotein Gpg21-Pro ani (Gafgpp21)-
Pro-Pol detegovany nebol. V inkuieom médiu bol detegovany Gagp21 (obr. 12B,
dradha 9) uvbneny z buniek p&as 15 hodin vo forme nezrelych virusovyelstic.

4.2.1.3 Kvantifikacia

Pre relativhu kvantitativnu analyzu virusovych ehebv pomocou programu
ImageQuant™ bol vyuzity konStrukt pSMt-HYB/D26¥dp21 kodujaci mutovany
Gag\pp21 a inaktivovanu virusovi proteazuithos’ uvoliovania nezrelych MMTV
castic tvorenych mutovanym Gagp2l bola porovnana €ianog’ou uvdmnovania
castic tvorenych divokym typom Pr7? exprimovanym po tranzientnej transfekcii
buniek konstruktom pSMt-HYB/D26A. &ihnog” uvanovania nezrelych MMT\&astic
tvorené mutovanym druhom polyproteinového prekurzdag\pp21 je redukovana asi
na polovicu v porovnani giinnog’ou uvdnovania ¢astic tvorenych polyproteinom
Pr779 divokého typu (obr. 19, str. 68). Inymi slovamélécia pp21 znizujednnog’
uvolnovaniacastic MMTV z buniek, ale pritomntgpp21 domény Gag polyproteinu

nie je nevyhnutna pre tvorbu a uviovanie MMTYV ¢astic z buniek.
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Obr. 12. Sledovanie vplyvu delécie pp21 domény narquukciu éastic MMTV v tranzientne
transfekovanych 293T bunkéach.Proteiny v bunkach boli ztané f°S]-Met a f°S]-Cys po dobu 1
hodiny (dréhy 1, 4 a 7), resp. Zeaé adalej inkubované po dobu 15 hodin (drahy 2, 5 drubainé
médium bolo prefitrované cez 0d® filter a virusovéastice uvnené pdas 15 hodin boli
ultracentrifugované cez 20% sachar6zu (drahy 3, 9.aVirusové proteiny boli imunoprecipitované
polyklonalnym krékim anti-CA sérom, separované SDS-10%PAGE a vizondizé autoradiograficky.
Netransfekované bunky (drahy 1, 2 a 3) slizili akegativna kontrola. (A) Porovnanie buniek
transfekovanych konStruktom pSMt-HYB (drahy 4, S5ra buniekm transfekovanych konStruktom
pSMt-HYBApp21 (drahy 7, 8 a 9). (B) Porovnanie buniek traks¥anych konsStruktom pSMt-
HYB/D26A (drahy 4, 5 a 6) a buniek transfekovanfomStruktom pSMt-HYB/D26Akpp21 (drahy 7, 8

a 9). Vpravo je vyzn@na poloha mutovanych polyproteinov Gag, Gag-Pfaag-Pro-Pol s deléciou
domény pp21, a vpripade aktivnej virusovej protedgystiepneho produktu p30 a maturovaného
kapsidového (CA) proteinu.ldvo je vyznaena poloha PrFfe Pr1i1§9°a Pr16G29" oo, relativna
molekulova hmotndaspouzitého Standardu.

4.2.1.4 Elektronova mikroskopia

Pre ziskanie informacii o morfolégii MMTVastic tvorenych Gapp2l bola
vykonana elektron mikroskopickd analyza ultratetkyezov buniek tranzientne
transfekovanych konsStruktom pSMt-HYB/D26¥gp21. V cytoplazme buniek boli
pozorované nezrelé intracelulartastice MMTV (obr. 13A), ako afastice pdiace
z cytoplazmatickej membréany (obr. 13B) a ti@stice uvinené z buniek a zachytené
pri fixacii. Jednalo sa o sférické uUtvary s elektrdenznym okrajom a svetlejSim

vnatrm,¢o je morfologicka stavba typicka pre nezrédétice.
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Obr. 13. Elektron mikroskopicka analyza ultratenkych rezov 293T buniek produkujicich MMTV
s deléciou pp21 doményReprezentativne snimky buniek tranzientne trawsfekych konsStruktom
pSMt-HYB/D26A/App21 ukazuju intracytoplazmatické (biele Sipky, Baa puiace ¢ierne Sipky, B)
nezrelé MMTVc¢astice. ZvaéSenie je 100000-nasobné, &ise vpravo dole zrid 200 nm.

4.2.2 Proteinové domény p3-p8-n

Proteinové domény p3-p8-n patria k nekanonickym é&wam charakteristickym
pre MMTV Pr77% S lokalizované medzi C-koncom domény pp2fialSou
z nekanonickych domén MMTV, a N-koncom CA doménig @br. 14). Lokalizaciou
vramci Pr7#% st domény p3-p8-n ekvivalentné pl2 doméne ¥f768 M-PMV.
Sekvencia p12 domény obsahuje tzv. ISD (z angériral scaffold domain), ktora je
esencialna pre intracytoplazmatickl tvorbu neztelyePMV castic.

V pripade MMTV nebola dopodiacharakterizovana uloha proteinovych domén
p3-p8-n pri tvorbe a udovani virusovycRastic. Pre zodpovedanie tejto otazky bola
testovana schopnsnutovaného Gag polyproteinu s deléciou domén pB-p@vara’

a uvdnova’ virusovédastice z buniek.
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Obr. 14. Schématicky nakres molekuly MMTV Gag s delciou domén p3-p8-nUvedena delécia je
vyznaienacervenou horizontalnou G&eu. Vertikdlne Gsiky odddujice jednotlivé proteinové domény
vyznaiuju Stiepne miesta virusovej protedz§isla udavaji poradie aminokyselinovych zvySkov esm
od amino (N) po karboxylovy (C) koniec. Myr - zvySayseliny myristylovej, MA - matrixova, CA -
kapsidova a NC - nukleokapsidova doména, pp21lfefosteinova doména a kratke domény p3, p8 a n.

4.2.2.1 Priprava expresného vektoru pSMt-HYB/D26AA(p3-n)

Z existujuceho plazmidu pSMt-HYB(p3-n), ktory obsahoval MMTV
provirusova sekvenciu s deléciaiasti gag génu kodujucou domény p3-p8-n, bol
vyStiepeny 1884 bp Kasl-Xbal fragment s mutovagagi sekvenciou a elektroforeticky
separovany v agarozovom gely. Po izolacii z géhurdikacii bol mutovany fragment
pouzity v lig&nej reakcii spoldne s 10122 bp vektorom pSMt-HYB/D26A Stiepenym
restriktazami Kasl a Xbal. Kompetentny bakterialmen E.coli DH5a bol
transformovany liggnou zmesou a kultivovany pod selagm tlakom ampicilinu,
nakd’ko uvedeny plazmid kodoval ampicilinovld rezistenciBlazmidova DNA
izolovanad z vybranych bakterialnych klonov bola mmikna restrignej analyze.
Identifikacia klonu nesuceho konstrukt s delécid@+pB-n bola zaloZzena na poklese
velkosti mutantného 1884 bp Kasl-Xbal fragmentu oppd@tvodnému 2106 bp Kasl-
Xbal fragmentu. Delécia bola potvrdena dodatu restriknou analyzou pouzitim
enzymov PfIMI a Nrul. Odstranenim sekvencie kodejqx3 bolo odstranené aj jedno z
dvoch PfIMI restriknych miest pritomnych v pdvodnej sekvergag génu. Stiepenim
plazmidu enzymom Nrul bola zaraveotvrdena pritomnagsmuticie D26A, nakiiko
mutécia inaktivujlica proteazu zavadza do sekvencig@ a unikatne Nrul restiiké
miesto. Uvedenym postupom bol vytvoreny konsStrul@Mp-HYB/D26A/A(p3-n)
obsahujuci MMTYV provirusovu sekvenciu s deléciolash kddujucej domény p3-p8-n

a bodovou mutéciou v géipeo inaktivujucou virusovu proteézu.

4.2.2.2 Vplyv delécie p3-p8-n na uvbiiovanie ¢astic MMTV

V ¢ase 24 hodin po transfekcii plazmidmi pSMt-HXBB-n, resp. pSMt-
HYB/D26A/Ap3-n boli bunky metabolicky zgané po dobu 1 hodiny a sledovany bol
vplyv uvedenej delécie na produkciu MMTV. Ako Stardl pre porovnanie
s mutovanym druhom Ga@p3-n) posliZila tranzientnd expresia P¥#7 Ako

negativna kontrola boli pouZzité netransfekovanéigun

65



Zobr. 15 je zjavné, Ze delécia 74 aminokyselinbvyavySkov tvoriacich
proteiny p3-p8-n spoésobila znizenie relativnej rkalevej hmotnosti mutovanych
polyproteinovych prekurzorov GA{p3-n), Gag\(p3-n)-Pro a Gaty(p3-n)-Pro-Pol. Po
1 hodine metabolického z&enia bola v bunkach transfekovanych konstruktomlpS
HYB/A(p3-n) detegovana expresia polyproteinov &Ma8-n), Gad(p3-n)-Pro a
Gag\(p3-n)-Pro-Pol (obr. 15A, draha 7). V tomto pripada rozdiel od parentalneho
konStruktu alebo systému s deléciou pp2l doményholnaletegovany Ziaden
intracelularny p30 ani maturovany CA protein. Pohbslinach inkubéacie nasledujucej
po metabolickom zrigni bolo v bunénom lyzate stale mozné detegtvazku hladinu
mutovaného prekurzoru GaA(p3-n). Polyproteiny Gag(p3-n)-Pro a Gaty(p3-n)-Pro-
Pol detegované neboli. V tomt@mse bol v bunsom lyzate detegovany protein p30
a maturovany CA protein (obr. 15A, draha 8). \fétare sa uvadza, Ze v pripade
MMTYV proteinu p30 by sa mohlo jedn& nerozstiepeny fragment p8-n-CA (OTT et
al., 2003; MULLNER et al., 2008). Vysledky ziskat&éciou domén p3-p8-n v3ak tito
moznos vyluéuju, nakdko bol protein p30 bol pritomny aj po odstranenédenych
domén. Na zaklade relativnej molekulovaj hmotnoasi 30 kDa by sa dalo
predpokladg, Ze sa jedna o nerozstiepeny fragment CA-NC ftiekou molekulovou
hmotnosou 37 kDa.

Popisana situacia, kedy proteolytické Stiepne gtyd@A a p30 nie su pritomné
po 1 hodine, ale az po 15 hodinach by sa dala wygvalternaciou pévodného
Stiepneho miesta na rozhrani domén n-CA novo vzykn spojenim pp21-CA domeén.
Tato mutovana sekvencia je ako substrat pre MMTotgaizu stale vhodna, dom
svedi vznik maturovaného CA proteinu ¢&s 15 hodin. Nie je vSak substratom
natdko ideadlnym ako bola definovana pbvodna sekvencéa rozhrani n-CA
(MENENDEZ-ARIAS et al., 1992), pretoze produkty fwolytického Stiepenia
obsahujiuce CA doménu (protein p30 a maturovany Q@détefn) sa neStandardne
objavuju az po 15 hodinach a nie su detegovanéduzhpdine metabolického zZtemia
tak, ako v pripade parentalneho konstruktu, alefskuktu s deléciou pp21 domény.
V inkubainom médiu bol detegovany maturovany CA protein .(d&A, draha 9),
uvorlneny z buniek p&as 15 hodin vo forme virusovye¢hstic.

Podobne, ako v bunkéch transfekovanych konstrukt8it-HYB/A(p3-n), boli
v bunkach transfekovanych konstruktom pSMt-HYB/D26@pp3-n) po 1 hodine
metabolického zr#nia detegované polyproteiny @g€pg3-n), Gad(p3-n)-Pro a
Gag\(p3-n)-Pro-Pol (obr. 15B, drdha 7). PFad atakavania neboli pritomné
proteolytické Stiepne produkty p30 a CA. Po 15ihach inkubéacie nasledujucej po
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metabolickom zn&ni bolo v bunénom lyzate ndlalej mozné detegovaGag\(p3-n)
polyprotein (obr. 15B, dradha 8), jeho hladina v&gkoti situacii spred 15 hodin
poklesla. Polyprotein Gagp3-n)-Pro ani Gaty(p3-n)-Pro-Pol detegovany nebol.
V inkubainom meédiu bola vtomt@ase detegovana len nizka hladina &@ag-n)
prekurzoru (obr. 15B, draha 9).
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Obr. 15. Sledovanie vplyvu delécie domén p3-p8-n nprodukciu ¢astic MMTV v tranzientne
transfekovanych 293T bunkach.Proteiny v bunkach boli ztené f°S]-Met a f°S]-Cys po dobu 1
hodiny (drahy 1, 4 a 7), resp. Zeaé ad’alej inkubované po dobu 15 hodin (drahy 2, 5 driQubainé
médium bolo prefiltrované cez Odim filter a virusovécastice uveinené pdas 15 hodin boli
ultracentrifugované cez 20% sachar6zu (drahy 3, 9.aVirusové proteiny boli imunoprecipitované
polyklonalnym krékim anti-CA sérom, separované SDS-10%PAGE a vizondizé autoradiograficky.
Netransfekované bunky (drahy 1, 2 a 3) slizili akegativna kontrola. (A) Porovnanie buniek
transfekovanych konstruktom pSMt-HYB (drahy 4, S6ra buniekm transfekovanych konStruktom
pSMt-HYBA(p3-n) (drahy 7, 8 a 9). (B) Porovnanie buniek sfakovanych konstruktom pSMt-
HYB/D26A (drahy 4, 5 a 6) a buniek transfekovankemsStruktom pSMt-HYB/D26A4(p3-n) (drahy 7,

8 a 9). Vpravo je vyzr@na poloha mutovanych polyproteinov Gag, Gag-P@ag-Pro-Pol s deléciou
domén p3-p8-n, a vpripade aktivnej virusovej pmtedj Stiepneho produktu p30 a maturovaného
kapsidového (CA) proteinu.ldvo je vyznaena poloha PrFfe Pri1§e°a Pr16G29 o0, relativna
molekulova hmotnaspouzitého Standardu.

4.2.2.3 Kvantifikacia

Pre zodpovedanie otazky, ndko je oblag p3-p8-n domén potrebna v procese
uvolnovaniacastic MMTV, bola prevedena kvantitativna analyz@ssppom popisanym
v kapitole 3.1.1. Nezrel&astice MMTV tvorené polyproteinom G&g3-n boli
uvolnované z buniek sdinnog’ou rovnou asi jednej patinecianosti uvdnovania

gastic tvorenych polyproteinom Pf#?divokého typu (obr. 19, str. 68). Inak povedané,
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delécia domén p3-p8-n vyznamne zniZuj@ndos’ uvolnovania nezrelychéastic
MMTV z buniek, ale pritomnasdomén p3-p8-n nie je absolutne nevyhnutnd pretent
proces.

4.2.2.4 Elektrénova mikroskopia

Za (&elom blizSej charakteriziacie defektu v produkcii MWV casic,
spbsobeného deléciou proteinovych domén p3-p8-na hmevedena elektrén
mikroskopickd analyza ultra tenkych rezov bunielangientne transfekovanych
konStruktom pSMt-HYB/D26AA(p3-n). V menSej miere v cytoplazme a vocsej
miere uvdnené z buniek a zachytené pri fixacii boli pozor@anutovanétastice
MMTV tvorené polyproteinom Gagp3-n). Zastupené boli sférické Utvary, ale viaceré
Z pozorovanychiastic, mali defektny tvar (obr. 16).

Obr. 16. Elektron mikroskopicka analyza ultratenkych rezov 293T buniek produkujicich MMTV

s deléciou domén p3-p8-nReprezentativne snimky buniek tranzientne trawsfekych konstruktom
pSMt-HYB/D26A/A(p3-n) ukazuju uvtnené sférick&astice {ierne Sipky) a defektné atvary (prazdna
Sipka). ZvéaSenie (A) 60000-krat, (B) 100000-nasobné,ckaevpravo dole zridg 500 nm (A), resp.
200 nm (B).
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4.2.3 Minimalny MMTV Gag polyproteinovy prekurzor
Odstranenie vSetkych nekanonickych domén MMTV Gatygroteinu dava

vznikn minimalnemu Gag prekurzoru, ktory je tvoreny lesmegnami MA-CA-NC
(obr. 17), ktoré sa nachadzaju v ekvivalentnej giozi vSetkych druhov retrovirusov.
Testovana bola schopnoaninimalneho Gag polyproteinu vytvéraa uvdnova’

virusovédastice z buniek.

A Myr
App21-p3-pd-n
N{1 ma ] cA | mc az0lc
59 268

Obr. 17. Schématicky nakres molekuly MMTV Gag s délciou domén pp21-p3-p8-n.Uvedena
delécia je vyzn&na cervenou horizontadlnou U8eou. Vertikdlne Usiky oddédujuce jednotlivé
proteinové domény vyznaju Stiepne miesta virusove] protedzydisla udavaju poradie
aminokyselinovych zvySkov v smere od amino (N) pobloxylovy (C) koniec. Myr - zvySok kyseliny
myristylovej, MA - matrixova, CA - kapsidova a NChukleokapsidova doména, pp21 - fosfoproteinova
doména a kratke domény p3, p8 an.

4.2.3.1 Priprava expresnych vektorov pSMt-HYB/A(pp21-n) a pSMt-
HYB/D26A/A(pp21-n)

Pouzitim mutagénneho reverzného priméru Mt-dppangRiameho priméru Mt-
Kas-F bol polymerazovou tazovou reakciou (PCR) odstraneny usek MMTV
provirusovej sekvencie kodujuci domény pp21-p3-p&ko templat poslizil plazmid
pSMtv nesuci MMTV gag gén. Oblas 3-konca primeru Mt-dpp-n-R bola
komplementarna k 3"-koncu sekvencie kodujucej MAndou. Oblas 5-konca tohto
priméru bola komplementarna k 5-koncu sekvencidukicej CA doménu, kde sa
nachadzalo aj Sfcl resttiké miesto. Produkt PCR dlihy 491 bp bol elektrofoket
separovany v agarozovom gely, vyizolovany, puriikoy a Stiepeny restriktazou Pstl
(na 5°-konci) a nasledne restriktazou Sfcl (3"-kohi Takto opracovany 347 bp
fragment bol elektroforeticky separovany v agar@owgély, izolovany, pkésteny a
nasledne pouzity v trojcestnej ligeej reakcii spoldtne s 4209 bp vektorom pSMtv
Stiepenym enzymami Xbal a Pstl, spolu s dopinkoag2 bp fragmentom Sfcl-Xbal
pochadzajucim zo Stiepenia plazmidu pSMtv. Enzynel,Sktory bol pouzity pri
opracovani PCR produktu, Stiepil sekvenciu pSMtw maiestach a preto bola zvolena
klonovacia stratégia vyuZzivajuca aditivneho fragménmutovanému inzertu a vektoru.
Ligacnou zmesou transformovany kompetentny kraecoli DH50. bol inkubovany pod
selekknym tlakom na ampicilinovu rezistenciu, néko vektor kddoval rezistenciu ¥o
ampicilinu. Plazmidova DNA vytvoreného konstruktBNitvA(pp21-n) bola izolovana
z vybranych bakterialnych klonov a podrobend re&tej analyze enzymami Kasl
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a Xbal. Oproti pévodnému 2106 bp Kasl-Xbal fragmiental mutovany Kasl-Xbal
fragment dku 1596 bp. Delma mutécia bolalalej potvrdena restriiou analyzou
dvojicou enzymov Stul a PfIMI. Resttiké miesto PfIMI sa nachadzalo v sekvencii
kodujucej pp21 domeénu a Stul restné miesto sa nachadzalo v sekvencii kédujucej
p3 doménu. Preto boli odstranenim oblasti ggam kodujucej domeény pp21-p3-p8-n
odstrdnené aj miesta Stiepenia restriktazami SRiINI.

Uvedenym postupom bol pripraveny konsStrukt p&[{pp21-n) s deléciou
oblasti gag génu kodujucou Usek pp21l-p3-p8-n domén¢agoni oblag kddujuca CA
doménu bola pripojena za olfakédujucu MA doménu, ato bezo zmediyacieho
ramca. Polyproteinovy produkt kédovany tymto kaw&ivm je mozne ozi#& ako
minimalny MMTV Gag tvoreny doménami MA-CA-NC. Tietdomény nachddzame
v rovnakej relativnej pozicii u Gag prekurzorovtk§eh retrovirusov napriek tomu, Ze
ich aminokyselinova sekvencia nie je vyraznejSiazarvovana. V primarnej Struktare
minimalneho polyproteinu Gag doslo k pripojeniu @&a MA domény za N-koniec
CA domény. Vo finale bolagag génova sekvencia obsahujuca uvedenu deléciu
vysStiepena z plazmidu pSMiypp21-n) restriktazami Kasl a Xbal a 1596 bp fragme
bol elektroforeticky separovany v agar6zovom gélg.izolacii z gélu a purifikacii bol
pouzity v liga&nej reakcii s 10122 bp pSMt-HYB, resp. pSMt-HYB/Z2&ektorom
Stiepenym enzymami Kasl a Xbal. Tento postup betyheutny, naktko sekvencia
pSMt-HYB, resp. pSMt-HYB/D26A neposkytovala dostatonikatnych restrignych
miest potrebnych pre uvedené klonovanie a wysdidali restrikné miesta Kasl a Xbal
priblizne ohraniujuce sekvenciu géngag. Ligatnymi zmesami bol transformovany
kompetentny kmie E.coli DH50. a baktérie boli kultivované pod setelym tlakom
ampicilinu. Vysledné plazmidové konStrukty, ozeae ako pSMt-HYBX(pp21-n),
resp. pSMt-HYB/D26AA(pp21-n) boli overené sekveammou analyzou.

4.2.3.2 Minimalny Gag v procese tvorby a uvd@iiovania MMTV ¢astic

Bunky boli tranzientne transfekované plazmidmi pS#B/A(pp21-n), resp.
pSMt-HYB/D26A/A(pp21-n) a 24 hodin po transfekcii boli po dobu adihy
metabolicky zn&né. Sledovana bola schoptiominimalneho polyproteinu Gag
(minGag) vytvarda auvdnova® MMTV c¢astice z buniek. Bunky tranzientne
transfekované konstruktmi pSMt-HYB, resp. pSMt-HDR6A sluzili ako Standard pre
porovnanie a netransfekované bunky boli negatikomirolou.

Deléciou domén pp21-p3-p8-n bolo odstrdnenych 1#tin@kyselinovych
zvyskov. Vysledny minGag polyproteinovy prekurzeoreny MA-CA-NC pozostaval
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z0 420 aminokyselinovych zvySkov. Radatakavania doslo v porovnani s pévodnymi
molekulami Pr77%9 Pr11G29P" a Pr16629°7 "0 k zniZeniu relativnej molekulovej
hmotnosti prekurzorov minGag, minGag-Pro a minGeaol (obr. 18). V lyzate
buniek transfekovanych konstruktom pSMt-HYAB9p21-n) boli po 1 hodine
metabolického zn#nia detegované mutované polyproteinové prekurzomyGag,
minGag-Pro a minGag-Pro-Pol, spolu s nizkou hladip80 (obr 18A, draha 7), ktory
vznikol pdésobenim intracelularne aktivovanej vinejoproteazy. Maturovany CA
protein detegovany nebol. V porovnani so systém@mitgHYB bola za rovnakych
podmienok detegovana nizSia hladina p30 a naopakyy$Sie popisanom pripade
s deléciou nekanonickych domén p3-p8-n, nebol zhtdy podmienok detegovany
Ziaden p30. Ponuka sa nasledujuce vysvetlenigighrej delécii nekanonickych domén
doSlo k zaniku rozhrania n-CA domén a k pripoje@ikonca MA domény k N-koncu
CA domény. Tymto bolo nahradené prirodzené Stiepresto MMTV proteazy na N-
konci CA domény, ktoré je zo vSetkych Stiepnych shigritomnych v Gag prekurzore
pre proteazu z kinetickéhdddiska najvyhodnejSie (MENENDEZ-ARIAS et al., 1992)
Pravdepodobnym doésledkom je nizSi&inhogs’ proteolytického spracovania minGag
prekurzoru v porovnani s Pf72 V porovnani s Gag(p3-n), kde bol C-koniec pp21
domény pripojeny k N-koncu CA domény j&innog’ vysSia, pretoze Stiepne miesto na
C-konci MA domény je kineticky vhodnejSim substratpre MMTV proteazu ako
Stiepne miesto na C-konci pp21 domény (MENENDEZ-ARIet al., 1992). Po 15
hodinach inkubéacie nasledujucej po metabolickoméeniabolo v bunégnom lyzéate
stdle mozné detegowapolyproteiny minGag av mensej miere aj fuzne pkog
minGag-Pro a minGag-Pro-Pol (obr. 18A, draha 8jrabelularna aktivita virusovej
proteazy prispela gas 15 hodin ku zniZeniu hladiny uvedenych prekunza ku
zvySeniu hladiny Stiepneho produktu p30 a vznikutumevaného CA protein.
V inkuba&nom médiu nebol detegovany Ziaden extracelularAypétein (obr. 18A,
draha 9) uvbneny z buniek vo forme virusovy¢hstic.

V lyzate buniek transfekovanych plazmidom pSMt-HBPB6A/A(pp21-n) boli
rovnako ako v systéme s inaktivovanou proteazouegidetané po 1 hodine
metabolického zrgenia molekuly minGag, minGag-Pro a minGag-Pro-Pbir.( 18B,
drdha 7). Produkty proteolytického Stiepenia viwegp proteazou neboli pdéd
ocakavania detegované ani v tondese, ani po 15 hodinach. Po 15 hodinach inkubacie
nasledujucej po metabolickom zeai boli op& detegované prekurzorové polyproteiny

minGag, minGag-Pro a minGag-Pro-Pol (obr. 18B, dr&). V inkub&nom médiu
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nebol detegovany Ziaden MMTV proteinovy produkt ashgiaci CA doménu
a extracelularne uv¥oeny vo forme virusovyctastic (obr. 18C, draha 9).

Nepritomnog CA proteinu, resp. minGag ukreného z buniek do inkuér@ého
meédia vo forme virusovycltastic mdéze znamefiaze minGag polyprotein (spolu
s minGag-Pro a minGag-Pro-Pol) nie su schopné ywerhusovychcastic, alebo Ze
virusové c¢astice potencialne vytvorené uvedenymi prekurzomié sU @inne
uvolnované z buniekCastice tvorené prekurzormi Gagp21, resp. Gay(p3-n) boli
Z buniek uvdnované a preto sa ani jedna z nekanonickych domj@wireko absolitne
nevyhnutna pre tvorbu a ukivanie MMTYV castic z buniek. V pripade minimalneho
Gag polyproteinového prekurzoru nasma data ziskané z experimentov
s metabolickym zn#nim na poruchu v tvorbe&astic, alebo na blokaciu vich
uvolnovani z buniek. Pre potvrdenie tohto predpokladuia beykonana elektrén

mikroskopicka analyza buniek exprimujucich minGag.
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Obr. 18. Sledovanie vplyvu delécie domén pp21-p3-p8na produkciu ¢astic MMTV v tranzientne
transfekovanych 293T bunkéach.Proteiny v bunkach boli ztené f°S]-Met a f°S]-Cys po dobu 1
hodiny (drahy 1, 4 a 7), resp. Zeaé ad’alej inkubované po dobu 15 hodin (drahy 2, 5 driQubainé
médium bolo prefiltrované cez Odim filter a virusovécéastice uvéinené pdas 15 hodin boli
ultracentrifugované cez 20% sachardzu (drahy 3, §.aVirusové proteiny boli imunoprecipitované
polyklonalnym kraltim anti-CA sérom, separované SDS-10%PAGE a vizondizé autoradiograficky.
Netransfekované bunky (drahy 1, 2 a 3) slizili akegativna kontrola. (A) Porovnanie buniek
transfekovanych konsStruktom pSMt-HYB (drahy 4, S5ra buniekm transfekovanych konStruktom
pSMt-HYBA(pp21-n) (drdhy 7, 8 a 9). (B) Porovnanie bunieknsfekovanych konStruktom pSMt-
HYB/D26A (drahy 4, 5 a 6) a buniek transfekovanfomstruktom pSMt-HYB/D26AA(pp21-n) (drahy
7,8 a9). Vpravo je vyzrtana poloha mutovanych polyproteinov Gag, Gag-ReagPro-Pol s deléciou
domén pp21-p3-p8-n, a vpripade aktivnej virusoveigazy aj Stiepneho produktu p30 a maturovaného
kapsidového (CA) proteinu.ldvo je vyznaena poloha PrFfe Pri1§e°a Pr16G29F o0, relativna
molekulova hmotnaspouzitého Standardu.
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4.2.3.3 Elektronova mikroskopia

Z dévodu absencie extracelularne Iveného, mutovaného polyproteinového
prekurzoru Gag(pp21-p3-p8-n) nebola vykonana kvantifikacia. Almjdomozné utit,
v ktorej faze Zivotného cyklu MMTV sa prejavuje ekf spdsobeny deléciou
nekanonickych domén Gag polyproteinu, bola prevé@ddeéransmisna elektron
mikroskopicka analyza ultratenkych rezov bunieksfakovanych konstruktom pSMt-
HYB/D26A/A(pp21-n). V ziadnom z prezretych preparatov  nebatiajdené
vnatrobuneéné castice MMTYV, ani¢astice pdiace na cytoplazmatickej membrane (data
neuvedené). Negativny vysledok nasigd, Ze absencia extracelularne Enenych
MMTV ¢astic tvorenych minGag prekurzorom pozorovana pomanetabolického

znaenia je spoésobena neschopimsminGag polyproteinu vytvatairusovécastice.
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Obr. 19. Relativna &innost’ uvoPiiovania nezrelyché&astic mutovanych druhov MMTV. Uginnog’
uvolfiovania bola stanovena pre kazdy mutovany druh MMJdrovnanim mnozstva extracelularne
uvolnenych molekidl Gag s celkovym mnozstvom molekidl @agrimovanych p&as metabolického
znaenia. Winnog’ uvoliiovania mutovanych druhov MMTV s inaktivovanou pémeu a s deléciou
pp21 domény App21), domén p3-p8-Mp3-n), resp. vSetkych nekanonickych domApg21-n) bola
porovnana sdinnog’ou uvdiovania MMTV s inaktivovanou protedzou (D26A). Exipegnty boli
opakované dva krat a uvedeny je priemer nameratgtch uvedenou odchylkou.
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4.3 Identifik4cia a testovanie motivov s potencialnou ldoménovou funkciou

Pod’a vysledkov deknej analyzy nekanonickych domén MMTV Gag polypnotei
sa javi pravdepodobné, Ze neobsahuju sekvencid@iénovou funkciou, ktora je
nevyhnutna pre dinné uvdnovanie virusovycktastic z buniek. Preto by bolo mozné
ocakava lokalizaciu L doménového motivu v zvysSngjsti sekvencie Gag. InSpekcia
primérnej Struktary MMTV Gag polyproteinového prekoru skuténe priniesla na
zaklade sekvamej homoldgie s dopodialefinovanymi L doménovymi motivmi dvoch
kandidatov na tato funkciu. Prvym je Pro-Ser-Al@RPSAP) motiv, lokalizovany
medzi 36. - 39. aminokyselinovym zvySkom CA doméopr. 20 a 21). Druhym
motivom, ktory sa dostal do centra pozornostiadiska potencialnej L doménovej
funkcie, je Tyr-Pro-lle-Trp-Leu (YPIWL) sekvenciaHKalizovanda medzi 81. a 85.

aminokyselinovym zvyskom MA domeény (obr. 24 a 25).

4.3.1 Motiv PSAP a uvd’iovanie MMTV ¢&astic z buniek

Motiv PSAP (obr. 20 a 21) je sekws® homologicky s P(T/S)AP konsenzom L
doménovej sekvencie pritomnej u HIV-188(GOTTLINGER et al., 1991; HUANG
et al., 1995), M-PMV ppl189 (GOTTWEIN et al., 2003) a MA proteinu HTLV-1
(BOUAMR et al., 2003; WANG et al., 2004). Lokalizacp6®® je u HIV-1 i C-
terminalna, M-PMV pp1%¥je lokalizovany medzi MA a CA doménou molekuly Gag
matrixova cag’ Gag molekuly HTLV-1 je N-terminalna. Uvedené ldare zdroje
popisuju mutaciu jediného z prolinovych zvySkov aififujicich L doménovi
sekvenciu P(T/S)AP ako letalnu pre liwovanie retrovirusovycbastic z buniek. Treba
pripomenti, Ze potencialna lokalizacia L doménovej sekvenci®A oblasti molekuly
Gag by bola doposiabezprecedentna. Pripadna L doménova funkcia PSafvum
u MMTV bola preskimana mutaou analyzou aminokyselinovych zvySkov Pro36
a Pro39.

Mlyr
\"'-\
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Obr. 20. Schématicky nakres molekuly MMTV Gag.Vyznaeny je motiv PSAPEErvena) a zavedené
alaninové substiticie (modra). Wkg oddéujice jednotlivé proteinové domény vyzopl Stiepne
miesta virusovej proteazyéésla udavaju poradie aminokyselinovych zvyskov esnod amino (N) po
karboxylovy (C) koniec. Myr - zvySok kyseliny mytysovej, MA - matrixova, CA - kapsidova a NC -
nukleokapsidova doména, pp21 - fosfoproteinovéa damiératke domény p3, p8, n.
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Obr. 21. Stuzkovy model aminoterminalnej
domény MMTV kapsidového proteinu. Jedna
sa o predikciu na zaklade homoldégie s vyrieSenou
StruktUrou aminoterminalnej domény
kapsidového proteinu pribuzného betaretrovirusu,
ktorym je Jaagsiekte ovretrovirus (MORTUZA
et al., 2009). Model bol vytvoreny porovnanim
aminokyselinovych sekvencii s vyuzitim serveru
http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/
aprogramu PyMOL. Modrou farbou je
vyznaeny  aminokoniec (N), cervenou
karboxylovy koniec (C) a fialovou je vyz&eny
Usek tvoreny sekvenciou PSAP.

4.3.1.1 Priprava expresnych vektorov pSMt-HYB/ASAA a pSMt-
HYB/D26A/ASAA

Pomocou oligonukleotidom riadenej mutagenézy balbssituované prolinové
zvysSky 36 a 39 CA proteinu za zvysSky alaninové gttiria P36A-P39A). Zmena
kodoénov pre Pro36 a Pro39 v sekvencii kédujucejsidgvy protein za kodony pre
alanin sa uskutmila pomocou PCR s mutagénnym priamym primerom B-ASAA
zavadzajucim uvedené mutécie a komplementarnynrzeye primerom Mt-2433-R.
Templatom bol plazmid pSMtv nesuci MMTYag gén. Amplifikovany usek s
ocakavanymi mutaciami bol elektroforeticky separovarggarézovom gély, izolovany,
purifikovany a opracovany resttikymi endonukledzami Ncol a Xhol. Vysledny 965
bp fragment a doplnkovy 315 bp fragment PfIMI-NegEtiepeny zo sekvencie pSMtv
bol pouzity v lig&nej reakcii spolu s plazmidom pSMtv, z ktorého gBtiepeny
povodny 1280 bp PflIMI-Xhol fragment a vytvoreny bkbnstrukt pSMtv/ASAA.
Pouzita klonovacia stratégia s doplnkovym fragmentbola zvolend na zaklade
moznosti, ktoré poskytovali unikatne restrik miesta dostupné v sekvencii pSMtv.

Fragment Kasl-Xbal kodujuci P36A-P39A substitliciwystiepeny  zo
sekvencie pSMtv/ASAA bol pouzity v ligaej reakcii spolu plazmidom pSMt-HYB,
resp. pSMt-HYB/D26A, z ktorych bol vystiepeny péwydKasl-Xbal fragment. Tymto
postupom bol pripraveny konstrukt pSMt-HYB/ASAAse pSMt-HYB/D26A/ASAA.
Pouzitie plazmidu pSMtv/ASAA pre vytvorenie mutaei@asledné preklonovanie génu
gag bolo nevyhnutné, pretoze plazmidy pSMt-HYB a p3iMB/D26A neposkytovali
vhodné unikatne restiké miesta. Liggnymi zmesami boli transformované
kompetentné bunkyE.coli DH5a a kultivované pod selékym tlakom ampicilinu,
nakd’ko uvedené plazmidy kdédovali ampicilinovu rezosten®ybrané kolonie boli
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pouzité pre izolaciu plazmidovej DNA a pritomiasutacii kodujacich P36A-P39A
substiticie bola potvrdena sekvénau analyzou, ktorou bola zardveoverena
sekvencia vzniknuta gas PCR.

4.3.1.2 Vplyv P36A-P39A substitucie v sekvencii CA proteinu na tvorbu

a uva’novanieéastic MMTV

Bunky tranzientne transfekované konstruktmi pSMtBAXSAA, resp. pSMt-
HYB/D26A/ASAA boli 24 hodin po transfekcii metabcty znaené po dobu 1 hodiny.
Sledovany bol vplyv substiticie CA zvySkov P36A-R3fla uvdinovanie MMTV
¢astic z buniek. Ako Standard pre porovnanie slupiladukcia MMTV v bunkach
tranzientne transfekovanych konstruktmi pSMt-HYBsp. pSMt-HYB/D26A a ako
negativna kontrola netransfekované bunky.

Po 1 hodine metabolického zwmmia bola v lyzate buniek transfekovanych
plazmidom  pSMt-HYB/ASAA  detegovand expresia PP?7 afaznych
polyproteinovych prekurzorov Pri%%¥°° a Pr16629°°P° (obr 22A, draha 7).
V bune&nom lyzate bol pritomny aj protein p30 a maturov&» protein, produkty
proteolytického Stiepenia prekurzorovych polypnotei intracelularne aktivovanou
virusovou proteazou. ¥ase 15 hodin po metabolickom #eai neboli detegované
ziadne intracelularne polyproteiny PF?¥  Pri1G29P° ani PriefeeFro-re
Intracelularna hladina p3Qyocas 15 hodin poklesla a hladina maturovaného,
intracelularneho CA proteinu naopak vzrastla (@2A, draha 8). Popisana situacia je
vysledkom intracelularneho pbsobenia virusovej gapy, ktora Stiepi prekurzorové
proteiny na maturovany CA protein, pravdepodobne iogermediat p30. Pokles
intracelularnej hladiny prekurzorovych polyproteinge ciastane spbsobeny aj ich
uvolnenim z buniek vo forme virusovydlastic, naktko bol v inkub&nom médiu
detegovany maturovany CA protein (obr. 22A, drdha 9

V systéme s inaktivovanou virusovou proteazou boling&nom lyzate 1 hodinu
po metabolickom zr@ni detegované polyproteinové prekurzory B#§7Pr1129F
a Pr16G29" Pl obr, 22B, draha 7). Produkty proteolytického gitieia prekurzorovych
polyproteinov virusovou protedzou ffadaiakavania detegované neboli ani v tomto
case, ani po naslednej 15 hodinovej inkubacii. Phddinach inkubacie nasledujucich
po metabolickom zr#ni boli v bunénom lyzate ndialej detegované polyproteiny
Pr77% Pr1129"° a pr16G2°° " (obr. 22B, draha 8). V inkubaom médiu bol
identifikovany Pr772° uvalneny z buniek vo forme nezrely¢astic MMTV paas 15
hodin (obr. 22B, draha 9).
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Obr. 22. Sledovanie vplyvu substiticie P36A-P39A @A proteine na produkciu ¢astic MMTV

v tranzientne transfekovanych 293T bunkachProteiny v bunkéch boli ztiené f°S]-Met a f°S]-Cys
po dobu 1 hodiny (drahy 1, 4 a 7), resp.cem& ad’alej inkubované po dobu 15 hodin (drahy 2, 5 a 8).
Inkubatné médium bolo prefiltrované cez 0,456 filter a virusov&astice uvinené poas 15 hodin boli
ultracentrifugované cez 20% sachar6zu (drahy 3, 9.aVirusové proteiny boli imunoprecipitované
polyklonalnym krékim anti-CA sérom, separované SDS-10%PAGE a vizondizé autoradiograficky.
Netransfekované bunky (drahy 1, 2 a 3) slizili akegativna kontrola. (A) Porovnanie buniek
transfekovanych konstruktom pSMt-HYB (drahy 4, S6ra buniekm transfekovanych konStruktom
pSMt-HYB/ASAA (drahy 7, 8 a 9). (B) Porovnanie beki transfekovanych konStruktom pSMt-
HYB/D26A (drahy 4, 5 a 6) a buniek transfekovaniomStruktom pSMt-HYB/D26A/ASAA (drahy 7, 8
a 9). Vpravo je vyznzna poloha polyproteinov P78 Pr11529""a Pr16§2°°"°y vpripade aktivnej
virusovej proteazy aj Stiepneho produktu p30 a maaného kapsidového (CA) proteinu.lavo je
vyzna&ena relativna molekulova hmotigeouzitého Standardu.

4.3.1.3 Kvantifikacia

V pripade Pr79% polyproteinov nesticich P36A-P39A substitliciu v @Anéne
bola zaznamenana redukcia v tid@vani virusovycltastic z buniek. Pre &gnie miery
redukcie v dinnosti uvdnovania nezrelych virionov MMTV, ku ktorej doslo ypbm
mutacie PSAP motivu, bola prevedena kvantitativnalyga spésobom popisanym
v kapitole 3.1.1.

Uginnog’ uvanovania nezrelych MMT\gastic tvorenych mutovanym druhom
polyproteinového prekurzoru so substiticiou P36AA R redukovana asi na polovicu

v porovnani s &nnog'ou uvdiiovania ¢astic pozosavajlcich z polyproteinu P¥E7
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divokého typu (obr 28). Pozorovana miera redukcievanovani MMTV c¢astic
spbsobena mutaciou PSAP motivu nie je pogf@a na definovanie L doménovej
mutacie. Kritérid pre prisudenie L doménovej fuekaurkitej aminokyselinovej
sekvencii su prisnejSie. V literatire sa uvadza ndiplblokacia v uvinovani
retrovirusovychéastic spésobena mdteym zasahom do priméarnej Struktdry L domeén
a tento defekt sp6sobuje uz mutacia jediného preého zvysku tvoriaceho tetrapeptid
P(T/S)AP (HUANG et al., 1995).

4.3.1.4 Elektronova mikroskopia

Transmisna elektronova mikroskopia (TEM) ultratestky rezov buniek
tranzientne transfekovanych konstruktom pSMt-HYBBB2ASAA a produkujucich
virusovécastica bola vykonana z&elom blizSie preskantgpopisany defekt spdsobeny
P36A-P39 substituciou v CA proteine MMTV.

V prezretych preparatoch boli pozorované nezegstice MMTV pdiace na

cytoplazmatickej membrane (obr. 23). Ziadna ancar#diznamenana nebola.

Obr. 23. Elektron mikroskopicka analyza ultratenkych rezov 293T buniek produkujicich MMTV
s mutaciou P36A-P39A v CA proteine Reprezentativne snimky buniek tranzientne trawsi@kych
konStruktom pSMt-HYB/D26A/ASAA ukazuju nezrelé MMT¥astice pudiace na bunmej membrane
(cierne Sipky). (A) ZvéSenie 50000-krat, (B) 100000-krat ke vpravo dole zrd (A) 500 nm, resp.
(B) 200 nm.
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4.3.2 Motiv YPIWL a uvo Piiovanie MMTYV ¢astic z buniek
Motiv YPIWL (obr. 24 a 25) djiia podmienky konsenzu sekvencie YRIxjkde x

predstavuje’ubovd’nt aminokyselinu a<n3), ktory zabezp®ije L doménovu funkciu
u viacerych retrovirusov. V pripade EIAV je esehuién pre uvdinovanie virusovych
castic motiv YPDL, ktory je s@g’ou N-terminalnej p&? domény (PARENT et al.,
1995; PUFFER et al., 1997). Uimvaniecastic HIV-1 je zavislé na intaktnom motive
PTAP lokalizovanom v C-terminélnej 5% doméne, ptiom C-proximéalne nachadzame
motiv YPLTSL so sekundarnou L doménovou funkciolRBCK et al., 2003). Na
rozhrani MA a p12%® domény MLV leZi motiv YPAL, ktory spolu s motivoRSAP
zvySuje @innog’ uvalnovania virusovychéasti zavisli na intaktnom PPPY motive
(SEGURA-MORALES et al., 2005). Jedinym dopdsianamym retrovirusom,
u ktorého je sekvencia s L doménovou funkciou lizksiana v MA doméne je HTLV-1
a jednd sa o sekvencie PPPY a PTAP (WANG et aD4R2@Pre objasnenie pripadnej
tlohy sekvencie YPIWL v Zivotnom cykle MMTYV boli anokyselinové zvysky Tyr81

a Pro82 podrobené muteej analyze.
A \'_"ff
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Obr. 24. Schématicky nakres molekuly MMTV Gag. Vyzna&eny je motiv YPIWL {ervend)
a zavedené alaninové substitGcie (modra).ckiseddéujuce jednotlivé proteinové domény vyzogi
Stiepne miesta virusove] proteazyisla udavaji poradie aminokyselinovych zvySkov emmod amino
(N) po karboxylovy (C) koniec. Myr - zvySok kysejimyristylovej, MA - matrixova, CA - kapsidova
a NC - nukleokapsidova doména., pp21 - fosfoprotgirdoména, kratke domény p3, p8, n.

Obr. 25. Stuzkovy model matrixového
proteinu MMTV. Jedna sa o predikciu na
zaklade homoldgie s vyrieSenou
Struktdrou matrixového proteinu pribuzného
betaretrovirusu, ktorym Masonov-Pfizerov
opi¢i virus (CONTE et al., 1997). Model bol
vytvoreny porovnanim aminokyselinovych
sekvencii S vyuzitim serveru
http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/
a programu PyMOL. Modrou farbou je
vyzna&eny aminokoniec (N), ¢ervenou
karboxylovy koniec (C) afialovou je
vyznaieny Usek tvoreny sekvenciou YPIWL.
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4.3.2.1 Priprava  expresnych vektorov pSMt-HYB/AAIWL a pSMt-
HYB/D26A/AAIWL

Metdédou oligonukleotidom riadenej mutagenézy bokaverlena substiticia
v sekvencii kédujucej Tyr81 a Pro82 zvysky MA domé&a alanin (substiticia Y81A-
P82A). Prevedené boli dve oddelené PCR. Ako temsld%il v oboch reakciach
plazmid pSMtv obsahujuci MMT\gag gén. V prvej PCR bol pouzity priamy primer
Mt-Kas-F a reverzny mutagénny primer YP/AA-Pst-Rzniknuty PCR produkt bol
elektroforeticky separovany v agar6zovom geély, azahy, purifikovany a Stiepeny
restrikknymi endonukleazami Kasl a Acul. V druhej PCR baufity mutagénny
priamy primér YP/AA-Pst-F a reverzny primér pSMtha<R. Vzniknuty PCR produkt
bol separovany elektroforézou v agarézovom gélyzolgvany, preéisteny a Stiepeny
enzymami Acul a PflMl. Uvedené mutagénne priméry IB3oli navzajom
komplementarne a okrem uvedenych mutécii zavadpatutovanej sekvencie aj nové
Pstl restrikné miesto, ktoré bolo pouzité pri restrlej analyze. Pévodny 765 bp usek
sekvencie MMTVgag génu v plazmide pSMtv bol vyStiepeny enzymami KagifiMI
a vzniknuty 5423 bp vektor bol pouzity v trojcegtligacnej reakcii spolu s 435 bp
Kasl-Acul PCR fragmentom a 330 bp Acul-PfIMI PCRdgmentom. Lig&nou zmesou
bol transformovany kompetentny kindc.coli DH50 a kultivovany pod selékym
tlakom ampicilinu. Z vybranych klonov bola izoloaplazmidova DNA a podrobena
restrikknej analyze. Klon kdédujaci Y81A-P82A mutaciu boeidifikovany na zéklade
Specifického 287 bp fragmentu Pstl-Pstl, ktory kphi v@aka novému Pstl
restrikknému miestu pritomnému v mutovanej, ale nie v paepdekvenciigag génu.
Provirusova sekvencia koédujuca poZzadovanu mutaala lvyStiepena z vektoru
pSMtv/AAIWL enzymami Kasl a Xbal, 2106 bp fragmembl elektroforeticky
separovany v agard6zovom gély a pouzity vdigg reakcii spolu s vektorom pSM-HYB
a pSMt-HYB/D26A, z ktorych bol vysStiepeny povodnyasl-Xbal Usek. Ligénou
zmesou bol transformovany kompetentny bakterialmek DH5a a kultivovany pod
seleknym tlakom ampicilinu. Vysledné konstrukty pSMt-HMBAIWL, resp. pSMt-
HYB/D26A/AAIWL boli midipreparované a overené seka&nou analyzou.

4.3.2.2 Vplyv Y81A-P82A mutéacie na tvorbu a uv@novanie éastic MMTV

V ¢ase 24 hodin po transfekcii konStruktmi pSMt-HYB/MAL, resp. pSMt-
HYB/D26A/AAIWL boli bunky metabolicky zn&né po dobu 1 hodiny a sledovany
bol vplyv substiticie Y81A-P82A v sekvencii MA pedhu na uvinovanie MMTV

gastic z buniek.
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Po 1 hodine metabolického zwmmia boli v lyzate buniek transfekovanych
konstruktom pSMt-HYB/AAIWL detegované polyprotein®r77°%%  Pr11§29"
a Pr16G29"Plobr. 26A, draha 7) V pritomnosti aktivnej viruspproteazy bol uz po
1 hodine identifikovany intracelularny protein p8ko aj nizka hladina maturovaného
CA proteinu. V priebehu 15 hodin inkubacie naslédejj po metabolickom zgani
doSlo v bunkach exprimujucich aktivnu virusovd pé&aiu k aplnému proteolytickému

§ag-Pro-Pol 745 vzniku

spracovaniu prekurzorovych molekdl P Pr11G29""™ a Pr16
p30 maturovaného CA proteinu, ktorého hladina omtatvu spred 15 hodin stupla. U
proteinu p30 naopak doSlo k poklesu. Pozoruhodiésienie, Ze v inkuldmom meédiu
nebol detegovany Ziaden metabolicky &ray, maturovany CA protein ukreeny p@éas

15 hodin z buniek vo forme virusovyeastic.

V bunkach transfekovanych konstruktom pSMt-HYB/D2BAIWL boli po 1
hodine metabolického ztania detegované, rovnako ako u konsStruktu s aktivno
virusovou proteazou, polyproteiny PF?y Pr1129F a pr16G29PoF (obr. 26B,
draha 7). Produkty proteolytického Stiepenia pre&ovych polyproteinov virusovou
protedzou pokth atakavania detegované neboli ani po 1 hodina met#ip znaenia,
ani po 15 hodinach nasledujucej inkubéacie. Po 1dindeh bolo v bunkach dalej
mozné detegovauvedené virusové polyproteinové prekurzory (oli,28raha 8).
V inkubaitnom médiu nebol detegovany PF?uvaneny z buniek vo forme
virusovychéastic pgas 15 hodin (obr. 26B, draha 9).

Popisané skutmosti naznéuju, Zze aminokyselinové zvysky MA domény Tyr81
a Pro82 su nevyhnutné pre lisiovanie MMTYV c¢astic z buniek, nalkko substitlcia
Y81A-P82A blokuje tento proces. Za tychto okolnpdtédy neboli extracelularne
produkované Ziadne MMTYV proteiny nebol dévod predédkvantitativnu analyzu. Pre
blizSie ugenie defektu spoésobeného Y81A-P82A substiticioa Ippkvedena analyza
ultratenkych  rezov  buniek  exprimujucich  provirusovykonstrukt  pSMt-
HYB/D26A/AAIWL transmisnou elektrénovou mikroskopio

4.3.2.3 Elektronova mikroskopia

Pre blizSiu Specifikaciu blokacie v uktmvani MMTV castic z buniek
zaprtinenu substitliciou Y81A-P82A v MA doméne Pf#boli ultratenké rezy buniek
tranzientne transfekovanych konstruktom pSMt-HYBB22AAIWL analyzované
transmisnou elektronovou mikroskopiou. V prepadatoboli pozorované zhluky
nezrelych, intracelularnycbastic MMTV lokalizovanych v blizkosti butieého jadra

(obr. 27). Je mozné predpokla@dae sa jedna o pericentriolarnu olslaktora bola
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definovana ako miesto intracytoplazmatickej tvori®zrelych retrovirusovych kapsid
(SFAKIANOS et al., 2003; SFAKIANOS a HUNTER 2002)uvedeného pozorovania
vyplyva, Ze sa nejedna o defekt spbsobny stratodoménovej funkcie, ktora je
manifestovana virionmi zachytenymi na bémem povrchu, neschopnymi opusti
bunku, ale o blokaciu vo vnuatrobum®m transporte nezrelyctastic z miesta ich

vzniku k plazmatickej membrane.
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Obr. 26. Sledovanie vplyvu substiticie Y81A-P82A MA proteine na produkciu &astic MMTV

v tranzientne transfekovanych 293T bunkachProteiny v bunkéch boli ztané f°S]-Met a f°S]-Cys

po dobu 1 hodiny (drahy 1, 4 a 7), resp.ceme& ad’alej inkubované po dobu 15 hodin (drahy 2, 5 a 8).
Inkubatné médium bolo prefiltrované cez 0,456 filter a virusové&astice uvinené poas 15 hodin boli
ultracentrifugované cez 20% sachardzu (drahy 3, §.aVirusové proteiny boli imunoprecipitované
polyklonalnym kraltim anti-CA sérom, separované SDS-10%PAGE a vizondizé autoradiograficky.
Netransfekované bunky (drahy 1, 2 a 3) slazili akegativnha kontrola. (A) Porovnanie buniek
transfekovanych konStruktom pSMt-HYB (drahy 4, S%6aa buniekm transfekovanych konStruktom
pSMt-HYB/AAIWL (drdhy 7, 8 a 9). (B) Porovnanie hehk transfekovanych konsStruktom pSMt-
HYB/D26A (drahy 4, 5 a 6) a buniek transfekovaniomstruktom pSMt-HYB/D26A/AAIWL (drahy 7,

8 a 9). Vpravo je vyzri@na poloha polyproteinov Pf7% Pri1G2"° a pr1662¢F°"° a vpripade
aktivnej virusovej proteazy aj Stiepneho produk80 @ maturovaného kapsidového (CA) proteinu.
V lavo je vyzn&ena relativna molekulova hmotrigsouzitého Standardu.
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Obr. 27. Elektron mikroskopicka analyza ultratenkych rezov 293T buniek produkujucich MMTV
s muticiou Y81A-P82A v MA proteine.Reprezentativne snimky buniek tranzientne tramsfehych
konStruktom pSMt-HYB/D26A/AAIWL ukazuji zhluky nezlych MMTV castic ierne Sipky)
v blizkosti bunéného jadra (N). (A) Zv&enie 50000-krat, (B) 100000-kréat, tise vpravo dole zrd
(A) 500 nm, resp. (B) 200 nm.
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Obr. 28. Relativna innost’ uvoliiovania nezrelychéastic mutovanych druhov MMTV. Uginnos’
uvolfiovania bola stanovena pre kazdy mutovany druh MMIdrovnanim mnozstva extracelularne
uvol’nenych molekdl Gag s celkovym mnozstvom molekdl @agrimovanych pias metabolického
znaenia. innog’ uvolhovania mutovanych druhov MMTV s inaktivovanou péxeu a substiticiou
P36A-P39A, resp. Y81A-P82A bola porovnanac¢miog’ou uvdihovania MMTV s inaktivovanou
proteazou (D26A). Experimenty boli opakované dvatka uvedeny je priemer nameranych dat
s uvedenou odchylkou.
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4.4 Interakcia Gag polyproteinov s bun€nymi proteinmi

Neskorda faza Zivotného cyklu retrovirusov ieh viacero dejov
sprostredkovanych protein - proteinovymi interakgicHomotypické interakcie medzi
Struktarnymi polyproteinmi su zakladom pre tvorbrusovychcastic, interakcie medzi
komponentmi viridbnov a bukdaymi proteinmi su esencialne pri dw“ovani nezrelych
kapsid z cytoplazmatickej membrany. Retrovirusyspajej ceste von z bunky uzurpuja
hostitd’ski maSinériu vakuolarneho triedenia proteinov.k&bia tychto bun#ych
drdah naruSuje uv@ovanie retrovirusovychtastic z buniek. Popisané boli priame
interakcie viacerych retrovirusovych Gag polypnotei zavislé na L doménovej
sekvencii, s burimymi proteinmi ALIX, TSG101 a NEDD4, ktoré su zarmalnych
okolnosti zapojené v drahach vakuolarneho tried@n@einov (zhrnuté v MORITA
a SUNDQUIST, 2004; DEMIROV a FREED, 2004).

4.4.1 Dudsky betaretrovirus HBRV

Moznog’ interakcie medzi Gag polyproteinortiudského betaretrovirusu
(HBRYV, z angl.human betaetrovirus) a bunénymi proteinmi ALIX, TSG101, resp.
NEDD4 bola preSetrena vyuzitim kvasinkového dvojiddvého systému Matchmaker
3 (Clontech Laboratories, Inc.).

Provirusova sekvencia HBRV bol naklonovany z DNAnfgtickych uzlin
pacientov trpiacich primarnou biliarnou cirh6zou®& angl. primary biliary cirrhosis)
(XU et al.,, 2004). PBC je chronické, progresivnaplestatické ochorenie ene,
postihujice najmé Zeny v strednom veku, charakieazé deStrukciou malych
intrahepatalnych Zbvodov. DeStrukcia byva zapmiena zapalovym procesom, za
ktory je zodpovedny imunitny systém pacienta ae&ddcirhdze a celkovemu zlyhaniu
petene s potrebou transplantacie tohto organu (VERG&NI., 2004). Z tohto dévodu
bol HBRV, ako medicinsky vyznamné etiologické agemsuzity pri experimentoch
popisanych nizSie. Aminokyselinova sekvencia Gatygvoteinov MMTV a HBRV
zdigla 96% homolégiu a preto je mozné vysledky expertmens HBRV Gag

polyproteinom aplikovav praci zaoberajucej sa dlo&anim a ptianim MMTV.

4.4.2 Kvasinkovy dvojhybridovy seystém

Kvasinkovy dvojhybridovy systém predstavuje altéina k biochemickym
metddam skimajuacim protein - proteinové interakcdo je napr. chemické
prekrizenie, koimunoprecipitacia alebo chromatagkaf kofrakcionacia. Tento systém

je zaloZzeny na vyuziti transktipého aktivatoru GAL4 &.cerevisiae, ktory pozostava
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z dvoch oddelittnych, funkne esencialnych domén. N-terminalna doména Splkegific
interaguje s DNA aozraje sa ako BD (vazbov4, z angl. binding domain), C-
terminalna doména je vlastnym transkripm aktivatorom a oziaje sa ako AD (z
angl. activation domain). Potencialnu interakciudmeroteinmi ,X* a ,Y* je mozné
skuma’ konstrukciou rekombinantnych, dvojhybridovych giobv, kde je BD GAL4
fuzovana s proteinom ,X*“ a AD s proteinom ,Y*. Vipade interakcie medzi proteinmi
X a ,Y"“ dochadza k funknému pribliZzeniu A a B domény transkniggho aktivatoru
GAL4, ktory spusa transkripciu reportérovych génov pod kontroloul@Aromaétoru
(FIELDS a SONG, 1989). V tejto diplomovej praci bpbuzity kometny systém
Matchmaker 3, reportérové gérylS3 a ADE2 a kvasinkovy km# Scerevisiae
AH109. Kmei AH109 nie je schopny biosyntézy histidinu, adeniaeucinu ani
tryptofanu a preto nie je schopny ttas meédiu bez obsahu tychto latok. V pripade, ze
je do bunky transformaciou vneseny plazmid nesénilggU1, resp.TRP1, ktoré slizia
ako nutrtné selekné markery, doviuje expresia génolvEU1, resp. TRP1 kvasinkovej
bunke rag na Leu, resp. Trp minimalnom médiu. V pripade interakcie medzi
proteinmi X" a ,Y* dovoluje Gal4-responzivnha expresia géendiS3, resp. ADE2
kvasinkovej bunke syntetizo¥ahistidin, resp. adenin artasa His, resp. Ade
minimalnom médiu. Systém bol najprv otestovany W znamej Gag - Gag
homotypickej interakcie a nasledne bola preskiumaoéencialna interakcia Gag
polyproteinov s proteinmi ALIX, TSG101, resp. NEDD4

4.4.2.1 Priprava expresnych konstruktov pre dvojhybridovy systém

Z plazmidu pcDNAS3.1Zeo(+)+HBRVgag, ktory niesol sehkciu kodujucu
HBRV Gag polyproteinovy prekurzor, bol vystieperg2h bp PfIMI-Xhol fragment
a644 bp fragment Hindlll-PfIMI, oba obsahujucasti HBRV gag génu. Po
elektroforetickej separéacii v agar6zovom gély, @il a purifikdcii bol fragment
Hindlll-PfIMI dalej Stiepeny enzymom Ncol a izolovany bol 591 kagyiment Ncol-
PfIMI. Fragmenty Ncol-PfIMI a PflMI-Xhol boli ligoané spoléne s komeine
dostupnym vektorom pGADT7, resp. pGBKT7, ktoré &tiepené restriktdzami Ncol
a Xhol. Liga&nou zmesou boli transformované kompetentné bublgoli DH5a
a kultivované pod selékym tlakom na rezistenciu ¥o antibiotiku. V pripade
plazmidu pGADT7 sa jednalo ampicilinovu rezistenaiuv pripade pGBKT7 to bola
rezistencia na kanamycin. Z vybranych bakteridlngidmov bola preparovand DNA
pripravenych plazmidovych konstruktov pGADT7+HBR\ggektory kédoval HBRV
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Gag polyprotein N-terminalne fuzovany s Gal4 ADsprepGBKT7+HBRVgag, ktory
kodoval HBRV Gag polyprotein N-terminélne fazovangal4 BD.

Dvojhybridovy systém so sebou nesie limitaciu, &tdyy mohla kolidova
s detekciou pripadnej interakcie medzi skiumanynotginmi. V pripade skimanych
proteinov predstavujlucich priestorovocsié molekuly, ktoré su svojim N-koncom
fuzované k AD, resp. BD a interakcia medzi skimangrateinmi by sa odohravala na
ich C-konci, mohla by obldsmolekuly medzi N a C-koncom predstavovstéricku
prekazku. Vysledny komplex by potom nemusel obtoWwiinkciu Gal4 ako
transkrigného aktivatoru a potencialna interakcia medzi skiymi proteinmi by
nebola detegovana. Z tohto dévodu bola odstraneAaaMp21 doména HBRV Gag
polyproteinu a vytvoreny bol skrateny Gag polypimtektory by mal umoiova’
detekciu pripadnych interakcii v blizkosti svojhd&@nca.

Usek HBRV gag génovej sekvencie kodujici MA app2l doménu bol
odstrdneny PCR pouzitim mutagénneho priameho puimdBRVgag-Xma-p3-F
a reverzného primeru HBRVgag-R. Primer HBRVgag-Xp3aF bol navrhnuty tak, Ze
jeho 3’-koniec bol komplementarny k 5°-koncu selkvenHBRYV gag génu, ktora
kodovala doménu p3. Pouzitim uvedenej dvojice pmawebol amplifikovany usek
HBRYV gag génu bez sekvencie kddujucej MA a pp21 doméim,sa v exprimovanom
Gag polyproteine skratenom od N-konca o MA a pp@fnéhu stala N-terminalnou
doména p3. Produkt PCR slkes’ou 1263 bp bol elektroforeticky separovany
v agar6zovom gély, izolovany, gisteny a Stiepeny restrikthizami Xmal a Xhol.
Vysledny 1241 bp fragment Xmal-Xhol bol pouZityiga&knej reakcii spoléne s 7956
bp plazmidom pGADT7 Stiepenym restrikthzami XmalXheol, resp. 7303 bp
plazmidom pGBKT7 Stiepenym restriktazami Xmal a Xmagacnymi zmesami boli
transformované kompetentné burnkyoli DH50 a z vybranych klonov bola izolovana
plazmidova DNA. Takto boli pripravené konStrukty ABT7+HBRVpP3-NC a
pGBKT7+HBRVp3-NC, ktoré boli overené sekvénau analyzou. KonStrukt
PpGADT7+HBRVp3-NC kbédoval HBRV polyprotein Gag slkeay o MA a pp2l
doménu, pdom doména p3 bola N-koncovo fuzovana s AD Gal4. okt
pGBKT7+HBRVp3-NC kodoval HBRV polyprotein Gag slkeday o MA apP21
doménu, pdom doména p3 bola N-koncovo fuzovana s BD Gal4.
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4.4.2.2 Homotypicka interakcia medzi HBRV Gag polyproteinmi a HBRV Gag
polyproteinmi skratenymi o MA a pp21 doménu

~

Kmen Scerevisae  AH109 bol kotransformovany plazmidmi
pGADT7+HBRVgag {alej ozngovany ako AD-Gag) a pGBKT7+HBRVgag (BD-
Gag). Ako negativna kontrola sldzili bunky kotrarsiované plazmidmi
pGADT7+HBRVgag a pGBKT7 (BD), ktory kdduje samot@al4 BD ad’alej bunky
kotransformované plazmidmi pGBKT7+HBRVgag a pGADTAD), ktory koduje
samotnu Gal4 AD.

Zvoleny bol seleény postup, ktory umaiije detekciu aj slabych protein -
proteinovych interakcii (tzv. ,jump start” seleKciad¥ prvom kroku su selektované
bunky obsahujace oba plazmidy pouzité pri kotrams&xii a péas trvania tejto
selekcie dochéddza v bunkach k syntéze rekombinanfriaiznych proteinov. Ziskané
kolénie su nasledne podrobené selekcii, ktord jmerand na samotny prieskum
potencialnych protein - proteinovych interakcii.

Kotransformované bugaé kultary boli kultivované na minimalnom médiu bez
Trp a bez Leu. Nako plazmid pGADT7+HBRVgag kodovalEU2 nutricny selekny
selekny marker a plazmid pGBKT7+HBRVgag kdédovaRP1 nutricny selekny
marker, na LeuTrp minimalnom médiu vyrastli po 3ndch inkubéacie pri 30°C
kvasinkové kolénie nesuce oba uvedené plazmidy.nBloy postup bol uplatneny aj
v pripade konsStruktov s HBRV Gag polyproteinom smgm o MA a pp21 domeénu.

Po 3 dioch inkubacie na LeuTrp  minimdlnom médiu bolo vybranych 7
reprezentativnych kolonii z kazdej kotransforma@®-Gag/BD-Gag, AD-Gag/BD,
AD/BD-Gag, AD-p3-NC/BD-p3-NC, AD-p3-NC/BD, AD/BD-pBIC), ktoré boli
pretiarkované na LeuTrp Ade His minimalne médium a inkubované pri 30°C. Po 3
dinoch kultivacie vyrastlo na Leédrp Ade His minimalnom médiu vSetkych 7 klonov
kotransformovanych plazmidmi AD-Gag a BD-Gag, rdsmako vSetkych 7 klonov
nesucich plazmidy AD-p3-NC a BD-p3-NC (obr. 29).0Ky sliziace ako negativna
kontrola, kotransformované vzdy jednym plazmidondd§acim HBRV Gag fuzovany
s AD, resp. BD a druhym plazmidom kodujucim samoBil, resp. AD na LeuTrp
Ade His minimalnom médiu nevyrastli. Vzajomna interakciadni Gag polyproteinmi
mala za nasledok priestorové priblizenie Gal4 ABDa ¢im doSlo ku vzniku
funkéného transkrigného aktivatoru. Transkripcia reportérskych génod gontrolou
Gal4 promotoru umoznila rast kvasinkovych buniekad Trp Ade His* minimalnom

médiu.
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Uvedené vysledky dokazuju v kvasinkovom dvojhybviolm systéme Specificku
homotypickud interakciu jednak medzi kompletnymi HBSag molekulami a aj medzi
HBRV Gag molekulami N-koncovo skratenymi o MA a fap@oménu. Vyldena bola
nespecificka interakcia medzi polyproteinom Gagtg Pesp. BD alebo DNA, ktora by
poskytovala faloSne pozitivne vysledky. Popisanypeementom bola preukazana
pouzitenogx’ kvasinkového dvojhybridového systému, ktory mohgi d’alej vyuZzity
na preSetrenie potencialnej interakcie kompletnytbbo skratenych HBRV Gag
molekdl s bunénymi proteinmi ALIX, TSG101 a NEDD4, @om potvrdené

homotypické interakcie sluzili ako pozitivna korn&o

4.4.2.3 Testovanie potencialnej interakcie polyproteinu Gag s buné&nymi
proteinmi ALIX, TSG101 a NEDD4

Existujuce plazmidy pGBKT7+ALIX dalej ozn@&ovany ako BD-ALIX),
PGADT7+TSG101 (AD-TSG101), resp. pGADT7+NEDD4 (AENDA4) boli pouZité
pre kotransformaciB.cerevisiae, kmear AH109, spoldne s pripravenymi plazmidmi
pGADT7+HBRVgag (AD-Gag), pGBKT7+HBRVgag (BD-Gag)cpDT7+HBRVp3-
NC (AD-p3-NC), resp. pGBKT7+HBRVp3-NC (BD-p3-NC). l&2mid pGBKT7
kodovalludsky protein ALIX fuzovany s Gal4 BD, plazmidy pGA7+TSG101, resp.
PGADT7+NEDD4 kodovaliludské proteiny TSG101, resp. NEDD4, fazované s Gal4
AD. Bunky boli kotransformované nasledujucimi deajmi plazmidov: BD-ALIX/AD-
Gag, BD-ALIX/AD-p3-NC, BD-ALIX/AD (negativna kontia), AD-NEDD4/BD-Gag,
AD-NEDDA4/BD-p3-NC, AD-NEDD4/BD (negativna kontrolaAD-TSG101/BD-Gag,
AD-TSG101/BD-p3-NC a AD-TSG101/BD (negativna kotda)jo Celkovo bolo teda
kotransformovanych 9 dvojic plazmidov a bunky baliltivované na Leu Trp
minimalnom meédiu pri 30°C. Po 3idch bolo z kazdej z 9 misiek, kde rastli bunky
kotransformované uvedenymi dvojicami plazmidov ¢aekovanych 7 kolonii na Léu
Trp Ade His minimalne médium a inkubovanych pri 30°C. Na rektdid pozitivnej
kontroly a rovnako ako v pripade negativnej kogtrokebol pdas nasledujucich 5 dni
detegovany rast buniek na seleem médiu indikujuci sledovanu potenciélnu
interakciu (obr. 29). Tieto vysledky nasvegli, Ze v kvasinkovom dvojhybridovom
systtme nedochadza kinterakcii HBRV Gag polypnatei ani HBRV Gag
polyproteinov N-koncovo skratenych o MA a pp2l domé&Tudskymi bunénymi
proteinmi ALIX, TSG101 a NEDD4, ktoré boli popisaako interakny partneri pre

viaceré retrovirusové Gag polyproteiny.
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Obr. 29. Vysledok analyzy protein - proteinovych iterakcii pomocou kvasinkového
dvojhybridového systému. Fotografia Petriho misiek s kvasinkovym sélgkm médiom dokumentuje
rast koloniiS.cerevisiae AH109 kotransformovanych konStruktami AD-Gag/BDegGa AD-p3-NC/BD-
p3-NC erveny ram),&o potvrdzuej homotypicku interakciu medzi HBRV Gamplyproteinmi.

V ostatnych pripadoch rast zaznamenany netielrle ramy). To znamena ze v pripadoch, kedy bola
skimana potencidlna interakcia medzi HBRV Gag polgnmi a bungnymi proteinmi ALIX,
TSG101°a NEDD4, bol vysledok experimentu negativny.
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5 Diskusia

Siag’'ou primarnej Struktiry Gag polyproteinov viaceryoftrovirusov su
Specifické nekanonické proteinové domény lokalinévanedzi MA a CA doménou.
Lokalizdcia pp21 domény C-proximalne k MA doméne gGpolyproteinového
prekurzoru MMTV je ekvivalentna lokalizacii domémp24/16 v ramci polyproteinu
Pr7&29 u pribuzného betaretrovirusu, ktorym je M-PMV. URWIV ma pp24/16
doména viacero funkcii. Jednou z nich je stabilz@solekuly Pr78%% V experimente
vyuzivajucom tranzientna expresiu M-PMV a metabl@izn&enie bolo preukdzané,
e delécia N-koncovej oblasti M-PMV pp24/16 znizisjgacelularnu stabilitu Pr8°
(YASUDA a HUNTER, 1998). Tranzientnou expresiou etabolickym zn&nim
popisanymi v tejto diplomovej praci nebola zaznaaméndestabilizacia MMTV Pr#?
spbsobena deléciou pp21 domény. Stabilita mutovamjgolekil Gagdpp2l nie je
vyznamnejSie narusena ani v priebehu 15 hodin.

V kvasinkovom dvojhybridovom systéme nebola pdozifragmentu M-PMV
MA-pp24/16, resp. MMTV MA-pp2l, preukazana Zziadnegsp. vémi slaba
homotypicka interakcia. To znamena, ze M-PMV pp84dni MMTV pp2l sa
nepodi¢aju na interakciach poOsobiacich medzi Gag molekulgoni tvorbe
retrovirusovychéastic (ZABRANSKY et al., 2005). Sag’ou primarnej Struktary C-
koncovej oblasti M-PMV pp24/16 su sekvencie PPPRSAP plniace L doménovu
funkciu, nevyhnutni v neskorych fazach [kmvania virionov M-PMV z buniek.
Z tohto dévodu kompletna delécia pp24/16, ako &ale C-koncovej oblasti pp24/16,
blokuje uvdnovanie ¢astic M-PMV. Tolerovana je letiastana delécia N-koncovej
oblasti pp24, ktora nezata L doménové sekvencie (YASUDA a HUNTER, 1998;
GOTTWEIN et al., 2003). Pdd ziskanych vysledkov je situacia u MMTV odlisna.
Kompletn4 delécia pp21 domény nebrani molekulam Appgl vytvaré nezrelé
gastice MMTV a uvdiova’ ich z buniek. Winnog’ tohto procesu je v3ak odstranenim
pp21 domény z polyproteinu Gag u MMTV naruSe@astice tvorené molekulami
Gag\pp21 boli uvdnované z buniek s asi 49%ianog’ou v porovnani gasticami
tvorenymi Pr7729 divokého typu, ktoré slGZili ako Standard pre Kitativhu analyzu.
Biochemické Studie bolidalej potvrdené elektron mikroskopickou analyzou
ultratenkych rezov buniek produkujucichastice MMTV tvorené mutovanymi
molekulami Gagpp21. Zdokumentované boli intracytoplazmatické siné castice i
virusovécastice pdiace na cytoplazmatickej membrane. Nezrebstice tvorené

mutovanymi molekulami Gagpp21 vykazuju na elektréon mikroskopickych snimkoch
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rovnak( morfolégiu akocastice MMTV tvorené Pr#?¢ divokého typu. V oboch
pripadoch sa jedna o sférické utvary s elektrénzioagm prstencovym okrajom
a svetlejSim vnatrom. Mutované molekuly Q@ag2l si zachovavaju schopiios
vytvara® nezrelé intacytoplazmatické virusouv&astice, ktoré musia interagava
s cytoplazmatickou membranou aby boli Iivené z buniek. Preto by odstranenie pp21
domény nemalo fatalne nartfiSeonformaciu molekuly Gag, akdasta:nu deformaciu
Struktary nie je mozné vydir. Konforma&né zmeny v molekule polyproteinu Gag
spbésobené deléciou domény pp21 by mohli vifexet’ pokles v @innosti uvdnovania
mutantnych¢astic MMTYV, respgiasta@ne naruséproces tvorby virusovyctastic. Za
najdolezitejSie zistenie je mozné povazbvakt, Ze MMTV castice su z buniek
uvolnované aj po delécii pp21 proteinu a teda v sekvgp@l sa nenachadza motiv
s L doménovou funkciou.

U M-PMV, tak isto ako u Mo-MLV je v ramci Gag polsgteinu N-proximalne
k CA doméne lokalizovana doména ozmeana u oboch retrovirusov na zaklade svojej
relativnej molekulovej hmotnosti ako pl2. Toto ustienie je ekvivalentné oblasti
kratkych domén p3-p8-n u MMTV Gag polyproteinovétrekurzoru. V pripade Mo-
MLV je siag’ou primarnej Struktary pl2 domény sekvencia PPRYdeménovou
funkciou. Z toho dévodu delécia p¥¢ domény blokuje uwtiovanie&astic Mo-MLV
z buniek (YUAN et al., 1999, 2000). &s#ou primarnej Struktiry M-PMV pl2
domény je ISD sekvencia, ktora je zodpovedna zktigfee intracytoplazmaticke
skladanie M-PMV kapsid (SOMMERFELT et al.,, 1992p Zaverov biochemickej
charakterizacia purifikovaného M-PMV proteinu plgplyva, Ze tento protein ma
znany oligomerizgny potencidl. Na homotypickej interakcii sa pddienajma N-
terminalna ¢ag’ pl2 sa-helikdlnou Struktdrou, pravdepodobne prostredoitiv
sekvencie podobnej leucinovym zipsom (KNEJZLIK &t 8004, 2007). Vysledky
biochemickej analyzy boli potvrdené v kvasinkovorojtiybridovom systéme, kde sa
prejavila vyraznd schopnofiomotypickej interakcie M-PMV p12 proteinu. Na dc
od M-PMV proteinu pl2, bola v kvasinkovom dvojhyglmvom systéme homotypicka
interakcia medzi MMTV proteinmi p3-p8-n na hrani@tegovaténosti. Homotypicka
interakcia medzi jednotlivymi MMTV proteinmi p3, 9@ p8-n detegovana nebola
(ZABRANSKY et al., 2005). Vysledky prezentované ejtd diplomovej préci
nasveduju, Ze obla domén p3-p8-n nie je nevyhnutna pre ihavanie MMTYV ¢astic
z buniek. Kvantifikacia v pripade delécie oblas8-gB-n bola tak ako vo vSetkych
pripadoch prevedena v systéme s inaktivovanou dmote a Ginnog’ uvolnovania
¢astic mutantného druhu MMTV bola stanovend na igribl 22% v porovnani
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s parentalnym konstruktom. Elektron mikroskopickalgza odhalila defektné Struktary
tubuldrneho tvaru, uv@ované z buniek produkujucich MMTV GA{p3-n). Preto sa
zd4, Ze odstranenie domén p3-p8-n narusa sprawmoby nezrelychtastic MMTV.
V nasom laboratériu bol pozorovany podobny defegtipade delécii pri N-konci CA
domény MMTV Gag polyproteinu (ZABRANSKY, nepublikané vysledky).

Je potrebné bfado Uvahy, Ze expresia MMTV génov pod kontrolou M\P
prométoru méze predstavavaedexpresiu. V literatire su zdokumentované psipad
kedy dochadzalo k u¥aovaniu retrovirusovychastic z buniek produkujucich Gag
molekuly vo vysokych koncentraciach aj v pripaddatych zasahov do sekvencie L
domén (zhrnuté v FREED 2002, DEMIROV a FREED 200&ktieZ sa v literatare
uvadza, Ze inaktiviciou retrovirusovej protdzy mé¥e ciastaine prekonany defekt
spésobeny mutaciou L domeén (HUANG et al., 1995; VGABL al., 2002). Po zvazeni
vSetkych okolnosti preto nie mozné s istotou $iylipritomnos L doménovej funkcie
v sekvencii p3-p8-n. Nembze sa vSak jedmaziadnu z doposfadefinovanych L
doménovych sekvencii, nakkm tieto v primarnej Struktlre p3-p8-n pritomné sie

V literatire neboli popisané experimenty v tkaniv kultdrach cicasich
buniek s minimalnym Gag polyproteinovym prekurzoroml-PMV. D6vod je zrejmy.
Ak zhrnieme dohromady vysledky experimentov s delésamotnej pp24/16 domény
a vysledky experimentov s deléciou p12 domény M-PGR{ polyproteinu je jasne, Ze
minimalny Gag prekurzor nebude schopny intracytoplatickej tvorby a uvdiovania
castic M-PMV, nakbtko sa v primarnej Struktire pl2 domény nachadza ISD
nevyhnutna pre intracytoplazmaticki tvorbu nezidelyckapsid M-PMV
(SOMMERFELT et al., 1992) av sekvencii pp24/16 Ipkalizovand L doménova
funkcia (YASUDA a HUNTER, 1998; GOTTWEIN et al., @8). Obnow produkciu
M-PMV castic po odstraneni ISD bolo mozné smerovanim prekovych molekul na
cytoplazmaticki membranu, ktord plni podpornu fimkari morfogenéze virusovych
castic (SAKALIAN a RAPP, 2006). Homotypickych intkcdi medzi molekulami
MMTV Gag sa v kvasinkovom dvojhybridovom systémeéasiiuje najma NC doména
(ZABRANSKY et al., 2005). Pre tvorbu a uttmvanie MMTYV je v3ak minimalny Gag
polyprotein, tvoreny doménami MA, CA aNC neposfaci. Defekt spdsobeny
parcialnou deléciou MMTV pp21, alebo p3-p8-n donwdnmohol m& kumulativny
efekt. Je pravdepodobné, Ze rozsiahlymi deléciasohddza ku zmene v konformacii
molekuly Gag. Kompletna delécia nekanonickych dorMviTV je preto neldnosna

a uplne znemaiuje tvorbu nezrelych kapsid.
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V literatire bolo popisanych viacero interesantngaltacii v MA doméne M-
PMV (RHEE a HUNTER, 1990, 1991; STANSELL et al.,020 2007). Matrixova
doména je primarne zodpovedna za vnutroboyetransport Gag molekdl, resp.
nezrelych retrovirusovych kapsid a interakciu spghtzmatickou membranou. Ta sa
uskut@nuje prostrednictvom tzv. bipartitného signalu, kt@ozostava z N-koncovej
modifikacie molekuly hydrofébnym zvySkom Kkyseliny yristylovej a bazickych
aminokyselinovych zvySkov, ktoré elektrostatickyteiraguju so zaporne nabitymi
fosfolipidovymi komponentami plazmatickej membra@ONTE et al., 1997). Okrem
toho sa MA doména podie na stabilizacii konformacie molekuly Gag (RHEE
a HUNTER, 1991) a aminokyselinové zvysky so zaporngabojom vplyvaju na
subcelularny transport &iénog’ uvanovania M-PMV¢astic z buniek (STANSELL et
al., 2007). Mutana analyza priniesla mnohé poznatky o tulohe M-PMX ddmény pri
tvorbe, transporte a uiiovani virusovych ¢astic z buniek. Integraciou tychto
poznatkov bol navrhnuty model intracytoplazmatickeyrby retrovirusovych kapsid
typu D. V cytoplazme buniek infikovanych M-PMV s(a nvd’nych polyzémoch
syntetizované molekuly Gag polyproteinového pretuz ktorych N-koniec je
kotransl&ne modifikovany myristylaciou. V zavislosti na ira&cii CTRS s Tctex-1
komponentom dyneinového molekularneho motorovémapkex (VLACH et al., 2008)
st Gag molekuly transportované pizchikrotubll do pericentriolarnej oblasti v bunke,
kde po dosiahnuti kritickej koncentracie dochadzaokbe nezrelych kapsid (RHEE
a HUNTER, 1990; CHOI et al., 1999; SFAKIANOS et a003).

Napriek tomu, Zze MMTV spolu s M-PMV predstavuju famtypickych zastupcov
celade betaretrovirusov, proces morfogenézy u MMTV jeiezfaleka tak dobre
charakterizovany ako M-PMV. Pri patrani po potelmgaL. doménovej sekvencii boli
substituované aminokyselinové zvysky Tyr81 a Pro82A doméne MMTV za zvySky
alaninové. Tato substiticia mala za nasledok blok&avdiovani MMTV castic
z buniek, dokumentovanu biochemickymi analyzamiedatira uvadza podobny efekt
spésobeny mutaciou Tyr82 v MA doméne M-PMV, kedyldazalo k interferencii
s transportom nezrelych kapsid z miesta ich vznkgpericentriolarnej oblasti
a akumulacii v tejto subcelularnej lokalite (STANSEet al., 2004).

Vysledky biochemickych analyz prezentované v tejiplomovej préci boli
podporené elektron mikroskopickou analyzou a pozami@a su podobné ako uvadza
literatira v pripade M-PMV. Blok v uv¥aovani mutantnych MMTV¢astic nebol
pozorovany na cytoplazmatickej membrane, ako byutdmlo v pripade mutécie L
domény, ale boli objavené zhluky nezrelych MMTV &apv blizkosti bungého jadra.
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Vychadzajuc z analégie s M-PMV je mozné predpokladaZze sa jedna
o pericentriolarnu obl@s kam su transportované MMTV Gag molekuly a kdehdaokza
k tvorbe nezrelych MMT\astic. Tato hypotézu podporuje aj skintos’, Ze sekvencia
ekvivalentna 18 aminokyselinam tvoriacim CTRS u M\Pje lokalizovana medzi 44.
- 61. aminokyselinovym zvySkom MMTV MA domény (RHEEHUNTER, 1990).
Mutacia Y81A-P82A v MA doméne MMTYV, popisana v tefliplomovej praci, by sa
teda mohla prejavovanterferenciou s transportom nezrelych MMTV kapsidhiesta
ich vzniku k cytoplazmatickej membrane. Doésledkomwha nedochadzalo kich
uvolnovaniu z buniek. Zda sa teda, Zze aminokyselinow&kav Tyr81 a Pro82 v MA
doméne MMTV Gag polyproteinového prekurzoru niesstag’ou L doménového
motivu, ale stag’ou signalnej sekvencie esencialnej pre transparteheeh MMTV
castic z miesta ich vzniku k cytoplazmatickj memlezan

V si&asnosti prispieva k pochopeniu vyznamu L domén gimi, Ze funguju ako
protein - proteinové interaké platformy. Ich funkcia sa upiatie v kooperécii
s bunénymi proteinmi, ktoré sa podi@u na procesoch triedenia proteinov
a formovania membranovych dkov. Ako interakny partneri pre retrovirusové Gag
polyproteiny boli v zavislosti na L doménovych sekeiach popisané buire proteiny
ALIX, TSG101 a NEDD4 (GARRUS et al., 2001; KIKONY@@S et al., 2001;
STRACK et al.,, 2003; SEGURA-MORALES et al.,, 200Botencialna interakcia
MMTV Gag polyproteinu s uvedenymi buimymi proteinmi nebola v kvasinkovom
dvojhybridovom systéme zaznamenana.

U niektorych retrovirusov bolo popisanych viac Lm@movych motivov, p&bm
jeden sa vzdy javil ako primarnydalSie ako sekundarne (GOTTWEIN et al., 2003;
WANG et al., 2004; SEGURA-MORALES et al., 2005) Sehcia L domény, ktorej
mutacia mala za nasledok kompletnu blokaciuragwania virusovycltastic zastavala
primarnu L doménovu funkciu. MutacialSich L doménovych sekvencii nablokovala
uvolnovanie virusovychtastic z buniek Uplne, ale znizovaléinnog’ tohto procesu.
Sekundarne L doménové sekvencie preto prispievajys&ej @innosti uvdnovania
virusovychéastic z buniek, pre ktoré je esencialna funkcienfrnej L domeény.

Uvedeny negativny vysledok ziskany v dvojhybridovaystéme je v sulade
sdalSimi pozorovaniami popisanymi v tejto diplomoyweaci. Interakcia medzi Gag
polyproteinmi a bunmym proteinom ALIX je zavislA na L doménovej seksien
YP(X)oL (STRACK et al., 2003; LEE et al., 2007, ZHAI €t,&008), u bunéného
proteinu TSG101 je to L doménova sekvencia P(T/SISRRRUS et al., 2001;
SEGURA-MORALES et al., 2005). Zistenia, Ze u MMT# sepreukazala L doménova
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funkcia motivov YPIWL a PSAP a v kvasinkovom dvdjngovom systéme nebola
zachytena interakcia medzi MMTV polyproteinom Gagivadenymi bungymi
proteinmi spolu v tomto smere koreSponduju.

Napriek tomu, Ze mutacia PSAP sekvencie u MMTV kedala ®&innog
uvolnovania virusovycltastic z buniek asi na Uurav®2% v porovnani so Standardom
nezda sa, Ze by sa jednalo ani o sekundarny L dovgénotiv. V pripade L doménovej
funkcie by mal motiv PSAP sprostredkévapecifickl interakciu Gag polyproteinu
s bunénym proteinom TSG101. V kvasinkovom dvojhybridovaystéme vSak tato
interakcia detegovana nebols by spoléne s mutédnou analyzou mohlo vytova’

sekundarnu L doménovi funkciu motivu PSAP u MMTV.
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6 Suhrn

» Prevedena bola deled analyza Specifickych nekanonickych domén MMTVgGa

polyproteinu a testovana bola schophasutovanych druhov MMTV vytvata

a uvdnova’ virusovésastice z buniek.

Pripraveny bol mutantny druh MMTV s deléciou pp@dmeény Struktirneho
polyproteinu  Gag, Vv kontexte s inaktivovanou Vikmo proteazou.
Metabolickym zn&enim bol testovany vplyv uvedenej delécie na praceshy

a uvdnovania virusovych ¢astic z buniek a prevedena bola elektron
mikroskopickd analyza. Vysledkom bolo zistenie, @21 doména nie je
nevyhnutna pre tvorbu a ukimvanie MMTYV c¢astic z buniek, ale jej delécia
Ciastaine redukuje &innog’ tychto procesov.

Pripraveny bol mutantny druh MMTV s delécidomén p3-p8-n Struktlirneho
polyproteinu  Gag Vv kontexte s inaktivovanou virumov proteazou.
Metabolickym znatenim bol testovany bol vplyv uvedenej delécie neces
tvorby a uvdnovania virusovychéastic z buniek a prevedena bola analyza
elektronovou mikroskopiou. Vysledkom bolo zisterde,pritomno domén p3-
p8-n nie je nevyhnutna pre tvorbu a tvovanie MMTYV ¢astic z buniek, ale ich
delécia redukujedinnog’ tychto procesov.

Odstranenim vSetkych nekanonickych domén pp21-pB-gPecifickych pre
MMTV bol pripraveny mutovany, tzv. minimalny MMTV &y polyproteiny
prekurzor tvoreny vyltne doménami MA-CA-NC. Testovana bola schonos
minimalneho Gag polyproteinového prekurzoru vytvéaaivdnova’ virusové
castice z buniek a vysledkom bolo zistenie, Ze matity Gag prekurzor nie je

posta&ujuci pre tvorbu nezrelych MMTVastic.

» Prevedena bola mutad analyza aminokyselinovych sekvencii predstaveic

potencialnych kandidatov na L doménovu funkciu.ndéa sa o YPIWL motiv

lokalizovany medzi 81. - 85. aminokyselinovym zuwygk MA domény a o PSAP

motiv lokalizovany medzi 36. - 39. aminokyselinovgryskom CA domeény.

Do CA domény bola zavedena substiticia P36A-P3@Apraveny mutovany
druh bol testovany na produkciu virusovyéastic metabolickym zianim
a elektron  mikroskopickou analyzou. Vysledkom bolaistenie, Ze
aminokyselinové zvysky CA domény Pro36 a Pro39 sie esencialne pre
uvolnovanie MMTYV c¢astic z buniek, ale ich mutacia zniZuj&ininog’ tohto

procesu.
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Do MA domény bola zavedena substiticia Y81A-P82gipraveny mutovany
druh bol testovany na produkciu virusovyéastic metabolickym zganim

a elektronovou mikroskopiou. Ukazalo sa, Ze uvedemdtacia kompletne
blokuje uvdnovanie¢astic MMTV z buniek. Elektron mikroskopicka analyza
odhalila zhluky nezrelychastic v blizkosti bunmého jadra. Ziadneéastice
zachytené na butieej membrane v neskorej faze Ui&ovania pozorované
neboli. Z uvedeného vyplyva, Ze aminokyselinovéskyyMA domény Tyr81

a Pro82 su pravdepodobne ¢afiou signalnej sekvencie esencialnej pre
intracelularny transport nezrelych kapsid z migstavzniku k cytoplazmatickej

membrane.

» Pre testovanie potencialnych interakcii HBRV Gagdgypmteinu s bungymi
proteinmi ALIX, TSG101 a NEDD4 bol vytvoreny kongtt pre kvasinkovy
dvojhybridovy systém, kodujaci HBRV Gag polyproteimesp. HBRV Gag

polyprotein skrateny o MA a pp21 doménu N-konca¥mof/any jednak s Gal4 AD,

ataktiez s Gal4 BD. PouZziteog’ kvasinkového dvojhybridového systému bola

potvrdena dakavanou homotypickou interakciou medzi HBRV Gatypmteinmi.

V kvasinkovom dvojhybridovom systéme nebola deteg@dv potencialna
interakcia kompletného HBRV Gag polyproteinu, respBRV Gag
polyproteinu skrateného o MA a pp21 doménu s &mymai proteinmi ALIX,
TSG101 a NEDDA4. Tento vysledok je v sulade s i¥nda analyzou vybranych

aminokyselinovych sekvencii Gag polyproteinu.
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